ANNALES

UPBM - EDILION
. LYCEE LA MARTINIERE 69338 LYON CEDEX 9
o Publications de I’'UPBM




Photographie de couverture de Pascal MICHAUX .

Cytoculteur (de la marque Applikon) en place avec ses satellites,
préparé pour une culture de cellules Hep 2 sur microporteurs.




Annales

Brevet de Technicien Supérieur
BIOCHIMISTE

Brevet de Technicien Supérieur
BIOTECHNOLOGIE

Sessions 2001 et 2002

Publications de PUPBM

UPBM - Edilion Lycée Technique « La Martiniére »
La Duchére 69338 LYON CEDEX 09



Les annales du BTS BIOCHIMISTE ont été réalisées par Michel
VOL, professeur au Lycée Raoul Dautry a Limoges ;

les annales du BTS BIOTECHNOLOGIE ont été réalisées par Pascal
MICHAUX, professeur au lycée Valentine Labbé a La Madeleine.

Les propositions de corrigés ont &té élaborées et relues par de nom-
breux collegues, d’enseignement général et technologique, que nous
tenons a remercier chaleureusement ici : Dominique Auclair, Sylvie
Bardes, Dominique Binchet, Caroline Bonnefoy, lacqueline
Delrous, Marie-No&lle Demanze, Cathy et Joél Dosda, Philippe
Duthoit, Jean-Marc Elias, Frédéric Gomel, Guy Léonard,
Bernard Mathelin, Jean-Marie Massy, Laurence Méaux,
Francoise Naillat, Sophie Naud, Gilles Peyrat, Jean-Marie
Peyridieu, Monigue Platon, Lionel Roussel, Brigitte Sallen.

Certains sujets d’enseignement général, communs aux deux BT5, ont
été publiés une seule fois, soit dans les annales du BTS BIOCHIMISTE,
soit dans les annales du BTS BIOTECHNOLOGIE.

Nous aurions souhaité une présentation plus soignée, mais son colt
aurait été prohibitif et aurait considérablement augmenté le prix
de vente.
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Annales du BTS Biocchimiste
Définition de fa nature des épreuves

1. Epreuve de frangais
® Epreuve écrite

® Durée maximale :3 heures

® Coefficient : 3

But de I'épreuve
I*épreuve a pour but de vérifier Faptitude du can-
didat a:
@ saisir dans un texte les idées essentielles et leur
organisation logigue,
® s'exprimer avec simplicité et correction.

Nature de I'épreuve
L'épreuve consiste en une contraction d'un fexte
suivie de guestions, dont I'une invite a un travail de
composition francaise.
1.2.1. On proposera un texte d'environ 900 mots qui
offrira par |ui-méme un sens assez complet, qui soit
clair hien composé et qui se préte & une analyse
d'idées.
1.2.2. On proposera un texte de cinguante & cent
lignes dactylographiées qui offre par lul-mé&me un sens
assez complet, qui soit clair et bien composé, et qui se
préte a une anhalyse d'idées.
1.2.3. Le texte proposé portera sur les problémes de la
vie moderne - problémes de culture personnelle et de
relations sociales — qui peuvent intéresser un futur
technicien.
Le candidat devra :
® résumer le texte en un nombre fixe de mots,
@ répondre & quelgues guestions destinées & lui faire
réciser et expliquer le sens de notions et de mots
importants du texte,
® cxprimer dans un commentaire succinct et compo-
se ses vues personnelles sur I'ensemble ou sur un
aspect particulier du texte.

2. Epreuve d‘anglais

® Epreuve &crite

@ Durée : 2 heures

@ Coefficient: 2

L‘épreuve doit permettre de vérifier les capacités du

candidat :

d’exploiter correctement des documents & caractére

technique (articles de presse ou exiraits d’ouvrages

spécialisés, notices et modes d’emploi, diagrammes et
schémas, lettres, communications),

de proposer des éléments de rédaction simples en

anglais sur un sujet touchant & la spécialité

Ceci implique la capacité :

@ de rendre compte, en francais, de maniére perti-
nente des informations essentielles contenues dans
le document,

@ de traduire une partie de e document,

® de rédiger en anglais quelques phrases selon les
Indicatians qui lui sont fournies.

3. Epreuve de mathématiques

et sciences phys:ques
® Epreuve éarite
@ Durée : 4 heures {2 h+2 h)
® Coefficient: 4
L'épreuve comporte deux parties obligatoires et
indépendantes.

Mathématiques (coefficient 1,5)
Objectifs :

Uenseignement des Mathématiques a pour triple
ohjectif de fournir un outil efficace pour les Sciences
hysiques et biologiues et la Technologie, de déve-
opper la formation scientifique et de contribuer a la

formation persennelle et relationnelle. Par suite, cette

premiére partie d"épreuve doit permettre :

® d'apprédier la solidité des connaissances des candi- ;
dats et leur capacité & les utiliser dans des situa-
fiohs variées,

® de veérifier leur aptitude au ralsonnement et leur -
capacité a analyser corvectement un probléme, a-
justifier les résultats obtenus et & apprécier leur
portée,

® dapprécier leurs qualités dans les domaines de
I'expression écrite et de l'exécution soignée de
taches diverses {tracés graphiques, calculs a la main
ou sur machine). |

Nature de cette partie d'épreuve :

Cette partie d’épreuve Scrite est prévue pour une
durée de deux heures. .
Les sujets comportent deux exercices de
Mathématigues recouvrant une part trés large du pro-
gramme. Les thémes mathématiques qu'ils metient en
ceuvre portent principalement sur les chapitres les plus
utiles pour les Sciences physiques et biologiques. Le
nombre de points affecté a chaque exercice est indi-
qué aux candidats.
I:épreuve porte sur des applications directes des
connaissances de cours. .
il convient d'éviter toute difficulté théorique et
toute technicité mathématique excessive.
La longueur et I'ampleur du sujet doivent per-
mettre 4 un candidat moyen de traiter le sujet et de le
rédiger posément dans le temps imparti.
L'utilisation des calculatrices pendant I'épreuve est
définie par la circulaire n°86-228 du 28 juillet 1986
publig¢e au Bulletin officiel n® 34 du 2 octobre 1986.
Les deux points suivants doivent &tre rappelés en
téte des sujets :
® la clarté des raisonnements et la qualité de la
rédaction interviendront pour une part importan-
te de 'appréciation des copies,

@ [‘usage des instruments de calcul et du formulaire
officiel de mathématiques est autorisé.

sciences physiques (coefficient 2,5)

Cette seconde partie de 'épreuve porte sur les pro-
grammes de physique et chimie {cours et travaux pra-
fiques). Elle comporte plusieurs exercices indépen-
dants. Toute question de cours en tant que telle est
exclue, mais il peut &tre fait appel & des restitutions
ponctuelles de connaissances. Les questions posees se
rapportent de préférence & des applications concrétes
en liaison avec le domaine professionnel du candidat.

Il doit étre vérifié que le candidat :
® analyse convenablement un probléme pose en uti-

lisant judicieusement ses connaissances,

@ propose une solution (gualitative ou quantitative)
Justifide par un raisonnement logigue,

@ fournit un résuktat numérique exprimé avec des
unités et la précision adéquates : la plus grande
attention sera accordée au nombre de chiffres
significatifs.

. Epreuve de biochimie - biologie

Epreuve écrite

Durée maximale : 4 heures

Coefficient: 6

Cette épreuve doit permettre d'apprécier le niveau
des connaissances du candidat dans les domaines de ta
hiochimie, de la microbiologie, de la biologie cellulai-
re et moléculaire et de la physiologie. Elle doit avoir
un caractére pluridisciplinaire.
Elle comporte plusieurs questions indépendantes.
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5- Epreuve professionnelle de synthése
® Epreuve &crite et pratique

® Durée maximale : 14 heures

@ Coefficient: 12

Cette épreuve comporte deux parties obligatoires



Etude d'opérations techniques
® Partie écrite
® Durée : 4 heures
® Coefficient: 4 .

Cette partie a pour but d'apprécier le niveau des
connaissances technologiques générales, de vérifier
ies capacités de réflexion en vue de la résolution des
problemes techniques simples pouvant relever des
domalnes de la biochimie, de ta microbiclogie, de la
blologie cellulaire et moléculaire et de la physiolegle.
Elle doit permettre d'apprécier fes capacités
d’analyse du probléme, .
de conception et de définition d'une stratégie
expérimentale,
d'utilisation de documents, éventuellement de
langue anglaise,
de prise en compte des aspects concernant la sécu-
rité, la legislation et la gestion,
d’utilisation des techniques et du matériel notam-
ment informatique,
et |'esprit d'initiative
Réalisation pratique d’opérations
techniques
& Partie pratigue
® Durée maximale : 10 heures
® Coefficient: 8

Cette partie d'épreuve a pour but de vérifier les
savoir-faire dans les domaines de fa biochimie et/ou de
la micrchiologie, etlou de la biologie cellulsire et
moléculaire, etfou de la physiclogle.

Elle est pluridisciplinaire.
Elle dait permettre de vérifier les capacités;
® de mise en ceuvre d'un protocole opérataire dans
des conditlons satisfaisantes de sécurité et d'effica-
cité.
d'organfsation,
de rigueur et de précision dans |'exécution.
d’exploltation des résultats. .
Elle peut se dérouler en plusieurs parties.
Elle comporte plusieurs questions li¢es ou indépen-
dantes.

Elle a un caractére assentiellement pratigue,

Elle donne lieu & un compte rendu et peut. éven-
tueflement, faire appel aux techniques de Iinforma-
tique.

6. Epreuve de soutenance du rapport de

stage ou d'activité professionnelle
Epreuve orale

Durée maximale : 0,5 heure - )
Coefficient : 3 (2 pour les compétences scienti-
fiques et technigues, 1 pour les compétences en
sciences économigues)

L'épreuve a pour but de vérifier :

1. En ce qui concerne la connaissance professionnelle
et humaine de Fentreprise, si le candidat est capable

e

@® appréhender les données constitutives d'une
entreprise ou d’un laboratoire,

® comprendre le fonctionnement d'une entreprise
ou d'un laberatoire sur fes plans de [a technique et
de IForganisaticn,

® présenter |les activités d'un stage en analysant Jes
problemes technigues rencontrés et les démarches
adoptées .

2. En ce qui concerne la communicaticn et Fexpres-

sion, si fe candidat est capable de : )

® dégager, ordonner et mettre en valeur les points
essentiels d'un document 4 caractére technigue,

® maltriser les techniques de |z communication orale
devant un auditoire non familier,

® ultiliser la langue frangaise correctement et avec
clarté,
Le candidat présentera et soutiendra oralement le

rapport qu'il aura établi & lissue de son stage de

deuxiéme année en entreprisa ‘il s"agit d'un candidat

scolarisé ou un rapport sur son activité professionnelle
¢il s'agit d'un candidat dispensé de stage en raison
d’'un emploi salarié,

Il devra notamment faire apparaitre le caractére
spécifique de Fentreprise ou il aura effectué sen stage
ou exercé son activité professionnelle, rendre compte
de la visée, du déroulement et de I'aboutissement du
sta%e lui-méme ou de l'activite professionnelle, expo-
ser les réflexions en particuller ¢ordre technigue que
le stage ou I'activité professionnelle lui aura inspirées,

La présentation n‘excédera pas 20 minutes.

La seconde partie de I'épreuve pourra étre consa-
crée a un dialogue entre le jury et le candidat,

Le rapport de stage ou d‘activiié professionnelle de
dix & vingt pages dactylographiées (quinze a trente
pages manuscrites} sans compter les documents tech-
nigues comprendra :
® une présentation schématique de I'établissement

de stage et du déroulement du stage de deuxiéme
année ou de i'activité professicnnelle exercée dans
le domaine de la biochimie ou de |a biclogie,

le compte rendu d’un travail personnel,

une reflexion personnelle concernant I‘activité
professionnelle et un bilan sur ce stage ou sur cette
activité professionnelle,

Ce travail devra prendre en compte les problémes
de sécurité et de législation. ’

Les documents indispensables & la compréhension
de ce rapport pourront figurer en annexe.

Pour les candidats scolarisés, la fiche de stage sera
jointe.

Lévaluation des aspects sclentifiques et techniques
se fera selon |z répartition suivante :
® dossier écrit : coefficlent 1
@® présentation orale et entretien : coefficient 1

Ladcommission de jury pour cette éprouve com-
prend :
® un professeur de sciences économigues,
® un professeur chargé d'enseignement technalo-

gique.
® un professionnel
Les candidats autorisés ayant échoué a I'examen
peuvent :
® soit présenter de nouveau le rapport soutenuy lors
de |a session & laquelle 1ls ont échoug,

® soit, s'lls Ie{ugen‘c nécessaire, modifier celui-ci dans
le sens quils estiment opportun ou refaire un nou-
veau stage et rédiger un nouveau rapport qui tient
compte des situations rencontrées au cours de ce
second stage et qui peut reprendre des ohserva-
tions rassemblées au cours du premier stage.

Pour cette épreuve de soutenance de rapport da
stage, il convient de tenir compte du caractére secret
de certains domaines de la biochimie et de |a biologie
et de l'obligation pour las candidats de ne pas divul-
guer des faits cenfidentiels appris au cours de leur
stage ou lors de leur activité professionnelle.

Le jury veillera & ne pas mettre les candidats en dif-
ficulté sur cet aspect de leur formation en milieu pro-
fessionnel,

Pour ce qui concerne les informations contenues
dans leur rapport écrit les candidats doivent avoir
obtenu l'accoréd du responsable de eur stage ou de
leur activité professionnelle au sein de Fentreprise, |
leur sera en outre rappelé que cette épreuve ne sau-
rait les libérer de F'obligation de respecter les secrets
professionnels,

De plus, il sera indiqué au responsable de Ientre-
orise dans laquelle le candidat a effectué son stage ou
est empicyé qu'll peut, s'il le juge utile, désigner une
personne qui sera autorisée & assister, en tant qu'oh-
servateur, a la soutenance du rapport et qui pourra,
éventuellement, intervenir pour préserver le caraciére
cenfidentlel de certains éléments et pour éviter gue ne
Z'igstaure de ce falt une situation préjudiciable au can-

idat.
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EPREUVE DE FRANCAIS.
DUREE : 4 HEURES COEFFICIENT : 3

L'USAGE DES CALCULATRICES ELECTRONIQUES EST INTERDIT

SYNTHESE DE DOCUMENTS

Les documents suivants abordent le théme de la place des enfants dans la société ; vous en
ferez une synthése concise, ordonnée et objective.
Puls, dans une conclusion persannelle, vous donnerez votre point de vue sur fa question.

Document 1: " Droits de I'enfant
Découvre la Convention refative aux Droits de FEnfant,
Document publié par le Ministére dae I'Education Nationale,
de la Recherche et de la Technologle, 1999,
version simplifiée de la Convention internationale des
Drolts de I'Enfant, 1989,

Document 2 : Jean-Plerre ROSENCZVEIG et Plerre VERDIER,
" La parole de l'enfant est-elie légitime ? ",
La parole de F'enfant,
Editions Jeunesse et Droit, Dunod, 1999,

Document 3: Marie-Agnés COMBESQUE,
extrait de "Combattre le travail des Enfants ",
La Chronigue d'Amnesty International, avril 1998,

Document 4:  Victor HUGO,
" Melanchelia ", écrit en 1838,
Les Contempfations, 1856,
Livre It 1 "Les Luttes et les Réves "

Document 5. Dessin de PANCHO,
Le Monds, 1er novemhbre 1997,
DOCUMENT 1
DROITS DE L'ENFANT (extraits)

Le 20 novembre 1989, FONU a adopté la " Convention intemationale des Droits de F'Enfant" qui
comporte 54 articles. Un certain nombre de pays - pays industrialisés et pays en voie de
deéveloppement - f'ont ratifiée et se sont engagés a modifier progressivement leur légistation pour
Iadapter aux nouveaux droits.

l.a convention concerne tous les enfants de moins de 18 ans sauf si leur pays leur accorde la
majorité plug tdt. Tu es concerné si tu as moins de 18 ans.
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ARTICLE 2: LE DROIT A 1A NON-DISCRIMINATION

Tous les droits noncés par la Convention doivent t'étre accordés, guelle que soit ton origine
ou celle de tes parents, de méme qu'a tous les autres enfants, filles et gar¢ons .

Les Etats ne doivent pas violer tes droits et doivent les faire respecter pour tous les
enfants.

ARTICLE 13: LE DROIT A LA |JBERTE D'EXPRESSION

1 - Tu as le droit de t'exprimer librement. Tu as le droit de rechercher, de recevoir et de
diffuser des Informations.
2 - Ny a des limites 2 ta liberté d'expression ;
- tu dois respecter les droits et la réputation des autres.
- tu ne peux pas mettre la société en danger.

1 - L'Etat doit te protéger contre toutes les formes de violence et de brutalités physiques ou
mentales. Que tu sois sous la garde de tes parents ou de toute autre personne a qui tu es confié,
I'Etat doit te protéger contre 'abandon, I"absence de soins, les mauvais traitements, I'exploitation
et 1a violence sexuelle.

2 - L'Etat doit veiller 2 ce que de telles situations ne se produisent pas. |l prend les
dispositions nécessaires.

1 - Tu a5 le droit de jouir du meilleur état de santé possible et d'étre soigné. Les Etats
s'engagent 3 créer les services médicaux nécessaires pour qu'il en soit ainsi.

2 - Les Etats assureront en priorité:

a) la réduction de la mortalité infantile,
b) le développemant des soins essentiels,
¢) le développement de la lutte contre les maladies et la malnutrition et la
fourniture d'eau potable,
d) le développement de I"aide aux mamans, avant et aprés ['accouchement,
) le développement de linformation des adultes et des enfants sur la santé, la
nutrition, I'hygléne, la prévention des accidents,
f) le développement de la planification familiale.
3 - Les Ftats aboliront les pratiques traditionnelles dangereuses pour la santé des enfants.
Les pays en développement seront particuliérement aidés.

ARTICLE 27: LE DROIT A UN NIVEAU DE VIE DECENT

1 - Tu as droit 2 un niveau de vie décent pour assurer normalement ton développement
physique, mental, spirituel, morat et social.

2 - Tes parents ou ceux qui t'ont en charge sont responsables de ton développement.

3 - S nécessaire, les Etats devront aider tes parents ou ies personines qui t'ont en

charge. lls accorderont {a priorité & Falimentation, Ihabillernent et au logement.

4 - Les Etats te garantissent le droit de recevolr fa pansion alimentaire qui t'est due. lLes
Etats s'organiseront pour t'assurer ce drolt, ol gue tu s0is.

1 - Les Etats te reconnaissent le droit 3 F'éducation sur la base de I'égalité des
chances. Pour cela:
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a) tu dois pouvoir bénéficier gratuitement de I'enseignement primaire. Cet
enselgnement est obligatoire,
b} les Etats encouragent 'organisation d'un enseignement secandaire. lis le rendent
accessible 4 tous les enfants. Il doit &tre gratuit. Des aides financidres doivent étre
accordées, en cas de besoin,
¢) l'enselgnement supérieur doit t'dtre également accessible, en fonction de tes
capacités,
d) tu as le droit 2 une orientation scolaire et professionnelle,
) tout doit &tre fait pour t'encourager 2 fréquenter régulierement I'école.
2 - Les Etats doivent veiller 2 ce que les ragles de la vie scolaire respactent ta dignité d'étre
humain conformément & cette Convention,
3 - Les Etats doivent coopérer pour éliminer I'ignorance et I'analphabétisme dans le monde
et pour faciliter I'accés aux connalssances scientifiques et techniques ainsi qu'aux méthodes
modernes d'enseignement. Les pays en développement doivent étre particulidrement aidés.

ARTICLE 31: LE DROIT AUX LOISIRS

1 - Tu as le droit au repos, aux loisirs, au jeu, aux activités récréatives, Tu as le droit de
participer librement aux activités artistiques et culturelles,

2 - Les Etats dolvent protéger ce droit. lis encourageront toutes les inltiatives favorisant le
développement de ce droit, dans des conditions d'égaiité.

1- Tu dois &tre protégé contre ['exploitation. Nul ne peut t'obliger 3 accomplir un travail
dangereux ou nuisant & ton écucation, 3 ta santé, et 3 1on développement.
2 - Les Etats prendront toutes les mesures nécessaires pour te protéger.
a) lls fixeront un &ge minimum 2 partir duguel tu pourras travailler,
b) ils établiront des réglements concernant tes heures et les conditions de travail,
¢} lls puniront ceux qui ne respectent pas ces ragles.

Découvre la Convention relative aux Droits de /*Enfant, document publié en novembre 1999 par
le Ministare de I'Education Nationale, de la Recherche et de la Technologie, version simplifiée de ia
Convention internationale des Droits de V'Enfant, 1989.

DOCUMENT 2.
LA PAROLE DE {'ENFANT EST-ELLE LEGITIME ?

La question mérite d'étre posée.

[..] I paut paraitre un peu brutal de priver d’expression guelques 17 millions des
membres de la collectivité nationale(1). Surtout que la période moderne nous a démontré que les
anfants - parfois méme trés jeunes - avaient un regard digne d'intérét sur la cité et pas seulement
sur ce qui les concerne. Si on ne s'en tient gu'au terain de la sécurité physique, force est de
constater que devant certaines défaillances de notre dispositif, il est essentiel de permettre aux
enfants d'étre les acteurs de leur protection. It faut qu'il leur soit permis, et pas seulement au ptan
légal, de tirer le signal d'alarme, d'appeler au secours, volre de se mettre par eux-mémes hors de
danger,

D'une maniére générale dans ce siécle - et pas depuis ces derniéres années comme oh
l'affirme parfols rapidement - 3 {'image de notre société, notre droit a reconnu des droits aux
enfants et une possibilité d'agir personnellement ses droits(2). Pour dire les choses simplement
et rapidement: 'enfant a des droits, plus qu'll ne le crolt et gue nous le croyons nous-mérmes;
surtout il s'est vu reconnaftre le droit d'agir ses droits dans certaines circonstances.
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Mais 3 s'engager délibérément dans cette voie, ne risque-t-on pas de nier I'enfance, celte
période d'irresponsabilité 7 Car il faut étre cohérent: qui dit droits, dit devoirs, nous asséne-t-on
en permanance et avec vigueur, pour ne pas dire au passage qu'il serait bien utile de rappeler les
devoirs aux enfants avant de songer 3 leur parler de leurs droits !

Ces deux approches sont respectables et recouvrent une méme réalité. il va dong falloir les
rendre conciliables.

Une capaciié relative d'expression.

Le débat est ainsi noué: an n'en est plus au "Mange et tais-tof* ou "Apprends et tais-toi "
des années 50, mais ce n'est guand méme pas enfant-roi" généralisé décidant en tout et de tout,
coupant la parole aux adultes, sans le moindre respect pour eux. En d'autres termes, des "niches "
de parole se sont ouvertes pour les enfants, pour reprendre I'expression utilisée au Parlement
pour qualifier les possibilités reconnues depuis peu aux groupes politiques de présenter leurs
propositions de loi dans un ordre du jour constitutionnellement verrouillé par le gouvernement !

Dans I'univers judiciaire, mais aussi dans la vie quotidienne, individuellement ou
callectivement, les enfants et les jeunes vont pouvoir s'exprimer. Quitte 3 engager leur
responsabilité s'ils dérapent. lls seront alors tenus pour responsables 2 la hauteur de ce ou'ils
sont: des enfants. Que I'on soit adulte ou enfant, tout un chacun a la drolt de critiquer, mais pas de
diffamer; d'interpeller, mais pas d'Injurier & fa maison, a I'école comrme dans la vie courante.

Il est méme de la responsabilité des aduttes - d'abord des parents - de préparer leur enfant
a l'exercice de cette responsabilité. Clest ce que 'on appelle I'éducation. Il ne s'agit pas seulement
de savoir blen s'exprimer; il faut savoir apprendre 3 bien respecter lautre, & I'écouter et
échanger, 3 débattre méme et surtout si on ne partage pas le point de vue de I'interlocuteur; bref, &
échanger des mots plutot que des coups. [. 1

A la question initiale “fa parole de Penfant est-elfe fgitime 7 ", an peut donc faire ung
réponse pondérée. Certes elle |'est, mais chichement. !

Jean-Pierre ROSENCZVEIG et Pierre VERDER(3 ),
La parole de Fenfant,
Editions Jeunesse et Droit, Dunod, 1999,
(1) Il s’agit de Ia France.
(2) agir ses drolts: les falre agir, 5'en servir.
(3) Jean-Pierre Rosenczveiy est président du tribunal pour enfants de Boblgny,
Pierre Verdier est ancien directeur de DDASS de la Moselle.

DOCUMENT 3
COMBATTRE LE TRAVAIL DES ENFANTS

Les chiffres donnent le vertige, et pourtant, ifs ne reflétent qu'une réalité
tronguée et sous-estimée, prise il y a seulement 20 ans, lorsque les Nations unies
ont décrété 1979 année de I'enfance.

A intervalles réguliers, le travail des enfants fait fa une des médias. Montrés du doigt:
finde, le Pakistan, la Thaiande, le Brésll ol des cohortes de gosses en guenilles s'échinent 2
fabriquer des vétements, des tapis, des briques, relancent des touristes dans des bordels. Les faits
sont désormais connus. Hl n'empachs, si les opinions publigues sont misux informées aujourd' hui
gu'hier, savent-glles que le phénoméne est en constante aggravation 7 En vingt ans, le pourcentage
d'enfants au travail, 4gés de moins de 15 ans, s'est accru. Leurs conditions de travail se sont
détériorées. Les rendements que leurs patrons leur imposent sont sans cesse en augmentation, Et
les enfants, contraints de travalller, se retrouvent de plus en plus isolés.

Depuis 1975, le travail des enfants est considéré par ["ONU comme une forme
contemporaine d'esclavage au titre du travail forcé. Actuellement, selon le BIT (Bureau
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international du travail), au moins 250 millions d'enfants 4gés de 5 a 14 ans sont au travail dans
I'agriculture, I'artisanat et Findustrie. Pius de la moitié d'entra sux travaille 4 temps plein. Plus

de 55 % des enfants de la tranche d'age 10-14 ans, sont contraints au travail au Bhoutan. lls sont
presque aussl nombreux au Mall (54,5 %), au Burkina Faso (51,1 %), au Burundi (49 %), sur

I'le de Timor oriental (45,4 %). £n Amérique du sud, 25,3 % des enfants haitiens connaissent Ie
méme sort contre 16,2 % au Guatemala, 16,1 % au Brésil et en République deminicaine. Le
continent européen n'est pas non plus épargné, quoique dans des proportions bien moindres: au
Portugal, 1,8 9 des enfants travalllent, en Albanig, 1,1 %, Ces chiffres ne constituent malgré tout
qu'une hypothése basse, notamment parce gue les enquétes menées par I'CIT (Organisation
internationale du travail) et le BIT n'ont pas encore atteint un niveau de fiabllité optimum par
mangue de moyens. Ces enguétes minorent vraisemblablement le nombre de filles au travall,
puisque les questionnaires abordent rarement le travall au sein du cercle familial,

A qui la faute ?

Cette notion de travail des enfants demande a &tre encore affinée. L'Unicef, le Fonds des
Nations unies pour I'enfance, distingue par exemple, travail intolérable et travail acceptabie. Le
travait intolérable entrave le développement physique et mental de I'enfant, concourt 2 son
exploitation économigue et sociale, viole son Intégrité spirituelle et morale. Le travail acceptable
procurerait 2 I'enfant assurance et fierté, en Iui permettant de contribuer au revenu familial, et
l'acquisition d'une formation, méme s'll ne préserve pas toujours sa scolarité, son repos, ses
loisirs. (... ) Au Pérou depuis 1978, en Inde plus récemment, des associations aident les enfants a
s'organiser, a4 é&tablir leurs revendications sur leurs horaires et leurs salajres. le travail
acceptable porte en lui fa promesse d'une vie meilleure, au contraire du travail intolérable qui
perpétue la pauvreté et voue les futurs adultes a des emplois non qualifiés et mal rémundrés
jusqu'a ta fin de leur courte vie.

Matie-Agnés COMBESQUE,
La Chronique d’Amnesty Internationa,
Avril 1998,

DOCUMENT 4
MELANCHOLIA

Oi1 vont tous ces enfants dont pas un seul ne rit 7
Ces doux étres pensifs que la fidgvre maigrit ?

Ces fllles de hult ans qu'on voit cheminer seules 7

lls s'en vont travailler quinze heures sous des meules (I);
Hs vont, de I'aube au soir, faire éternellement

Dans la méme prison le méme mouvament,
Accroupis sous les dents d'une machine sombre,
Monstre hideux, qui méche on ne sait quoi dans I'ombre.
Innocents dans un bagne, anges dans un enfer,

IIs travaillent. Tout est d'airain, tout est de fer,
Jamals on ne s'arrdte et jamais on ne joue,

Aussl, quelle paleur | la cendre est sur leur joue.

Il fait & peine jour, Hs sont déja bien las.

lls ne comprennent rien a leur destin, hélas 1

lls semblent dire & Diew: Petits comme nous sommes,
Notre pare, voyez ce que nous font les hommes [

0 servitude infAme imposée 3 'enfant |

Rachitisrme (2) 1 travail dont le souffle étouffant
Défait ce qu'a fait Dieu, qui tue, oeuvre insensée,

La heauté sur les fronts, dans les coeurs fa pensée,
Et qui ferait - ¢'est 13 son fruit le plus certain 1-
D'Apollon un bossu, de Voltaire un crétin |
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Travail mauvais qui prend 'Age tendre en sa serre,
Qui produit la richesse en créant la misére,
Qui se sert d'un enfant ainsi que d'un outii !
Progrés dont on demande: QU va-t-il 7 que veut-l ?
Qui brise la jeunesse en fleur ! qui donne, en somme,
Une 4me a la machine et la retire & 'homme !
Que ce travail, hal des méres, soit maudit |
Maudit comme le vice ol I'on s'abatardit,
Maudit comme I'opprobre (3) et comme le blasphéme !
0 Dieu | qu'il soft maudit au nom du travail méme,
Au nom du vrai travail, saint, fécond, généreux,
Qui fait le peuple libre et qui rend I'homme heureux !
Victor HUGO,
Les Contemplations, 1856,
Livre Il " Les Luttes et les Réves "

{I) meules: machines servant & brayer.
(2} rachitisme: insuffisance du développement physique due 4 la malnutrition.
(3) opprobre: honte, humiliation infligée a quelqu’un.

DOCUMENT 5

Ce dessin a illustré un article intitulé "Un plan ¢'action pour abolir fe travall des enfants”
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PANCHO,
Le Monde, 1% novembre 1997
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EPREUVE D’ANGLAIS.
DUREE : 2 HEURES COEFFICIENT : 2

L'usage de fa calcuiatrice est interdit.
L'usage d'un dictionnaire bilingug est autorisé

ORGANIC FOOD IS A WASTE OF MONEY

Organic food is neither safer nor more nutritious than conventionally grown food and people
are wasting their money by paying a premium (1) for it, the head of the Food Standards Agency
said yesterday.

Sir John Krebs, chairman of the government-appointed body, said there was no evidence
that organic food was healthier than conventionally grown produce. He said he believed that people
were only getting value for their money if they wished to pay for the holistic approach{2) to
farming. "They're not getting value for meney, In my opinion and in the opinion of the Food
Standards Agency, if they think they're buying food with extra nutritional quality or extra safety.
We don't have the evidence to support those claims", he said.

Environmental and organic organisations said they were “appalled” by Sir John's
comments, who they believed was "out of touch" with consumers and failing to inform himself
properly about arganic food,

in Britain sales of organic food are soaring by 40 per cent a year. The projected organic
food sales for this year are £546m and expected to reach more than £1bn by 2002. Customers pay
an average of 70 per cent more for organic produce than the ordinary equivalents.

Sir John said he thought the market was booming because peaple were seduced by an image
of healthy and nutritious products. ™! think the organic industry refies on image and that image is
one that many consumers clearly want to sign up to", he said. [...]

Harry Hadaway, a spokesman for the Soil Association, a standards setter(3) which
registers organic farmers, said: "We are deeply concerned that Sir John Krebs of the FSA is failing
to inform himself and be objective in the on-going national food debate.” [...]

Independent scientific tests, commissioned by the BBC, found conventionally grown carrots
free of pesticides. Scientists at the Eclipse Scientific Group laboratory in Cambridgeshire
extensively tested carrots bought anonymously from supermarkets. An organic British carrot, an
organic carrot from abroad and a conventionally grown carrot were examined for more than 40
pesticide residues. The tests were negative for ali three,

This latest research contradicts previous evidence by the Ministry of Agriculture,
Fisheries and Food's working party on pesticide residues which showed in 1998 that 26 per cent of
foods tested contained pesticide residues and 1.3 per cent contained residues above legal leveis,
Even organic carrots were found to contain residues, albeit at levels 10 times lower than the
maximurn level allowed in non-organic vegetables.

Sandra Bell, rea! food campaigner for Friends of the Earth said the group was "appalled"
that Sir John had launched this attack, "Organic food avoids synthetic pesticides, the routine use of
antibiotics and genetically modified ingredients", she said.

"No one knows what long-term impact these may have on human health. If there is no
problem with pesticides in conventienally grown food, why does the government advise people to
wash and peel vegetables before glving them to children?”

= Cherry Norton -

THE INDEPENDENT, 2 November 2000.

Footnotes:

(1) (ligne 2} to pay a premiuny: payer plus cher

(2) {ligne 6} holistic approach: approche holistique, approche globala,
(3) (ligne 9} a standards setter: < to set standards: fixer des normes
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PART 1; Compréhension {10 points)

1) Vous ferez un compte rencu du texte en langue francaise en mettant en évidence les idées
essentielles.

{environ 1150 mots : +- 10 %)
2) Vous traduirez le texte en frangais (tftre inclus) jusqu'a << to support those claims >>, he said.
(ligne 9)

PART 2: Expression en langue anglaise (10 points)
Answer the following questions in English {150- 200 words)
1) What are the two positions expressed in this article ? { ~ 70 words)

2) Where do you stand 7 Do you pay much attention to what you eat and drink 7 Develop your point
of view. {~ 130 words).

EPREUVE DE MATHEMATIQUES. 1
DUREE : 2 HEURES COEFFICIENT : 1,5

La clarté des raisonnements et la qualité de la rédaction interviendront pour une part
importante dans ['appréciation des copies. L'usage des instruments de calcul et du formulaire
officiel de mathématiques est autorisé.

Le formulaire de mathématiques est joint au sujet. (mais pas dans ces annales. NDLR)

2 feuilies de papier millimétré par candidat.

Exercice 1 (12 points}

Les parties A et B peuvent étre traitées indépendamment I'une de ['autre.

On se propose d'étudier I'évolution en fonction du temps des températures d'un bain et d'un
solide plongé dans ce bain, Ces températures (3 l'instant t) sont respectivement notées ol t ) et
B(t). Le temps ¢ est exprimé en seconde et les températures en °C.,

Partie A
Les températures notées o t ) et B( t ) vérifient les conditions suivantes:

(o' (t) =-0,011 (o ) -PC L) avec (0) =40
@)B'(t) =0021(a{t)-P()) p(0)=10

1.0npose F(t)=oft) -B{th
a. Vérifier que f est une solution de I"équation différentielle  y'+ 0,032y = 0.
b. Résoudre "équation précédante.
¢. Caleuler f(O)et montrer que F (t) = 30 g ¥0% %,
2. Soit F la primitive de F qui vérifie F (0) = 0.
a. Exprimer F (t) en fonction de t.
b. A I'aide de la condition (2) justifier que  B(t) =K +0, 021 F()
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ol K est une constante.
c. Déterminer K et donner une expression de B(t) en fanction de t.

Partie B
Pour tout ¢ dans [0; + oo [ onposey (1) =5/16(95+ 33 4t125)
B(t)=5/16(95-63 e™t/125)

1. Déterminer la limite de o ainsi que cella de B en +oc. Que peut-on en déduire pour les courbes
représentatives ce ces fonctions 7

2. Caleuler la dérivée et donner les variations de chacune des fonctions o et B .

3. Construire les courbes représentatives des fonctions o et B dans un repére orthogonal (sur
papler millimétré; unités graphlgues: 1 cm pour 5 secondes en abscisse et 2 cm pour 5°C en
ordonnée; on fera varler ¢ entre 0 et 120 secondes).

4, A partir de quel instant la différence de température entre le solide et le bain est-elle
inférieure 41 °C ¢

Exercice 2 (8 points

Un magicien prétend qu'il peut souvent deviner 3 distance la couleur d'une carte tirée au

hasard d'un jeu da cartes hien battu et comportant des cartes de deux couleurs différentes en
nombre égal.

On appelle p |2 probabilité que le magicien donne une répanse juste (succés) lors d'un tirage,

Si le magicien est un imposteurona p = 1/2 sinon p > 1/2.

On appellera échantillon de taille n toute réalisation de n tirages successifs d'une carte dans ie
Jeu, avec remise.

Partie A
On suppose p= 1/2 et on note Y la variable aléatoire qui, 4 tout échantllion de taille n, associe
le nombre de succas du magicien. (On arrondira les prababilités au dix miltigme le plus proche.)

1. Dans cette question on prend n = 20.
a. Quelle est |a loi suivie par ¥ 7 Donner ses paramétres.
b, Calculer la probabilité P( ¥ = 15).

2. Dans cette question on prend n =100, On admet que la variable aléatoire ¥ peut étre approchée
par une variable aléatoire Z suivant une loi normale.

a. Préciser les paramétres de cette loi normale.

b. Utiliser cette approximation pour calculer P{ ¥ > 60).

Partie B
On appelle £ la variable aléatoire qui, 4 tout échantillon de taille 11, associe la fréquence des
succeés ohtenus par le magicien au cours des n tirages d'une carte. On admet que F suit la loi

normsale de moyenne inconnue p et d'écarttype V p(1-p)/n.

On construit, un test unilatéral permettant de détecter, pour un échantillon de tatlle 100, au risque
de 5%, si fe magicien est un imposteur.
On choisit comme hypothése nulle Ho : p=1/2, et comme hypothése alternative H, : p > 1/2.

1. Calculer, sous I'hypothése Ho, le réel positif h telque P(F < 1/2 + h) =095,

2. Enoncer la régle de décision du test.
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3. Sur un échantillon de taille 100, le magicien a obtenu 64 succés. Peut-on considérer, au risque
de 5%, que le magicien est un imposteur ?

EPREUVE DE SCIENCES PHYSIQUES.
DUREE : 2 HEURES COEFFICIENT : 2,5

*.a clarté des raisonnements et la qualité de la rédaction interviendront pour une part
importante dans l'appréciation des copies.
*L'usage de la calculatrice est autorisé.’

1) SPECTROPHOTOMETRIE {12 points/50)

On réalise le dosage d'une solution de permanganate de potassium, de formule K*+MnG,, par
spectrophotométrie.
1) Comment choisit-on la longueur d'onde de travail 7 Pourquoi 7
2) Le coefficient d'absorption lindique molaire, pour la longueur d'onde choisie, est :
£ =216 mal".mP. La cuve utifisée a une épaisseur 1=1cm.
Une solution de permanganate de potassium de concentration molaireinconnue << ¢ >> posséde,
pour cette longueur d'onde, une absorbance A = 0,540,
a) Enoncer la loi de Beer-Lambert.
Préciser la signification de chague terme et exprimer les unités dans le Systéme

International.
b) Déterminer la concentration molare << c¢ >> de la solution en mol.L!, puis sa
concentrationmassigue << c' >> en g.L\. Masse molaire de KMngx 158 g.mol',

c) Définir la transmittance T de la solution, Calculer sa valeur.
3) Une impureté, de coefficient d'absorption linéique molaire e= 100 mol.m?, pour la
longueur d'onde précédente, a €té mélangée & la solution de permanganate de potassium dent
I'absorbance vaut maintenant A' = 0,544,
Calculer Ja concentration molaire << ¢; >> de cette impureté.

([} RADIQACTIVITE DE L"OXYGENE 15 (13 points/50)

On mesure le débit sanguin cérébral d'un patient en iui injectant de 'eau marquée a Poxygéne 15.
L'oxygéne 15 ayant une période radioactive T = 2 min, on peut répéter les injections d'eau toutes
les 20 minutes.
L'oxygéne 15 ast un émetteur de positons. Leur parcours dans les tissus biologigues est de l'ordre
du millimétre; ils s'annihilent dés qu'ils rencontrent un électron en donnant deux photons gamma
éjectés dans des sens opposés, 3 180° I'un de 'autre. Une gamma-cameéra spécifique enregistre le
passage de ces paires de photons et reconstitue I'image du cerveau.
1) Indiquer 2 quel type de radioactivité (3, B*, o) correspond I'émission d'un positon par un
noyau d'oxygéne 15. Ecrire léquation nuckaire correspondante en rappelant les lois de
conservation utilisées et en précisant le nom de tous les corps produits.
2) Calculer fa constante radioactive A de l'oxygéne 15 en min™, puis en 57 (unité $1). L'activité

initiale Ao d'une injection est égale 2 3,7.107 Bg, Exprimer son activité  A(t) au bout d'un
temps t exprimé en minutes. En déduire la valeur du rapport A(20) / Ac. Justifier que 'on
puisse faire une nouvelle injection au bout du temps t = 20 min.

3) En admettant que le volume V d'une injection d'activité initiale Ao = 3,7.107 Bg est égal &
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5 cm®, calculer le nombre No de noyaux radioactifs qu'elle contient initialement. En déduire,
dans ce cas, la proportion de molécufes d'eau marquées dans l'injection.

Données:
Eléments de la classification: 5 B; C; 7 N 5 0 o F; 1o Ne;
p (eau) = 1000 kg.m'3;
Masse molaire de I'eau H,0 = 18 g.mol;
Nembre d'Avogadro: Ny = 6,02 x 10°° mol™;
On rappelle les relations A =In2/T etN=A/ )\,

) CHIMIE ORGANIQUE (13 points/50)

On considére le compose A: (Z) 3,4-diméthylpent-2-éne.
1) Donner la représentation semi-développée plane du composé A,
2) On falt réagir le bromure d'hydrogéne, de formule HBr, en milieu acide sur A, On obtient
deux produits B et C, B étant majoritaire.
2.1) Ecrire I'équation-bilan de la réaction.
2.2) Donner les noms et les formules semi-développées planes de B et C.
2.3} Indiguer combien de stéréoisoméres peut donner C.
3) Représenter |e stéréoisomere (R) de B en rappelant les régles utilisées.
4) On réalise la réaction de C sur le magnésium dans I'éther anhydre. Il se forme e composé E.
Ecrire 'éguation-bilan de ia réaction,
5) Le composé E réagit avec le propanal pour danner en deux étapes (fa deuxiéme étape est une
hydrolyse} la compose F.
Ecrire les équations-bilans de ces deux étapes.
Déterminer la formule du compose F et donner son nom,

(V) CINETIQUE (12 points/50}

On étudie la réaction d’hydrolyse, en milieu basigue, du 2-chloro-2-méthyl propane (ou chlorure
de tertiobutyle): (CH3); - € - Cl, que I'on pourra nater R - Cl,
Les ions OH sont fournis par de la potasse (hydroxyde de potassium) de formule K* + OH.

R-Cl + OH -~ R-OH + I
La sofutlon initiale contient 0,0510 mol.L" de 2-chloro-2-méthyl prapane et 0,0510 molL! de
potasse K+ QW .
On détermine la concentration molaire, x, en mol.L” , de R - Cl restant 3 différents instants t.

t (heures) 0 0,5 1 2 4 6 8

x(mol.L'™)) 0,0510 0,0474 0,0441 0,0381 0,0284 0,0213 0,0158

1) Vérifier (graphiquement ou par te calcul, au choix) que la réaction est du premier ordre,
On démontrera la relation utilisée.

2) Monitrer que la constante de vitesse k vaut 0,146 b,

3) Calculer le temps de demi-réaction. On démontrera la relation utilisée,

4) Combien s'est-il formé de ROH A Finstant t = 7 heures 7
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EPREUVE DE BIOCHIMIE BIOLOGIE.

Epreuve E4
DUREE : 4 HEURES COEFFICIENT : 6

Calculatrice autorisée.

REMARQUES PREIIMINARES:

1 - Le sujet propose a un caractére pluridisciplinaire. Le candidat devra veiller & répondre de
manidre concise aux questions posées afin de pouvoir traiter 'ensemble du sujet.

2 - Il est suggéré de consacrer a chague question un temps tenant compts du nombre de points
attribués,

[GTRESS CELLULAIRES.

A - Des exemples de stress chez lag Eucaryotes (83 points).
1) L'accident vasculairg cérébrak AVC (12 points).

Provoqué pat une anoxie, il est la troisiéme cause de mortalité et de handicap en France.
L'hypertension artérielle chronique est un facteur favorisant. Elle s'installe lorsque les systémes
de controle de l'organisme ne permettent plus de maintenir la pression artérielle dans les valeurs
physiologiques définies par le sexe, I'dge, le poids. . .

La pression artérielle est déterminée expérimentalement 2 I'aide de I'équation fondamentale:

[Pression artérielle = débit cardiaque x résistance périphérique vasculaire totale)

Pour un individi: de corpulence moyenne et d'activité physique modérée, la fréguence cardiaque et
le volume systolique sont respectivement de l'ordre de 70 battements par minute et de 80 ml.
1.1) Donner une définition de la pression artérielle.
1.2) Indiquer 3 quol correspond te volume systolique et calculer le débit cardiague moyen.
1.3) Présenter succinctement les principales caractéristigues des deux composantes du systéme

nerveux autonome impliguées dans les régulations.
1.4) Comment fonctionnent ces deux composantes du systéme nerveux dans le cadre de la
régulation d'une hypertension ?

2) Un aspect cellufaire du stress oxydatif (37 points).
2.1} Une culture cellulaire, servant de modéle expérimental, est soumise & une anoxie

temporaire puis replacée dans des conditions idéales de survie. On suit I'évolution de la culture
aprés ce stress oxydatif, Parallélement, on réalise une culture témoin.

Taux de survie par rapport 100 95 90 88 85 25

[urée de 'anoxie en minutes 0 30 60 90 120 240
au témoin (%)

Quelles sont les conséquences de I'anoxie 7
2.2) Pour combattre les effets dus au stress oxydatif sur les cellules, il est nécessaire de
connaitre le cycle cellulaire. La plupart des études sont menées sur des cellules tumorales.
2,2.1) Citer et définir les étapes d'un cycle cellulaire.
2.2.2) Présenter les particularités des cellules tumorales,
2.2.3) Dans I'expérience suivante, des cellules tumorales sont cultivées en boites de
Petri jusqu'a la formation d'un tapis cellulaire uniforme. La densité cellulaire est
déterminée a différents temps; les résultats sont donnés ci-dessous:

Temps to t0+40h to+80h to+120h | to+160h
Cellules par cm® 2,5.10° 10 4.10% 1,6.10° | 6,4.10°
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A partir des résultats du tableau, déterminer la durée du cycle celiulaire,
2.2.4) Un échantiflon de la culture est prélevé. L'ADN, rendu fluorescent par un colarant,
est quantifié sur quatre jours par spectrofluorimétrie en cytométre de flux (résultats
fournis pour les jours 1 et 4).
Dans les conditions utilisées, fa fluorescence des cellules est propertionnelle 3 la quantité
d'ADN nucléaire.
L'apparell délivre les histogrammes monoparamétrigues présentés dans le document n° 1.
- Que représente un pic sur un tel graphigue 7
- Indiquer et justifier & quelles phases du cycle cellulaire correspondent les pics 1 et 2 de
I'histogramme du jour 1.
- A quelle phase du cycle cellulaire correspond ta région comprise entre les 2 ples 7
2.2.5) Une des particularités des cellules tumorales est la modification quantitative du
patrimoine génétigue.
En quoi la comparaison des histogrammes des jours 1 et 4 témoigne-t-elle de cette
modification 7

3} Un aspect biochimique du stress oxvydatif (54 points).

Chez les Eucaryotes, la phosphorylation oxydative s'effectue dans les mitochondries. Elle
implique |2 réduction du dioxygéne avec formation d'eau.
Les électrons du NADH, H * ou du succinate sont pris en charge par une chaine de transporteurs
appelée chaine respiratoire (document n° 2).
L'AVC conduit 4 un défaut de fonctionnement de cette chaine et aboutit 2 la formation de radicaux
libres oxygénés (RLO).
3.1} Phasphorylation oxydative et théorie chimio-osmotigue,
3.1.1} Donner la légende des chiffres (de 1 4 8) portés sur le document n°® 2.
3.1.2) Quelle propriété physice-chimique de 'ubiquinone justifi¢ sa place dans la
chaine 7
3.1.3) Au cours de la phosphorylation oxydative effectuée avec une suspension de
mitochondries dans un milieu de pH 7 et 3 37°C, le pH interne de la matrice est mesuré 3
7,8.

3.1.3.1)- Calculer le rapport [H ] gy /TH ¥ine

- Evaluer "énergie associée au déplacement des protons.

- Quel est le sens spontané de ce déplacement ?

Données: ta variation d'enthalpie libre liée au déplacement d'une molécule
X d'un compartiment 1 vers un compartiment 2 est donnée par la formyle:

AG=RT. In([X]; /[ X]z)
avec R =8,321. 17, mol!
T = ternpérature en Kelvin

3.1.3.2) Montrer que le gradient de pH n'est pas suffisant pour générer de I'ATP.
Donnde: A G (synthése d'ATP a partir d’ADP) = + 52,5 kJ.mol”' dans les
conditions expérimentales.
3.1.3.3) - Calculer la valeur minimale du potentiel de membrane AY nécessaire
pour la synthése d'ATP.
- De la matrice ou de l'espace intermembranaire, quel est le
compartiment qui a le potentiel ie plus élevé 7
Dannées:

- Les protons sont transférés deux par deux.
- La varfation d'enthalpie libre liée au déplacement d'un ion X, d'un

compartiment 1 vers un compartiment 2 de potentiel différent, est donnée
par la formule:

AG=RT.In (X1, /[ XIp ) + 0 F( ¥, -, )

200113



R = constante des gaz parfaits = 8,32 J. K.mol”

T = tampérature en Kelvin

F = constante de Faraday = 96500 JV*

n = charges transférées

W = potentiel électrique du compartiment (V.mol ™)

AY = W, -, représente donc le potentiel de membrane

32)S . . .
Il s'expligue par la cascade d'événements présentés dans le document n° 3.
Il existe plusieurs types de récepteurs au glitamate. Un des plus étudiés est un canal fonigue
non spécifique, le récepteur R-Glu, dont le principal agoniste in vitro est le N-méthyl D-
aspartate (NMDA). Pour étudier in vitro le fonctionnement de ce récepteur, on soumet
Iélément, post-synaptique d’une synapse neuro-neuronale a |'action de molécules diverses. On
enregistre les phénomanes électriques au niveau post-synapticue.
3.2.1) Légender la synapse schématisée dans le document n” 4 en indiquant sur la copie la
signification des éléments A, B, C, D, E.
3.2.2) Définir les termes agoniste et antagonisie.
3.2.3) Quelle est la nature du phénoméne électrique observé lors de l'expérience 1 en
présence de glitamate ou de NMDA (document n° 5)7 A quel mouvement d'ions est-il
associé ?
3.2.4) En utilisant les documents n° 5 et n° 6, justifier la qualité d'agoniste pour le
NMDA et proposer un effet possible du D-APS.
3.2.5) La formation d'anion superoxyde se produit lors de phénoménes d'anoxie-
réoxygénation. Le dioxygéne est alors réduit directement par l'ubiquinone en anion
superoxyde. En méme temps, on peut noter une augmentation de la concentration en
calcium dans le cytosol {cf. document n° 3).
3.2.5.1) Quelle est la conséquence de la formation de I'anion superoxyde sur la
synthése de I'ATP 7
3.2.5.2) Comment cela peut-il expliquer Paugmentation de calcium cytosoligue 7
lutathion.
Le glutathion {y-glutamyl-cysteinyl-glycine ou GSH) est un tripeptide dont [es propriétés
réductrices jouent un role majeur dans la protection contre le peroxyde d'hydrogéne, produit
de transformation des RLO. Le rdle protecteur duglutathion résulte de sa capacité 4 étre oxydeé.
La réaction est catalysée par la glutathion peroxydase,

GSH + GSH + HyQp —emm > GS5G + 2 H0
3,3.1.)Ecrire la formule développée du glutathion..
3.3.2) Deux des acides aminés étudiés sont sous forme énantiomérigue L.Définir le terme
énantiomére. Quel acide aminé ne posséde pas d'énantiomere 7 Justifier,
Ecrire les formules développées de la L-Cystéine et de la D-Cystéine.
3.3.3)A Iaide du document n° 7, expliquer llonisation du glutathion dans les conditions
cellukaires (pH = 7,3).
3.3.4) La glutathion réductase assure le réapprovisionnement en glutathion réduit:

GSSG + NADPH,HY ~—-—---=> 2 GSH + NADP"
le NADP réduit nécessaire 2 [l'activité de [a glutathion-réductase est produit
essentisllement lors de deux étapes de la voie non cyclique des pentose-phosphate.
Compléter le document n° 8. '
B - Des exemples de stress chez les Procaryotes (37 points).

1) Eéments de taxonomie et de physiologie bactériennes (14 points).
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E.fagcalis appartient au genre Enterococcus. Les entérocoques sont caracterisés par un GC
9% Inférieur 3 50 %. La souche type ATCC 19433 au sein de 'espéce E faecalis présente un GC de
38,6 %.
Si leur niche d'élection est la sphére intestinale, les entérocogues sont omniprésents. Depuis
quelgues années, ils constituent une cause croissante d'infections nosocomiales. E.faecalis est
devenue une bactérie opportuniste redoutable.
1.2) Deux bactéries sont classées dans la méme espéce si elles présentant 70 %
d'homologie. Expliciter ceite notion.
1.3} Paut-on affirmer que deux souches de méme GC% appartiennent 2 la méme espace ?
1.4} Que signifient getme opportuniste et infection nosocomiale ?
1.5} L'adhésion des bactéries aux tissus est une étape fondamentale de l'infection. Citer
deux structures bactériennes favorisant cette adhésion.
1.6} La sévérité des infections est liée aux difficultés thérapeutiques consécutives au
développement de la polyrésistance d' E. faecalis aux antibiotiques. Dans le cas des -
lactamines, la résistance est due 3 une faible affinité de "antibiotique pour sa cible, Quelie
est cette cible 7 Queiles sont les cibles possibles pour un antibiotique 7

2) Culture d' Enterococcus faecalis en conditions de stress (23 points).

2.7} Le document n° 9 donne la composition d'un milleu synthétique, le miliey DM (defined
medium), et les résultats expérimentaux de la croissance d' E. faecalis sur ce milieu,
2,1.1) Définir et déterminer graphiquement l'ordre de grandeur du temps de génération
de la souche en croissance.
2.1.2) Le temps de génération de cette bactérie en milisu coeur-cervells (CC) dans les
mémes conditions est de 32 minutes. Comparer cette valeur avec celle abtenue en milieu
DM et commenter.,
2.2) L'Influence de la concentration en sels billaires sur a croissance d' E.faecalis figure dans
le document n° 10. Quel est I'effet d'une concentration 3 0,08 % en sels biliaires sur ls temps
de génération ?
2.3) On étudie I'influence de la concentration en chlorure de sodium.
2.3.1) Que se produit-il lorsqu'on transfdre une bactérie dans un milieu d'osmolarité
plus élevée 7
2.3.2) L faecalis est incubé dans les milisux de culture DM et CC contenant des
concentrations en NaCl variables (¢ a 1,8 mol/L). La concentration minimale inhibitrice
(CMI) en NaCl est estimée 3 1,8 mol/L pour le mifieu CC.
On mesure Fabsorbance des cultures a 570 nm aprés 16 heures d'incubation. Les
résultats figurent sur le document n° 11 a.
Quel est I'effet d'une augmentation de Ia concentration en NaCl sur la biomasse dans le
milieu DM 7
En dédulre la CMl en NaCt dans le milieu DM, Justifier,
Donnée: I'absorbance & t = 0 est de 0,1 UA.
2.3.3) Pour expliquer la différence de comportement J'E. faecalls dans des conditions de
stress hyperosmotigue, on compare la crolssance de la bactérie:
- en milieu DM (contrdle)
- en milieu DM avec une concentration en NaCl de 0,75 mol/L
- en milieu DM avec une concentration en NaCl de 0,75 mol/L et avec de la
glycine bétaine 4 1 mmol/L.
Les résultats figurent sur le document n® 11 b.
Commant, évoluent Ia biomasse et le taux de croissance en milieu DM additionné de NaCl et
da glycine bétaine 7
Que peut-on en conclure guant au role de la glycine bétamne 7
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DOCUMENT N°3
Accident vasculalre cdrébral

;

Augmentation de la libdration Formation d'anfon
du glutamale supafoxyde Oy

Fixatlon sur les récepteurs
post-synaptigues

Augmentation u calcium
cytoplasmique

Activation d'oxydases A J
l T s producion do Radloa
Librea Oxygénés (RLO)

Quxydetion des acldes gras
Iraaturés membranaltes

Ramarque,: Pour les besoins du sujed, les phénoménes ant &l simplifiés,

Daprés o Atias de Biologle Cefluinive » {Roland - Szdlosi ~ Callen) Massan ed,
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DOCUMENT N°5

Phénomanes électriques enregistrés au nlveau post-synaptique

Esipériangn |

E{mV) E {mV}
- 50
-7 i ———trte g
3 (e ) o
-+ Qlutamita ou + NMDA + E-APS {Ackds D-2-amino &
phospha pantanoigue)
DOCUMENT N6
COCH (I:OOH
HzN —  —— H CO0H H — [ NHZ
CH, H — ¢ — NHCH;y CH,
CH, CH, CH,
COOH COOH CHOPOyH,
Ackds L-glulamigus Aclda N-méthyl D aeparique Acida D-2-amin0-5-phosph
{NMDA) (D-APE)
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DOCUMENT A RENDRE AVEC 1.A COPIE
DOCUMENT N°7

: g PK. R
Aclde amlnd ) Code ] Nom chimiguo “pK. u-COOH p, o-NH2 | chatwe latérate
acide 2 amino 3
cystéing ] thio propancique 1.7 168 83
! aclde 2 amino
acida glutamigue E pentane diploe 22 9,2 43
f &¢fda aming
givcine G sthanolque 23 9,5 -
°8 : pr +
ghicose
K = —H, POy
glucose 6P
H0) ?OOH
o M G OH ' f“ao"‘
Lacionase .
o HO—C—H ? =0

HH(I;ROH H—-C~0H

Molécule 3 H—-C—0H v = G —OH
cH,of8 oo

acide & P— gluconique Ribulose 5P
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Pat litre d'eau distillée :

-5 g glucese -3 g NH,CL -8,8 g KH,PO,
- 1 g acétale de sodium - 0,8 g cltrate da sodium -0,2 g MgS0,, 7 KO
- gols d'oligedléments

- supplémentalion en acides aminds {300 & 100 mg selan les acides aminss)
- supplémentation en bases azoides (10 my de chaque base)

Courbe de croissance de E. faecalis on milieu défini (DM)
I Aszoom = (1)

InA&B70NM

104

Taux de cigissance (h")
- -
- k-
+ }

1 U t } t
pt 02 03 04 06
Sols billaires (en pourceniage)

hod

(=

4
=
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EPREUVE PROFESSIONNELLE DE SYNTHESE.
Premiére partie :
ETUDE D'OPERATIONS TECHNIQUES.
Epreuve E5.Unité US1
DUREE : 4 HEURES COEFFICIENT : 4

|.EVALUATION DE LA FRAICHEUR DU POISSON.l
Calculatrice autorisée

l.a sécurité alimentaire est une guestion d'actualité: on a pu le constater récemment au
travers << d'affaires >> qui ont défrayé fa chronique (<< vache folle >>, pollution a la dioxing,
boissons gazéifiées suspectes ...).

Dans la filiere des produits de la mer, Ia fraicheur du poisson est une qualité essentielle; elle peut
se définir comme suit: un poisson frais a des caractéres gui sont le plus proche possible de ceux
qu'll posséde a I'état vivant,

Divers critdres permettent d'évaluer la fralcheur du poisson. His doivent &tre quantifiés par des
méthodes d'analyse rapides et fiables.

PREMIERE PARTIE: ETUDE D'OPERATIONS TECHNIQUES

VEvaluation de l2 fraicheur du poisson: 'examen bactériologigue.(20 points}
1-1) Evoluti i ' i
Au cours de I'entreposage du poisson, 4 température ambiante, les dénombrements des flores
suivantes ont &té réalisés:
« FMAT: Flore Mésophile Aérobie Totale,
- FPAT: Flore Psychrotrophe Aérobie Totale,
- coliformes totaux,
- coliformes thermotolérants ou fécaux.
- staphylocoques.
L'évolution de ces flores en fonction du temps de décomposition du poisson est représentée dans
le 1.
1-1-1 ) Dé&finir les termes mésophile et psychrotrophe.
1-1-2} Aprés avoir défini le terme << coliformes >>, différencier coliformes totaux
et coliformes thermotolérants.
1-1-3) Les coliformes thermotolérants sont des indicateurs représentatifs de I'stat
sanitaire d'un produit alimentaire.
1-1-3-1) Quelle signification donner & la présence de coliformes
thermotolérants dans un produit alimentaire ?
Pourquol leur recherche est-elle préférée A celle des coliformes totaux ?
1-1-3-2) Les coliformes thermotolérants ne sont pas les seuls
microorganismes utilisés en microbiclogie alimentaire comme indicateurs
reflétant I'état hygiénigue d'un produit.
Présenter trois critdres ou propriétés que doit posséder un bon indicateur.
1-1-4) Les dénombrements des flores présentées dans le document n° 1 ont été
réalisés par incorporation dans la masse (ou en profondeur) avec coulage en surface
d'une deuxiéme couche de milieu. i
1-1-4-1) Indiquer les différentes étapes de la technique en respectant la
chronologie des opérations.
1-1-4-2) Justifier I'apport d'une deuxidme couche ‘de milieu en surface
avant incubation.
1-1-5) Commenter les courbes obtenues dans le document n® 1.

L'impédancemétrie ou variation d'impédance repose sur le principe suivant:
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- les microorganismes en se développant transforment les molécules constitutives
du milieu de culture en molécules plus petites, de charge électrique plus élevée, ce
qui entraine une augmentation de la conductance;
- ces madifications sont mesurées entre deux électrodes plongées dans le milieu de
culture;
- onh définit le temps de détection (Td) comme lintervalle de temps qui s'écoule
entre 'ensemencement du milieu et la brusque augmentation de conductance.
1-2-1 } Le tableau cidessous indique le nombre de coliformes thermotolérants par
gramme de poisson (obtenu par la méthode du NPP = nombre le plus probable) en
fonction du temps de détection.

Td Ln N
(heuresy [(N = nombre de coliformes thermotolérants par gramme de polsson)
20,65
18,26
15,87
13,49
11,10
8,70
6,33
3,91
- Donner I'équation de la droite de régression In N = f(Td).
- Détarminer la valeur du coefficlent de corrélation,
- Conclure,

LteRlocRir it RIS JE R FLAR N

1-2-2) En déduire le nombre de coliformes thermotolérants présents dans Péchantillon
analysé dans le document n® 2.
1-2-3} Quel intérdt présente cette méthode par rapport 4 celle présentée en 1.1.4. ?

2) Evaluation de la fraicheur du polsson;_le dosage de 'ABVT (22 peints).

On nomme ABVT (Azote Basique Volatil Total) 'ensemble formé par ammoniac et les amines
volatiles produits lors de la dégradation protéique de fa chair de poisson.
2-1) La méthode de référence de détermination de I'ABVT (décision de la Commission
Européenne du 08/03/1995-95/149/CE) est exposée dans le document n° 3.
C'est une méthade par distillation, s'apparentant & la méthode de KJELDAHL directe, sans
minéralisation préafable,
2-1-1) On procédera 4 l'analyse du dacument n° 3 en répondant au questionnaire
suivant, concernant:
2-1-1-1 } L'étape 6.1 .
- Quel est le rble de I'acide perchlorique 7
- Que contiennent le filtrat et le précipité 7
- Sous quelle forme sont I"ammoniac et les amines (formule générale :

R-NH,) ? {Justifier en écrivant les équations des réactions).
2-1-1-2) L'étape 6.2.:
- Quel est le rdle de la soude ? (Justifier en écrivant les équations des
réactions).
- Quel est le role de I'entrainement a la vapeur 7
- A guoi sert |'acide borigue 7
- Ecrire les équations du titrage par Pacide chlorhydricue.
2-1-1-3) L'étape 6.4.;
Quel est fe role de l'essai a blanc 7
2-1-2) A partir de Fanalyse précédente, exposer le principe de la détermination de
I'ABVT sous forme d'un plan distinguant les différentes étapes.
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2-1-3) Le document n° 3 indique que la manipulation de l'acide perchlorique est
dangereuse. Un extralt de la fiche toxicologique figure dans le document n” 4.
2-1-3-1 ) Donner Ia signification des deux pictogrammes.
2-1-3-2) Quefles sont les précautions individuelles & prendre, au laboratoire,
dans la manipulation de ce produit 7
2-1-4) Les outils de calcul:
2-1-4-1) Etablir la formule littérale permattant de calculer 'ABVT et
établir une équation aux dimensions pour obtenir FABVT en gramme
d'azote par gramme de poisson.
2-1-4-2) L'annexe Il de la directive euwropéenne donne la formule
simpiifiée suivante:

ABVT (mg /100g) = {Vy - Vp )28 /m

Vi(ml) = volume de solution d'acide chlorhydrique 0,01mol.L™" utilisé
pour le dosage de I"échantillon.

Vo{mL) = volume de solution d*acide chlorhydrique 0,01 mol. L utilisé
pour Messai 2 blanc.

m{g) = masse d'échantilion.

Démontrer cette formule simplifiée.

Données: M(N) = 14 g.mol”.

On supposera ¢ue la masse volumique du poisson haché est 1 gLt
2-1-4-3) Que représente la valeur << 2mg/100g >> citée au
paragraphe 6,3 de I'annexe Il de la directive européenne ?

2-2) Une_étude de dégradation conirolée du pojsson a été menée dans le but d'étudier les
variations de FABVT.
Le protocole et les résultats de cette étude sont donnés dans le document.n® 5.
2-2-1) Calculer les valeurs moyennes de 'ABVT, en mg/100g, dans les prélévements
aux différents temps de Fétude.
Présenter les résultats sous forme de tableau.
2-2-2) Analyser ces résultats.

3} Evaluation de la fraicheur du poisson: le dosage de |'histamine (38 points).

L'histamine est le produit de la décarboxylation de Phistidine. Elle est responsable de
troubles plus ou moins graves avec des symptomes ressemblant 2 ceux d'une allergie. Le seuil de
tolérance chez les sujets sensibies est de 10 mg d'histaming pour 100g de poisson.

Il existe de nombreuses méthodes de dosage de I'histamine dont:
- des méthodes par chromatographie liquide haute performance,
- des méthodes immunoenzymatiques.

3-1-1) Quels sont les facteurs qui justifient I'expression haute performance ? )
3-1-2) La phase stationnaire est une colonne Kromasil 5pm, C18, 250x4,6 mm. S'agit-
il d'une chromatographie de partage en phase normale ou en phase inverse ? Justifier.
3-1-3) L'élution est réalisée en gradient binaire eau-acétonitrile, Qu'est-ce qu'une
lution en gradient ? Quel est le paramdtre modifié dans le gradient présenté sur [
"6 7

3-1-4) A l'aide des documents n° 6 et 7, justifier I'ordre d'élution pour la putrescine et
la cadavérine.
3-1-5) La méthode de dosage utilise un &talonnage extsme. Donner le principe d'un
dosage utilisant 'étalonnage externe. indiguer son principat inconvénient.
3-1-6) La préparation des échantilions avant injection, nécessite:

- une extraction,
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- une dérivation précolonne par le chlorure de dansyle,
- la récupération du dérivé dansylé.
Ces #tapes préparatives sont présentées sur le document n° 8.
Le contréle du rendement de ces étapes préparatives nécessite fa réalisation d'échantillons
supplémentés en histamine 4 50 et 100 mg.kg™.
3-1-6-1) Calculer la concentration en histamine dans les échantillons Injectés en
ug.mL" (les aires des pics obtenus et Péquation de la régression linéaire sont données
dans le decument n® 9).
3-1-6-2) Cafculer fa masse d'histamine en mg par kg de poisson,
Donnégs:
- VoIr document n° 7: volume injecté.
- Voir document n® 8: étapes préparatives.
- Masse volumique da 'échantlllon brayé: 1 g.mL™,
3-1-6-3) Déterminer le rendement pour chaque échantillon supplémenté.
3-1-6-4) Conclure.

dosage de I'histamine se ine méthode immunoens: 5
On utilise un kit du comimerce. La composition du test et te protocole figurent en annexe
dans le document n° 10,
L'analyse de daurades << fraiches >> récupérées 3 I'étal d'un poissonnier est conduite comme
Suit:

- prelevement, broyage et homogénéisation d'un échantillon représentatif de poisson
puis pesée de 29 du broyat obtenu dans un tube & centrifuger,
- ajustement a 10 ml avec le tampon, suivi d'une agitation durant 30 min,
- centrifugation 10 min 4 3000 g, & 4°C, puis élimination de la couche de graisse,
- dilution d'une aliquote de la phase aqueuse au 1/10 avec le tampon de dilution.
Cette dilution de l'aliquote est utilisée pour réaliser fes essais correspondant 3 deux
échantillons de poisson E et F, & raison de 50 pL par puits.
Les résultats d'absorbance figurent dans le tableau du gdocument n° 11, Gamme et essais sont
réalisés en double.
3-2-1) En utifisant une représentation symbolique des anticorps et des antigénes mis en jeu,
schématiser les étapes ¢, d, e, f et g du test correspandant au document n® 10 ot en souligher
les aspects importarits pour la réussite du dosage.
En déduire le principe de la technigue et la nommer,
3-2-2) On utilise les plaques dont les puits sont sensibilisés avec de Phistamine. L'histamine
a doser est présente en solution {étalons et échantillons).
En quoi consiste la sensibilisation ?
3-2-3} On pourrait théoriquement utiliser des anticorps anti-histamine marqués. Ce n'est
pas le cas dans le kit correspondant au document n° 10,
Explicuer 2 l'aide de schémas et nommer les deux techniques ainsi utitisables.
Quels sont les avantages du procédé utllisé dans le kit correspondant au document n° 10 7
3-2-4) Compléter le tableau du dogument n° 11, a rendre avec la copie.
3-2-5) Reéaliser sur papler milimétré fa représentation graphique P = f (log C).
Commenter 'allure de cette courbe, dans I'optigue d'une exploitation quantitative,
3-2-6) Déterminer la concentration d'histamine dans les é&chantillons de poisson analysés,

Exprimer ces résuitats en ug.L. Les tracluire en | g.kg™.

Donnée: Formule de conversion: 1 pg.L™" correspond 2 50 ng.kg™.
Commenter la validité des résultats obtenus.
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DOGCUMENT N° 1

109+
1094
1074
1084
1054
UFGig
10t
1034
1074
10'4
L B e LR ebb] bt fom -
1 8 8 24 20 a2
Temps en heures
—— FMAT
& FPAT

= Colilormes totaux
—— Calliormes thermololérante
—%— Staphylototues

Evolution, & température ambiante, de la charge microblente exprimés en uniié formant
colonles par gramme (UFC/g) en fonction du temps de décomposilion du poisson.

DOCUMENT N° 2
Conduciesich
1nabs Liblirairan) £
2004 ————e
Lk
] L— t + . ¥ + 1
4 12 20 tampa {hses)

Evolution, en forction du temps, de la conductance du milley da culiure inaculd Bves un
gramme dé poisscn.
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DOCUMENT N° 3
DECISION DE LA COMMISSION
du 8 mars 1995

fixant les valeurs limites en azote basigque volatil total (ABVT) pour certaines catégories de
produits de la péche et les méthodes d'analyse 4 utiliser,

Article premier
Les produits de la péche non transformés appartenant aux catégories d'espices visées 2 Fannexe |
sont considérés comme impropres 4 la consommation humaine lorsque, I'évaluation organoleptique
révélant un doute sur leur fraicheur, le contrble chimique montre que les limites suivantes en
ABVT sont dépassées:
1)25 milligrammes d'azote/100 grammes de chair pour les espéces visées au point A de I'annexe k
2)30 milligrammes d'azote/100 grammes de chair pour les espéces visées au point B de Iannexe L
3)3 5 miligrammes d'azote/100 grammes de chair pour les espéces visées au point C de I'annexe].
ANNEXE |
CATEGORIES ['ESPECES POUR LAQUELLE UNE VALEUR D'ABVT EST FIXEE

A. Sebastas sp.

Helicolenus daclylopterus

Sebastichtys capensis
B.Espaces appartenant 2 la famille des PLEURONECTIDAE (3 I'exception du flétan: Hippoglossus sp.)
C. Salmo salar

Espéces appartenant 2 la famille des MERLUCIDAE

Espéces appartenant 3 la famille des GADIDAE

DETERMINATION DE LA TENEUR EN BASES AZOTIQUES VOLATILES (ABVT) CHEZ LES POISSONS ET
LES PRODUITS A BASE DE POISSON: UNE PROCEDURE DE REFERENCE.

1. Objet et champ d'application.

La présente méthode décrit une procédure de référence permettant d'identifier la teneur en azote
des bases azotigues volatiles (azote basique volatikotal: ABVT) chez les poissons et produits 3 base
de poisson, Cette procédure s'applique aux teneurs d'ABVT comprises entre 5 mg/ 100g et 100
mg/100g.

2. Définition.
Par teneur en ABVT, il faut entendre la teneur en azote des bases azotigues volatiles déterminée par
la procédure décrite. Elle s'exprime en mg/100g.

3. Brave description.

les bases azotiques volatlles sont extraites d'un échantillon 2 l'aide d'une solution d'acide
perchlorique. Aprés alcalinisation, Vextrait est soumis & une distillation par la vapeur et los
constituants basiques wvolatils sont absorbés par un récepteur acide. La teneur en ABVT est
déterminée par titrage des bases absorbées,

4. Produits chimiques.
Sauf indication contraire, utiliser des produits chimigues convenant comme réactifs, L'eau utilisée
doit étre soit distillée, solt déminéralisée, et au moins de la méme pureté. Sauf Indication
cantraire, il faut entendre par << solution >> une solution agueuse,

4.1, Solution d'acide perchlorique = 6g/100 mL.

4.2. Solution de soude caustique = 20g/100 mL.

4.3. Solution d'acide chlorhydrique 0,07 mol/L.
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Note: avec un appareit de distillation automatique, le titrage doit se faire avec une soluticn standard
d'acide chlorhydrigue 0,01 mol/L

4.4, Solution d'acide borigue = 3g/100 mL

4.5, Agent anti-moussant au silicone.

4.6. Solution de phénolphtaléine = 1g/100 ml d'éthanol 4 95 %.

4.7. Solution indicateur (Tashiro Mixed Indicator)

Dissoudre 2g de rouge de méthyle et 1g de bleu de méthyléne dans 1000 mL d'éthanol 4 95 %.

5. Instruments et accessoires

5.1. Un hachoir 4 viande qui donne un hachis de poisson suffisamment homogéne.

5.2. Mélangeur trés rapide, nombre de tours comptis entre 8000 min *! et 45 000 min T,

5.3, Filtre plissé de 150 mm de dlamétre, a filtrage rapide.

5.4. Burette de 5 mL, graduée jusqu‘a 0,01 mL.

5.5. Appareil pour distiflation a la vapeur (schéma; voir le document n” 3 bis).
Cet appareil doit pouvoir régler différentes quantités de vapeur et en produire une quantité
constante en une période de temps donnée. 1 doit &tre congu de telle sorte que pendant
T'adjonction de substances alcalinisantes les bases libres ne puissent s'échapper.

6. Exécution,
Avertissemant : lors de la manipulation d'acide perchlorique, qui est trés corrosif, prendre les
précautions et les mesures de prévention nécessaires.
Dans toute la mesure du possible, les échantillons doivent étre préparés conformément au point
6.1. aussi rapidement que possible aprés leur arrivée.
B.1. Préparation de l'échantifion
Hacher soigneusement I"échantilion 3 analyser dans un hachoir a viande conforme au point 5.1,
Peser précisément 10g + 0,1g de ['échantilion haché dans un récipient approprié, mélanger a
90,0 mL de solution d'acide perchlorique conforme au point 4.1., homogénéiser pendant 2
minutes dans un mélangeur conforme au point 5.2., puis filtrer,
L'extrait ainsi oblenu peut étre conservé pendant au moins 7 jours & température comprise
entre 2 et 6°C.
6.2. Digtillation & la vapeur
Mettre 50,0 mL de 'extrait obtenu conformément au point 6.1. dans un appareil de distillation
4 la vapeur conforme au point 5.5. Pour vérifier une demiére fois si l'alcalinisation de
J'extrait est suffisante, ajouter plusieurs gouttes de phénolphtaléine conforme au point 4.6.
Aprés avoir ajouté quelques gouttes d'agent anti-moussant au silicone, ajouter 3 {'extrait
6,5 mL de solution de soude caustique conforme au point 4.2. et commencer immédiatament (a
distiliation & la vapeur.
Régler 1a distillation 2 la vapeur de telle sorte qu'il soit produit eriviron 100 mL de distillat en
l'espace de 10 minutes. Submerger fe tube de sortie du distitat dans un récepteur contenant
100 mL d'une solution d'acide borique conforme au point 4.4., 2 laquelle 3 & 5 gouttes de la
solution indicateur décrite au point 4.7. ont été ajoutées. Au bout de 10 minutes précises, la
distillation est terminde. Enlever le tube de sortie du distillat du récepteur et le rincer 2 I'eau.
Déterminer les bases volatiles contenues dans la solution du récepieur par titrage par une
solution standard d'acide chlorhydrique conforme au point 4.3.
Le pH du point final doit &tre de 5,0 + 0,1,
6.3. Titrage.
Les analyses doivent étre effectuées en double. La méthode appliquée est correcte, si la
différence entre les deux analyses ne dépasse pas 2 mg/100g.
6.4, Essai & blanc.
Effectuer un essal 3 blanc conformément au point 6.2. A la place de l'extrait, utiliser 50,0 mL
de solution d'acide perchiorique conforme au point 4.1,
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DOCUMENT N 3bis
APPAREIL DE DISTILLATION A LA VAPEUR

=1 Réfrigérant

Générateur de vapeur—i
L Eau frolde
1 [
Tubs de distillation g
Tuyau dinjaction de vapeLr :M - \ Extrémité du condenseur
Extrait de Véchantillon E:_: f \ | Edlenmeyer ou bécher

(acide borigue)

DOCUMENT N° 4
Extrait de la fiche toxicologique INRS n® 141

3

ACIDE PERCHLORIQUE
o { 22 50%)
RS - Danger d'explosion sous 'action de la chaleur,
RB - Favorise lnflammation des malidres combustibles.,
R3a5 - Provoque de gravas brilures.
523 - Ne pas respirer los vapeurs [ adrosols.
526 - En cas de contact avec les yeux, laver immédiatement ot
abondammani avec de ['aau et consulter un spéclalists.
$36 - Porfer un vétemont de protection epproptié,
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DOCUMENT N’ 5

L'étude de la dégradation contrdiée de la chair de poisson a été mende sur 108 échantiflons
appartenant 4 5 espaces différentes de poisson de la catégorie B citée dans 'annexe | de la directive
guropéenne.

1. Protocole de dégradation controlée:
Les &chantilions sont prélevas au port, au moment de leur débarquement des bateaux.

Les prélévaments sont acheminés au laboratoire dans une glacidre 3 +4°C et stockés jusqu'au

moment de I'analyse.
lls sont ensuite exposés A la température ambiante, afin de favoriser leur décomposition pendant

32 heures.
On procéde au dosage de 'ABVT dans les divers préldvements, ceci a différents temps.

2. Le dosage de I'ABVT:
2.1 Le protocole; (voit méthode de référence dans la directive européenne du 08/03/1995).

2.2 Les résuftats bruts:

Temps t V' moyen * Coefficient de variation
(heures) (mL) (%)

1 5,80 1,43

5 6,20 2,14

8 7,08 3,46

24 11,74 30,96

29 21,74 9,97

32 22,36 512

Pour obtenit V' moyen, on a procédé de la maniére suivante:
(1) 4 un temps t donné, pour chacun des 108 &chantillons dosés, on a calculé la différence:

V=V, Vg
{2) on a ramené cetie valeur 3 une masse << standard >> de 10,0 g de poisson; soit V', la valeur
ainsi corrigée.
(3) ensuite, on a procédé au calcul de la moyenne des valeurs V' obtenues au temps t.

DOCUMENT N’ 6:
Temps en minutes % des solutions
Acétonitrile Eau
0 60 40
6 75 25
8 75 25 Gradient
13 a5 5
20 95 3
20,01 60 40 Retour a
30 60 40 |'état initial
LES SOLVANTS:
Solvants Constante diglectrique a 20°C (CD)
Eau 80,2
I Acétonitrile (CHaCN) 37,5
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EORMULES DES AMINES:
2Bt

Amine Formule
Cadavérine HoN-(CH,)5-NH,
Putrescine HaN=-(CH,) -NH.

Histamine
HN \
I\ CHa"_ CHz — NHg
S
N
) DOGUMENT N° 7

CONDITIONS CHROMATOGRAPHIQUES :

+ Colonne ; Kromasi® & pny, C18, 260 x 4,6 mm,

+ Phasa moblla : gracleni binalie eau - acétontirile {voir dotumont n° §).

+ Débit: 1 ml.min’.

+ Prpgslon : 90 bars,

+ Dalection UV & 254 nm des dérivés dansylds das amines (voir dogement n® 8),

+ Volume Infacté : 20 yl.

3
2
4
1
5 8
i l I 1 ) i
12 14 16 18 20 22
et
LEGENDE DU CHROMATOQRAMME : tamps e tin
1: 1.3-diaminopropane 2 : putresaine 31 cadavéring
41 histaming 5 : apermiding B : aparmine
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DOCUMENT N° 8.
NOTION D'ECHANTILLON SUPPLEMENTE OU METHODE DES AJOUTS DOSES:

Catte méthode consiste 3 ajouter une quantité connue d'un constituant a doser, ici Ihistamine, & un
milieu suppose en contenir, puis 4 doser la solution ainsi obtenue.

ETAPES PREPARATIVES:

1% gtape: extraction

Echantillon supplémentsd & 50 mg.kg’! Echantiflon supplémenté & 100 mg.kg”’
Paser 5g d'échantilion préalablement broyé exempt d'histamine aprés contrdle par CCM
Ajouter 2,5 mL d'une solution d’histamine Ajouter 0,5 mL d'une solution d'histamine
a0, mgm.! a1 mgl”!
Ajouter 7,5 i de solution d'acide perchlorigue | Ajouter 9,5 miL de solution d'acide perchlorique
40,2 mol.i"’ 40,2 mot.L”
Homogénéiser

Centrifuger 4 2500 g pendant 20 minutes a 2°C

2%me grape: dérivation par le chlorure de dansyle

Prélever 100 pl. de surnageant et ajouter:
* 40 L de solution de 1,3~diaminopropane 4 25 pg.mL (contréle de la reproductibilité des
temps de rétention).
* 200 L de carbonate de sodium saturé (neutralise l'acide perchiorique).
* 400 L. de chiorure de dansyle.
* Agiter, boucher et placer dans un bain thermostaté a 60°C.
* Ajouter 100 il de solution de proline {pour neutraliser Fexcés de chlorure de dansyle).
* Agiter, kisser reposer.

Dérivation par ie chiorure de dansyle
H,C

H, G\ 3
. 7
HC” N—CH— R —»H .G i
© soz@ pH 8 80~ NH—CH—R' + HCl
Chlorure de dansyle  fontlion amine darivé dansylé qui
absorbe & 254 nm

3¢ spape: récupération du dérivé dansylé

* Ajouter 500 pl de toluégne.

* Agiter vigoureusement puis laisser décanter.

*Transvaser la phase organique.

* Evaporer le toluéne sous azote,

* Reprendre le résidu sec par 300 UL d'acétonitrile et filer sur filtre 0,2 jum.
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ETALONNAGE EXTERNE;

Concentration

5

10

25

50

75

100

Aire du plic

34 872

74 619

170 562

373 331

510 794

716 989

Equation de la régression Iinéaire:

Y=aX+bh

a = coefficient directeur de la droite
b = ordonnée 2 I'origine
Y = concentration {(pg.mL™)
X = aire des pics en unité arbitraire
r = coefficient de corrélation

ECHANTILLONS SUPPLEMENTES;

a= 14,0870 10° b = négligeable r = 0,9887

Echantillon suppiémenté 3 50 mg.kg™! 100 mg.kg’!
Aire du pic 26 975 54 660
DOCUMENT N° 10

PRINCIPAUX EL EMENTS COMPOSANT LE KIT:

-Barreties A fond plat sensibilisées par de I'histamine.
-Anticorps de classe IgG anti-histamine et anticorps de lapin anti-lgG marqués 3 la peroxydase.
-Substrat; révélateur chromogéne; solution stop (acide sulfurique).
-Solution étalons d'histamine:

Etalon 1

Etalon 2

Etalon 3

Etalon4

Etalon 5

Etalon 6

0 pg.L!

50 pg.Ll!

150 ug.L?!

450 pg.L"

1350 pg.L!

4050 pg.L™!

]

PRINCIPALES ETAPES DE LA REALISATION DU TEST:

a) Ouvrir le sachet d'embaliage transversalement et sortir le nombra de barrettes
nécessaire, alnsi que le cadre. Les autres barrettes sont conservées dans le sachet avec le
déshydratant entre + 2° et + 8°C.

b) Installer sur le cadre un nombre suffisant de puits pour traiter tous les étalons et les
échantillons en double. Repérer les positions des étalons et des échantilions,

c) Ajouter 50 pi de chague solution étalon ou échantilion dans chague puits(2 puits par cas).
d} Ajouter 50 pl. d'anticorps antl-histamine dans chaque puits. Mélanger doucement et
incuber 1 h A température ambiante.

&) Vider les pults en renversant la plague de microtitration, puis la taper vigoureusement
(3 fols) contre du papier absorbant pour retirer tout le liquide des puits. Rempiir les puits
avec 250 UL de tampon de lavage et vider 3 nouveau la plague. Répéter ["opération 2 fois.

f) Ajouter 100 uL de conjugué dans chague puits. Agiter délicatement et incuber 30 min 3
température ambiante.

9) Vider les puits en renversant la plague de micratitration, puis la taper vigoureusement
(3 fois} contre du papier absorbant pour retirer tout le liquide des puits. Remplir les puits
avec 250 L de tampon de lavage et vider 3 nouveau la plaque. Répéter l'opération 2 fois,

) Distribuer 50 uL de substrat et 50 pl. de chromogéne dans chaque puits. Mélanger
doucement et incuber 30 min a température ambiante, a Iabri de la lumiére,
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{} Ajouter 100 pL de solution stop & chaque puits. Bien mélanger et mesurer 'absorbance 4
450 nm (faire Ie blanc sur I'air). Lire dans !'heure suivant I'arrét de la réaction.

Eviter la lumidre directe pendant les étapes d'incubation.

Couvrlir la plague de microtitration.

DROCUMENT N° 11

(2 joindre 4 la copie)

Tableau dés résultats d'absorbance (unités d*absorbance):

Etalons Echantillons ]
1 2 3 4 5 6 E F

A1(1%essal) 1,732 11,491 | 1,275 | 0,893 | 0,579 | 0,408 1,428 0,968
A2{2" gssai) | 1,680 1,470 §{ 1,282 | 0,912 | 0,565 § 0,422 1,404 0,942
Moyenne des | 1,706 | 1,480 | 1,279 | 0,902 | 0,572 0,415 1,416 0,955
absorbances

Pourcentage
d'absorbance P

Clug.L™)

Log C
N.B.: détermination gy pourcentage d'absorbance P.

Les valeurs moyennes des absorbances obtenues pour chacun des étalons et des échantillons

sont divisées par fa valeur d'absorbance moyenne du prerer étalon (O ug.L“) et multipliées par
100; on obtient alors des valeurs exprimées en pourcentages.
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EPREUVE PROFESSIONNELLE DE SYNTHESE.
Deuxidme partie :
REALISATION PRATIQUE D’OPERA_TIONS TECHNIQUES.
EPREUVE E5.UNITE U52
DUREE : 10 HEURES COEFFICIENT : 8

SUJET 1,

Au  cours de l'épreuve, e jury appréciera les qualités
d'organisation, la précision des gestes techniques, le respect des
régles d’hygiéne et de sécurité en laboratoire.

ANALYSE ET CONTROLF DE SOLUTIONS DE NETTOYAGE ET
D'ENTRETIEN DE LENTILLES DE CONTACT,

BIOCHIMIE (70 points)
Duréa: 4 H

L'ordre de dérovlement des  manipulations sera indiqué aux candidats en début de
séance.

On se propose de déterminer:
| 'E:I‘! [-l.g pmtéas'q e d’!!ﬂﬂ Sﬂl II'Qn dﬂ dép[ﬂlé'ﬂlsﬂﬂﬂﬂ des [ﬂﬂﬂ“ﬁs dﬁ CQﬂIﬂQI [SQ'“I[QD g)

1-Détermipation de I'activité protéasigue spécifigue (solution AX50 points)

1.1 - Réactifs.
» Solution L-BAPNA-DMSO 2 0,025 mol.L.
s DMSO.
s Tampon Tris 10 X.
* Tampon Tris dilue DMSO,
* Solution A; échantilion A1,
» Solution A; échantillon A2,
» Réactif Re (en distributeur).
» Sotution de SAB & 1,6 mg. mL.
¢ Eau physiologique.

1.2 - Mes ion. o’
La solution A est obtenue en dissolvant un comprimé de protéase dans 10 mb d'une solution
tamponnée,
On opdre sur I'échantillon A1, partie aliquote de la solution A,
1.2.1 - Principe.
La mesure est faite par méthode cinétique. La substrat utilisé est le L-BAPNA (N-
benzoyl-arginyl-L-paranitroanilide). Ce substrat, solubilisé par addition de
diméthylsulfoxyde (DMSQ), est hydrolysé en présence de protéase suivant la réaction:

L-BAPNA+ H20 -——->L-BA(N-benzoyl-L-arginine) + PNA(paranitroanilide)

Le PNA est coloré en jaune: on peut suivre son apparition par spectrophotométrie 3 405 nm.
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1.2,2 - Mode opératoire.

- Préparation de |a solution de travai] " ST ".

Au moment de I'emploi, introduire dans une fiole jaugée de 10 mL:
o L-BAPNA-DMSO 3 0,025 mol. L: 0,5 mL;
s DMSO: 1,5mL;
* Tampon Tris 10 X: T ml.

Compléter au trait de jauge avec de I'eau distillée.

= Dosage (2 essais).
Dans une cuve de T cm de trajet eptigue, introduire successivernent:
« Solution de travail "ST" 1,5 mL;
* tampon Tris dilué DMS0 0,5 mL.
Préincuber 3 30°C pendant 10 minutes. Faire le zéro du spectrophotométre sur l'eau
distillée.

Déclencher la réaction en ajoutant 0,05 mt d'&chantillon A1 puis placer la cuve dans
son compartiment thermostaté & 30°C. Faire une mesure d'absorbance toutes les 15
secondes pendant 2 minutes.

1.2.3 - \

A I'aide de Pordinateur, tracer la courbe A (405 nm) = f (temps). Rendre un
graphigue légendé.

En déduire la vitesse initiale en unités d'absorbance par minute.

Etablir la formule littérale donnant Ja concentration d'activité catalytique en UmL?
et faire I'application numérique.

Donnée; absorbance lindique molaire du PNA: €405, = 11000 L.mof".em™.

1.3 - Dosage i
On opére sur ['échantilion A2, partie aliguote de la solution A.
La méthode proposée utilise le bleu de Coomassie d'un réactif commercial prét  I'emploi
(réactif “"Rc" ).
- Gamme d'étalonnage.
A partr d'une solution de SAB 2 1,6 mg.mL“, préparer une solution filie &
16 pg.mL”" dans une ficle jaugée de 10 mL (diluant = eau physiologigue).
Dans 6 cuves de spectrophotométre, verser respectivement des volumes de solution
fille croissants de O mL a 1 mL. Compléter chaque cuve 3 1 mL avec de 'eau
physiologique.
Puis ajouter 1 mL de réactif "Rc" dans chague cuve. Attendre 10 minutes et lire &
595 nm contre le blanc-réactif,
* échantillon AZ dilué au 1/5 1 mL;
o réactif "Rc" 1T mL
Traiter dans les mémes conditions que la gamme.
Compléter la feuille de relevés das valeurs expérimentales.
A I'aide de 'ordinateur, donner I'équation de la droite de régression ainsi que le
coefficient de corrélation.
Caleuler la concentration massique en protéines de I'échantillon A2 (la précision du
dosage est évaluée 3 3 %).

1.4 - Conclusion.
Calculer l'activité spécifique de la solution A en Umg™.

Calculer la teneur en protéines d'un comprimé et en déduire le nombre d'unités
protéasigues par comprimé.

2001 -36



2 - Dosage du peroxyde d'hydrogéne (solution B). (20 points)
2.1 - Réactifs,

* Solution de thiosuifate de sodium & 0,1 mol.L™",

* Soiution d'icdure de potassium 4 100 gL

» lodate de potassium (au dessicateur).

* Acide sulfurique dilué au 1/5 (dans un distributeur).
+ Empois d'amidon.

* Sclution de molybdate d'ammonium a 50 g.L™".

* Solution B,

En milieu acide, 'iodate de potassium oxyde les ions iodure 1- en dilade suivant la
réaction;

103“ + 6 H+ + 5 =23 3 |2 + 3 Hzo.

Le dilode libéré est dosé par la solution de thiosulfate suivant Ia réaction:

I +2 5,047 e S 21 + 5,07

2.2.2 - Mode opératoire.

Pré ion de la solution &taion d'lod i

Falre une pesée exacte voisine de 0,25 g d'iodate de potassium pur. Disscudre dans de
I'aau distillée et transvaser quantitativement dans une fiole jaugée de 50 mL.
Compléter au trait de jauge avec de I'eau distillée.

Dans une fiole d'Efenmeyer de 250 ml. introduire:

+ splution d'iodate 10 mL;
* eau distillée 10 mL;
= solution de K12 100 .. 10mL;
. H2504 dilué au 1/5 5 mL.

Agiter et lzisser reposer 5 minutés.
Doser par la solution de thiosulfate jusqu'a virage & I'incolore (possibilité
d'utiliser I'empais d'amidon pour apprécier le virage).

2.3 - Dosage du peroxyde d'hydrogéne.
2.3.1 - Principe,

En milieu acids, le peroxyde d'hydrogéne oxyde les ions iodure I en diicde .
Le diiode libéré est dosé par la solution de thiosulfate précédemment &talonnée:

21 #H 004 2 HY o > Iz +2H,0.

L+ 2 5,0 - 3> 21 +5,05%.

2.3.2 - Mode opératoire (2_gssais).

Dans une ficle d'Erlenmeyer de 250 ml, verser successivement;
* gau distillée 100 mL;
* solution de KK 2 100 g1 10 mL;
@ H,50, dilué au 1/5 SmL;
» solution de molyhdate d'ammonium a 50 g.L""  1mL;
» solution B 0,5 mL.

Agiter, puis laisser reposer 5 minutes.
Doser par la solution de thiosulfate jusqu'a virage a I'incolore (possibilité d'utiliser
I'empois d'amidon pour apprécier le virage).
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s et résultats.
Etablir la formule lictérale permettant de calculer la concentration molaire de la solution

de thiosulfate, puis effectuer I'application numérigue.
Etablir la formule littérale permettant de calculer la concentration molaire de la solution B

en peroxyde d’hydregane {mol. L"), Faire I'application numérique.

Exprimer ce résultat en volume de dioxygéne que peut dégager un litre de solution B par

auto oxydo-réduction, sachant qu‘une mole de Hy0, libére 11,2 litres d'0,

(HzOz -3 H20 + 1/2 02 )

Bonnées:

M (g.mol.L"y:

39,1

K

127

NUMERQ DE POSTE:

16

. ¥ - ;

MESURE DE | A CONCENTRATION D'ACTIVITE CATALYTIQUE DE LA SOLUTION A:

Temps(secondes}

o

15

30

45

60

75 90 105 | 120

Absorbance(405nm)

DOSAGE DES PROTEINES DE LA SOLUTION A;

N° cuve

5 Essai 1 3 Essai 2

Volurre de
solution SAB
16pug.mL (mL)

Yolume de
'échantillon A2
dilué {ml)

Masse de
protéines (uy)

Absorbance a
595 nm

ETALONNAGE DE LA SOLUTION DE THIOSULFATE:

Masse d'lodate pesée (g) =

Volumes de thiosulfate versés (mL) : Vi=

DOSAGE DE H,0, DANS LA SOLUTION B;

Volumes de thiosulfate versés (mL) : V3= s V4 = e v
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MICROBIOLOGIE ET BIOLOGIE CEFLULAIRE ET MOLECULAIRE (90 points)

1% jour Durée: 4 H 30
| - MICROBIOLOGIE (50 points)

ANALYSE ET CONTROLE DE SOLUTIONS DE NETTOYAGE ET
DIENTRETIEN DE LENTILLES DE CONTACT,

Le port de lentilles de contact nécessite un nettoyage quotidien avec une selution gui contient, entre
autres, un conservateur, Celui-ci permet de garder la solution stérile.

Les larmes contiennent une certaine quantité de protéines entrainant une légére opacification des
lentiles. Il est donc nécessaire de procéder 3 une déprotéinisation régulidre a I'aide d'une protéase:

la subtilisine.

1-Préparation et dénombrement des micro-organismes de la suspension inoculum.

La norme suropéenne relative aux antiseptiques et désinfectants (NF EN 1040, 1997)
prévoit une réduction minimale de 99,999 % du nombre de bactéries avec un temps de contact de 15
minutes.

1.1 - Matériel,
* 4 cuves de spectrophoctométre.
® 4 morceaux de parafiim,
¢1 bouilion nutritif ordinajre.
¢ 7 tubes de 9 mL d'eau.
* 8 pipettes de 1 mL.
* 6 x 15 mL de milieu P.C.A en surfusion,
» § boftes de Petri.

1.2 - Protocole opérataire.
La souche test Staphylococcus aureus notée << $1 >> est cultivée en bouillon nutritif
ardinaire,
» Mesurer I'absorbance au spectrophotomatre réglé a 600 nm.
* Ajuster cette suspension 3 environ 0,1 UA: on obtient la suspension 52,
Appeler un examinateur pour la mesure de I'abserbance,
Donnée; 0,1 UA correspond 4 environ 1,5.10° bactéries/mL.
* A partir de cette relation, dénombrer par ensemencement dans la masse, les
microorganismeas de 52 sur 3 dilutions en double.
¢ Incuber 3 37°C.

1.5-
Justifiet les calculs pour le cholx des dilutions.

2_- Contrdl ouvoir bactéricide du conservateur.

2.1 - Matérial,
* 1 cukture de Staphvlococcus aureus en bouilion nutritif ordinaire notée
<< C >> ajustée a 0,1 UA (au réfrigérateur).
* 1 tube de 8 mL de conservateur noté << conservateur >>.
* 1 tube d'eau distillée: 2 mL, '
¢ 2 pipettes de 1 mL.
* 1 pipette automatique - cone.
s 1 fivle d'Erlenmeyer contenant 50 mL d'eau stérile notée << eau 50 mL >>.
& 1 filtre Millipore.
¢ 1 miliey P.C.A. coulé en petite boite de Petri.
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« T chronomatre.
¢ 10 mL d'eau stérile notée << ringage >>.

- ipe.
Aprés un temps de contact de 15 minutes, la vérification de la neutralisation du
conservateur doit se faire par une méthode validée. Celle-ci consiste en une filtration sur
memhbrane. Le dénombrement des bactéries survivantes est effectué et la réduction du
nombre de cellules viables est calculée.

2.3 - Protocole opératolre.

Dans le tube de conservateur {volume & mL), introduire successivement :
«1 mL de la suspenslon inoculum C;
« 1 mL d'eau distillée,

Agiter.

Laisser en contact 15 minutes,

Prélever 0,1 mL du mélange et le transférer dans S0 mL d'eau en fiok: d'Erlenmeyer notée

<< eal 50 ml. >>».

Mélanger puis filtrer immédiatement.

Déposer le filtre sur la boite de gélose P.C.A.

Incuber 4 37°C.

Appeler un examinateur pour la filtration.

2.4 - Compte rendu.
Quel ast le nombre initial de cellules que I'on filtre 7 Aprés actlon du conservateur,
cambien de bactéries survivantes devralt-on au maximum obtenir ?

3 - Dosage de la production de subtilisine.
Afin d'obtenir une production maximale de subtilisine, 3 milieux de culture sont testés: M1,

M2, M3.

3.1 - Matériel.

« 3 milieux de culture M1, M2, M3 préincubés 3 37° C avec fa souche Bacillus subtilis.
e 1 solution de subtilisine 2 mL notée "solution mére de subtilisine 3 0,04 mg/mL."
* 5 tubes a hémolyse stériles.

¢ 1 tube eau distillée 10 mL.

¢ 1 emporte-pidce.

» 1 boite d'agar 2 la gélatine notée << gel >>.

* 1 pipette automatique P 100 + cones.

* ' gabarit (voir annexe microbiologie).

3.2 Protocole opératoire.

A partir de la solution mére de subtilisine, réaliser une gamme de dilution de raison 1/2 et
de volume final 2 mL: prévoir 5 concentrations.

Creuser 12 puits dans une bolte d*agar 3 ta gélatine suivant gabarit donné en annexe.
Déposar 50 L de la solution mére et de chaque dilution

Déposer en double 50 UL de chaque culture M1, M2, M3.

Incuber & 37°C,

Présenter sous forme de tableau la réalisation de la gamme d'étalonnage.
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II- BIOLOGIE CELLULAIRE ET MOLECULAIRE (40 points)
TOXICOLOGIE IN VITRO

La soluticn de déprotéinisation, destinée A éliminer les dépéts de protéines lacrymales sur les
lentilles de contact, contient de la subtilisine A extraite de Bacilfus subtilis . L'activité protéolytigue
doit &tre ajustée de manidre:
* 3 assurer une activité déprotéinisante satisfaisante au bout de 6 heures de contact avec
les lentilles (temps de contact préconisé sur Ia notice d'utilisation);

» 3 garantir linnocuité du traitement pour ['utilisateur, notamment dans le cas ou les
lentilles seraient insuffisamment rincées aprés déprotéinisation . La subiilisine, 3 cause
de son activité protéolytique, est susceptible de provoquer, sous certaines conditions, des
altérations de lz cornée,
Pour évaluer ces risques, la solution déprotéinisante doit faire l'objet de tests toxicologiques.
L'activité protéolytique de fa subtilisine est ainsi évalude d'une part sur la mambrane plasmique
d‘hématies de mouton (GRM), d'autre part sur des cellules animales en culture.

1 - Evaluation sur GRM.

1.1 - Principe.

Des dilutions de subtilisine sont incubées & 37°C avec des GRM. L'activité toxigue est
-masurée au bout de 30 minutes par observation de 'hérmolyse obtenue.

Deux échantillons (A et B) de subtilisine sont testés.

+ Suspension de GRM a 50 % (v/v) dans un tampon isotonique neutre.

Volume 0,5 mL.

¢ £chantillon A de subtilisine 2 0,08 g.dm ~°, tube étiqueté << A >>,

volume 0,5 mL.

+ Echantillon B de subtilisine a 0,4 g.dm‘3 , tube étiqueté << B >>, volume 0,5 mL.
* Tampon phosphate Isotonique et neutre, tube dtigueté << T >>, volume 4 ml.

e Solution hémolysante, tube étiqueté << solution hémolysante >>, volume 0,5 mL.
* Microplague de 96 puits & fond rond avec couvercle.

*» Ftuve 4 37°C.

1.3.1 - Préparer 2,5 mL de GRM 3 2 % a partir de la suspension & 50 % et du
tampon.

1.3.2 - Réalisation du test.
Déposer 100 L d'échantillon A en A1 et A2,
Déposer 100 [tL d'échantillon B en B1 et B2.
A partir de A2 d'une part, de B2 d'autre part, réaliser des dilutions en série de raison
1/2, depuis la dilution 1/2 {respectivement en AZ et B2) jusqu'a la dilution 1/2048
(respectiverent en A12 et B12).
Les dilutions sont réalisées avec le tampon. Le volume final est de 100 L.
Utiliser la ligne C pour les témoins:
* témoin O % d'hémolyse;
* témoin 50 % d'hémolyse;
& témoin 100 % d'hémolyse.

Remargue: pour le témoin << 50 % d'hémolyse >>, il faut obtenir, apras
sédimentation, un culot de GRM égal 2 50 % de celui du témoin 0 %. Ca témain
sara réalisé a partir de GRM et de tampon phosphate,
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Homogénéiser la suspension de GRM 4 2 % et en déposer 50 pL dans chague puits des
lignes A et B. Réaliser également les dépdts nécessaires pour les témoins.

Agiter la plaque 2 minutes sur agitateur, placer le couvercle et incuber 30 minutes
dans 'étuve & 37°C.

Sortir la plague et la placer 2 + 4 °C.

1.4- Compte rendu.
Comptéter la feuille de résultats et la remettre avec la copie.

2 -Préparation d'une suspension cellylaire destinée 3 'évaluation de I'activité
protéolytique de la subtilisine.

2.1~ Matériel et réactifs.
- Sous la hotte a flux laminaire:
 pipettes stériles de 5 ml.;
= pipettes stériles de 1 ml. et de 2 mi;
¢ 1 tube 3 hémolyse stérile;
« 1 fiacon da 25 cm? de culture cellulaire en monocouche dans du milieu RPMI
additionné de 10% de sérum de veau foetal (SVF);
« 1 flacon de 7 mL de tampon PBS stérile sans calcium ni magnésium, étiqueté
<< PBS >>,
s 1 tubede 1,5 mL de trypsine stérile, étiqueté << trypsine >>,
o 7§ flacon de 7 mL de solution de Earle stérile enrichie & 10 % avec du SVF, &tiqueté
<<EARLE+10% SVF >>;
e 1 récipient pour récupération des liquides souillés;
o 1 récipient pour récupération du matériel souillé.
- Au poste de travail:
+1 hématimétre de Malassez avec lamelle planée;
«1 chambre humide;
o 1 tube de 1 mL de bley Trypan 2 0,2 %, étiqueté << bleu Trypan >>.

2.2 - Préparation de la suspension cellulaire.

2.2.1 - Examens de [a culture.
Réaliser:
* un examen macroscopique;
* LN examen microscopique au microscope inverse.
Moter les résuftats sur le compte rendu.

2.2.2 - Trypsinisati
Réaliser en 25 minutes maximum, sous hotte  flux laminaire, les opérations
suivantes:

- éliminer le milieu de culture par retournement du flacor;
- réaliser un lavage du tapis cellulaire avec 5 mL de PBS;
- éliminer le PBS puis introduire 1 mL de trypsine, Laisser aglr 30 secondes
sous la hotte puis rejeter 'excédent de trypsine en ne laissant gu‘une fine couche
de liquide sur les cellules;
- faisser agir guelques minutes 2 lincubateur & 37°C, puis surveiler le
décollement du tapis.
Lorsque les cellules sont en suspension, ajouter 5 mL de solution de EARLE 3 10 % de
SVF et homogénéiser.
Transférer 500 pL. de suspension dans le tube 3 hémolyse stérile.
La suite des opérations sera réalisée au poste de travail a partir du tube 3 hémolyse préparé.
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2.2,3 - Numération.
Ajouter dans le tube 500 uL de bleu Trypan 3 0,2 % et homogénéiser,
Effectuer la numération des cellules. viables et totales en cellule de Matassez,
Lors du comptage, dénombrer obligatoirement les 10 rectangles de la
premiére rangée horizontale en haut du champ. Présenter le champ
microscopique a un examinateur.
Poursuivre librement le comptage.
La cellule de Malassez comporte une chambre de 1 mm? divisée en 106 rectangles,
Compléter ta feuille de résultats pour le dénombrement de la premisre rangée
horizontale de 10 rectangles.
Présenter, sur le compte rendu, I'ensemble des résultats de la numération:
* nombre total de rectangles dénombrés;
* nombre total de celiules comptées;
* nombre de cellutes viables comptées.
Calculer le nombre de cellules totales par mL de suspension.
Calculer le pourcentage de viabilité.
Pour les tests toxicologigues in vitro, ces cellules doivent &tre déposées dans une microplague 2
ralson de 8 00O celules viables par puits. Calculer fe volume de suspension cellulaire & déposer
dans chaque puits,

MICROBIOLOGIE

ANNEXE
GABARIT POUR GREUSEMENT DES PUITS.

Bilte dé 160 mm aveo 12 pulte

O o] (o]
o} o] O
0] Q e}
o} Q ]
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BIOLOGIE CFLJULAIRE ET MOJLECULAIRE
FEUILLE DE RESULTATS

N° DE POSTE;
1 - Evaluation sur GRM
1-1 - Réalisation de la syspenston de GRM 2 2 % (v/v).

Volume de suspension 3 50 %
Volume de tampon
Dilution réalisée

1-2 - Réalisation des dilutions en sérle {volumes donnds en L. ).

N° puits iT2T3[4[5le |7z ][8] 9|10 11 i2_|
Echantillon A 100|100

oy B

‘Tamporn

Redistribution
|_‘Dilution 171 12 1/2048

1-3 - Réalisation des témoins (vol ; :

Témoln Hémotyse O % Hémolyse 50 % Hémolyse 100 %
Volume tampon
Volume solution hémolysante
Volume GRM 2%

2 - Préparation d'une suspension cellulaire

Résultats du dénombrement de la 1% rangée horizontale de 10 rectangles.

+ nombre total de cellles (viables + non viables} dans la premidre rangée horizontale de 10
rectangles.

+ régles adoptées pour le dénombrement de cette premiére rangée {cellules qui chevauchent les
bords).

Calcul du volume d ion cellulai , .

MICROBIOLOGIE- BIOLOGIE CELLULAIRE ET MOLECULAIRE (90 points)

287 jaur Durée: 1 H 30
MICROBIQLOGIE (50 points)

1-Préparation et dénombrement des micro-grganismes de la suspension_jpoculum.

Compter les colonles,
En déduire la concentration cellufaire de la suspension Sg.
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-Contréle du voir bactéricide du conservateur,

Compter les colonias sur le filtre,
En déduire e nombre de bactéries viables dans le volume d'inoculum filtrs.
Le taux de réduction minimum de 99,999 % est-il vérifié ? Justifier.

3-Dosage de la production de subtilisine.

Respecter les consignes de sécurité données en début de séance pour la manipulation
du réactif de révélation.

Inonder les boites avec environ 2 2 3 mL de << solution de révélation >>,
Laisser en contact 3 & 4 minutes puis aspirer I'excés de la solution,

Mesurer les diamatres d’hydrolyse da Ia gélatine,

A I'aide de 'ordinateur, tracer la courbe: diamatre (en rom) = f (log [subtilisine]).
En déduire le taux de production de subtilisine dans les trois milieux M1, M2, M3,
Quel est le milisu le plus adapté 3 cette production ?

H- BIOLOGIE CELLULAIRE ET MOLECULAIRE (40 points)
TOXICOLOGIE IN VITRO

Evaluation sur GRM.

1. - Matériel. :
Miroir da lecture pour I'observation des culots de sédimentation.

2 - Lecture,

Observer lgs résultats des témoins réalisés.
A I'aide des résultats des témoins, évaluer I'hémolyse dans chaque puits des lignes A et B,
L'hémolyse sera exprimée selon les critdres suivants:

* 0 % absence d'hémolyse ;

* 50 % aspect du témoin correspendant pour & culot de GRM ;

* 100 % aspect du témain carrespondant ;

¢ 25 % hémolyse comprise entre 0 et 50 % ;

+ 75 % hémolyse comprise entre 50 et 100 %.

Aussitdt la lecture terminde, replacer le couvercle et faire contréler la plague par un examinateur,
Remarques importantes:
* pour le témoin 50 % réalisé, seul I'aspect du culot de GRM doit étre pris en compte. Ce
témoin, s'il a 616 réalisé conformément aux indications fournias le premier jour, ne doit pas
présenter de surnageant hémolysé;
* si le candidat estime que Jes témoins réalisés ne donnent pas les résuftats attendus et ne
permattant pas la lecture des lignes A et B, il peut demander la fourniture de témoins
conformes. Cette demande entrainera une sanction dans la notaticn.

3 - Compte rendu,
Comptléter [a feuille de résultats.

Calculer, s'il ¥ a lieu, pour chague échantiflon de subtilisine:
* |a ptus petite concentration provogquant 100 % d'hémoalyse;
* |a plus forte concentration ne provoquant aucune hémolyse.
Exprimer les résultats en mg.dm =,
A I"'ssue de ces tests, quel échantillon semble le plus adapté aux exigences d'innocuité
Justifier.
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N” DE POSTE:

BIOLOGIE CELLULAIRE ET MOLECUL AIRE

FEUILLE DE RESULTATS
TEMOINS
Témoin Hémalyse 0% Hémolyse 50% Hémolyse 100%
Schéma de |'aspect du
puits
% d'hémolyse 50 (estimé sur |e culot)

Commentaires sur les résultats des témoins:

ECHANTILLONS

N° puits 1 2 13 4 5 6 7 8 9 10 [ N 12
Dilution | 1/1]1/2 1/2048
Hémolyse
| ligne A
Hémolyse
lighe B

EPREUVE PROFESSIONNELLE DE SYNTHESE.

Deuxidme partie
REALISATION PRATIQUE D'CPERATIONS TECHNIQUES.
EPREUVE E5,UNITE U52
DUREE : 10 HEURES COEFFICIENT : 8
SUJET 2.

Au cours de I'preuve, le jury appréciera les qualités d'organisation, la
précision des gestes technigues, le respect des régles ¢’hygigne et de s€curité en
laboratoire.

NTROLES COSMETOLOGIQUES AU COURS DE |.A FORMULATION D'UN LAIT
HYDRATANT,

IMMUNOLOGIE - BIOCHIMIE (110 points)
1% jour Durée: 4 H 00
Le candidat commence par l'immunolagie.
- IMMUNOLOGIE (35 points)
Dosage immunoenzymatique compétitif de fa vitamine E
De nombreux produits dlorigine végétale entrent dans la composition des produits
cosmétiques, certaing pour leur effet mécanique ou hydratant, d'autres pour leurs effets

pratecteurs; agents antioxydants s'opposant a ['action des radicaux libres.
L't tocophérol, ou vitamine E, est un antioxydant retrouvé dans les graines de céréales.
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Une fraude est suspectée chez un foumisseur d’extraits végétaux enrichis en vitamine E. On se
propose, pour contrbler ces extraits, de doser la vitamine E par une méthode immunoenzymatigue
compétitive,

1. - Matériel ey réactifs.
* 1 microplaque ou 1 barrette double (16 cupules 3 fond plat).
+ Film autocollant.
+ Pipette automatigue P 100 ou P 200 avec cones.
* Solution de vitamine E pour sensibilisation & 500 pg.L 77, notée  Es” (2 mL).
* Tampon de sensibllisation (200 pL), noté "Ts".
= Etuve 3 37°C.

2 - Mod ratoir
Distribuer:
* 100 pL de vitamine £ de sensibilisation dans les cupules A1 3 H1 et B2 2 D2;
¢ 100 pl de tampon de sensibilisation dans la cupule A2.
Les autres cupules peuvent &tre sensibilisées par la vitamine E afin de servir de cupules de secours
{en cas d'erreur le 2°™ jour).
Recouvrir d'un film autocollant.
Incuber 2 h & 37°C, puis 3 4°C jusqu'au lendemain.

IL- BIGCHIMIE (75 points)

L'analyse biochimigue du lait hydratant est réalisée afin de valider sa composition. Les
constituants choisis comme cible de I'étude sont:
* les triglycérides: if s'agit essentlellement d'un triglycéride homogéne saturs,
quantitativement majoritaire;
+ les alcools, en particulier fe glycérol Hbre;
+ les protéines: principalement le collagéne, trouvé i 'état de traces dans le lait
commercialisé.
On se propose:
» d'identifier le triglycéride majoritaire;
* de doser le glycérol par voie enzymatigue;
¢ d'évaluer la concentration du collagéne dans un concentré protéigue,
Toutes les valeurs expérimentales devront étre consignées dans fa fauille de résultats.

1-Identification de I'acide gras constitutif du triglycéride majoritaire. (30 points)
1.1.- Etalonnage de la solution d'acide chlorhydrique (2 essais).

Etalonner |a solution d'acide chlorhydrique fournle, de cencentration voisine de

0,1 mol.L”", par pesée d*hydrogénocarbonate de potassium, pour une chute de burette
d'anviron 20 ml (2 pesées).
Les Indicateurs de fin de réaction disponibles sont: I'héliantine, le bleu de
bromophénol et la phénoiphtaléine,
Faire relever les chutes de burette par un examinateur,

1.1.2 - Com
Justifier I'indicateur de fin de réaction utilisé.
Calculer la concentration molaire de la solution d'acide chlothydrique, sachant que la
précision de la balance est de Am = 0,0001 g et celie de la burette de AV = 0,05 mL.
Données: M hydrogénocarbchate de potassium = 10031 g mol !

CV de la méthpde = 1 %.
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1.2 - Dé ination de. Mindice d'acid
Elle est réalisée sur I'acide gras libre obtenu aprés hydrolyse des triglycérides. La solution

notée << AG >> obtenue est 8 10 g.L.! d'acide gras en solution éthanal/isobutancl.

1.2.1 - Mode opératoire (2 essals).
Dans une fiole d'Erlenmeyer, introduire:
s 10 mL de solution AG en solvant &thanol/isobutancl (v/v);
¢ 10 ml. da solution de KOH éthanolique 2 environ 0,2 mol.L™;
¢ 2 gouttes de phénolphtaléine.
Titrer par ka solution d'acide chlorhydrique précédemment étalonnée Jusqu'a décoloration
stable 30 secandes.
Réaliser un témoin {2 essais).
Faire relever les chutes de burette par un examinateur.
Remarques:
» ['agitation doit &tre forte tout au long du dosage;
« toutes les solutions contenant des salvants devront &tre récupérées en bidons prévus &
cet effet.

1.2.2 - Comgte rendu_ et résultats.

Calculer l'indice d'acide du corps gras.

En déduire la masse molaire et le nombre d'atomes de carbone de |'acide gras constitutif des
triglycérides.

Ecrire la formule semi-développée du triglycéride ainsi identifié et calculer sa masse
molaire théorique.

Données:

<< 1indice d'acide correspond 2 la masse de KOH en mg nécessaire pour neutraliser I'acidité
libre contenue dans un gramme de corps gras >>.

¢ M=39,1 g.mol;
* My = 1gmol’,
* Mgy =16 gmol” ;

* Mc= 12 g.mol”,

2 - Dosage du glycérol libre par méthode enzymatique en point final, (14 points}

La solution a doser est appelée GLY. Elle est obtenue de fa maniére sulvante: 2 grammes de
lait hygratant sont prélevés et introduits dans une fiole jaugée de 250 mL. Aprés addition d'environ
200 mL d'eau distillée, la solution obtenue est portée a 60°C pendant 15 minutes avec agitation
régulidre. Aprés retour 2 température ambiante, le volume final est ajusté 3 250 miL, puis la fiole
est placée pendant 20 mihutes au réfrigérateur de maniére a séparer la matidre grasse. La solution
est filtrée.

10 mL de filtrat aqueux sont mélangés & 10 mL d'acide trichloracétigue a 30 mmol.L” et, aprés 5
minutes de centact, 'ensemble est centrifugé pendant 10 minutes 3 2000 g. Le surnageant constitue
la solution GLY utillsée pour les essais.

2.1 - Principe.
Le glycérol est le substrat de la glycérokinase selon la réaction (1 ):
(1) giycérol + ATP -emwemmr - L-glycérol-3-phosphate + ADP.
L'ADP ainsi formé est le substrat de ka pyruvate kinase selon la réaction (2):
(2) PEP~—--——----=-> pyruvate + ATP,
Le pyruvate issu de la réaction (2) est le substrat de la lactate déshydrogénase selon la réaction
(3%
(3) pyruvate -+ NADH + H* - > lactate + NAD*
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2.2 - Réactifs,
# Solution 1: tampon glycine & pH 7,4; NADH; ATP; PEP; sulfate de magnésium;
stabllisateurs.
*» Suspension 2: pyruvate kinase; lactate déshydrogénase.
*» Suspension 3: glycérokinase.
» Solution GLY.

2.3.1 - Congitions de mesure.
« Longueur d'onde; & = 340 nm,
¢ Trajet optigque: | = 1 ¢cm,
* Température: 20-25°C.
» Lire contre Palr.

2.3.2 - Réalisation des tests.

Réaliser directement dans les cuves de mesure 1 témoin et 2 essais selon les
indications cl-dessous:

Introduire dans les Témoin Essals
cuves
Selution 1 1,000 mlL 1,000 mL.
Essai - 0,100 mL
Eau distillée 2,000 mL 1,900 mL
Suspension ? 0,010 mL 0,010 mlL
Mélanger,

Attendre 5 & 7 minutes et lire les absorbances des selutions (A1).
Déclencher la réaction principale par addition de:
Suspénsion 3 | 0,010 mL | 0,010 mi

Mélanger.
Attendre enviren 10 minutes et lire les absorbances des solutions (A2).

24—
Compléter la feuille de résultats.
Calouler A1-A2 pour le témoin et les essais, puis calculer AA = (AT-A2) - (A1-AZ)emopn-
Etablir la formule littérale et calculer la concentration molaira en glycérol des essais.
Calculer la concentration massique en glycérol des essais.
En déduire fa teneur en glycérol en grammes de glycérol pour 100 ¢ de lait hydratant
(% masse/masse).
Dannées:

= CV de la méthode = 5 %,

¢ Mglycém\ =92 g-m{)r‘;

® Eyapn = 6 300 Lmollem™ 3 A = 340 nm dans les conditions opérataires citées.

3 - Dosage du collagéne. (31 points)

On se propose de doser une solution de collagéne notée COL, utilisée comme base pratéique
dans la fabrication du fait hydratant, Cette solution est ensuite diluée 10 fois, puis 3 mL sont
prélevés pour préparer 100 g de kit hydratant. Pour ce dosage, on utilise la coloration des

protéines par la bleu de Coomassie.
3.1 - Mode opératoire,
Gamme étalon:
A partir d'une solution mare de protéines a 10 g.L”, préparer en gau physiologique, des
sofutions étalon de concentration massigue en protéine alfant de 0 3 0,5 g.L".
Dans des tubes a essais, introduire:
* 0,1 mL. de chacune de ces solutions,
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e 5 mL de réactif au bieu de Coomassie.
Mélanger rapidement.
Lire les absorbances 3 595 nm.
Essais et contrle:
Réaliser deux essais sur 0,1 mL de la solution COL.
Effectuer un contréle avec une solution << contréle >, de collagéne a exactement 0,25 gL
Spectre:
A partir du tube r° 5 de cette gamme, réaliser un spectre d"absorption entre 500 et 700 nm et
I'imprimer.
Donnée: stabilité de la coloration: 30 minutes,

3.2 - Compte rendu et résultats.

Expliquer 1a préparation des solutions étalon.

Compléter le tableau de la feuille de résuitat.

Représenter la courbe d'étalonnage sur I'ordinateur. Valider les points expérimentaux et
donner les paramatres de la régression.

Rendrs un graphique légendé.

Détorminer la concentration massique en collagéne de la solution controle. Indiquer si les
résultats de la solution COL peuvent &tre pris en considération.

Déterminer fa concentration massique en collagéne de 1a solution COL (en gLl

En déduire le pourcentage massigue de coltagéne dans le lait hydratant étudie.

A partir du spectre, discuter le choix de la longueur d'onde de lecture.

Donnée: CV de ia méthode = 3 %.

FEUILLE DE RESULTATS
A COMPLETER ET A RENDRE AVEC LA COPIE

N*® de poste:
1- IDENTIFICATION DE |'ACIDE GRAS CONSTITUTIF:

Masse de KHCO, (9)
Volume de HCI (mlL)

1.2.- Dé ination. de l'indice d‘acide,
Essai 1 Essai2 Témoin 1 Témein 2
{ volume de HCI {mL)
2 - DOSAGE DU GLYCERQL. LIBRE:
Témoin Essai 1 Essai 2

Absorbance A 1

A =340 nm

Absorbance A 2

A =340 nm

Tableau des absorbances:
Tubes 0 1 2 3 4 5 E1 E2 | Contréle
Absorbance
A =595 nm
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IMMUNOLOGIE (2% jour) et MICROBIOLOGIE {1 jour) (85 points)

Durde: 3H45
CONTROLES COSMETOLOGIQUES AU COURS DE LA FORMULATION D'UN LAIT

Au cours de I'épreuve, ke jury appréciera les gualités d' organisation, la précision des gestes
techniques, le respect des ragles d'hygiéne et de sécurité en laboratoire,
Le candidat commence par l'immunclogie et s'organise dans le temps pour réaliser
les deux matiéres.

| - IMMUNQLOGIE (2% jour) {35 points)

1 - Matériel et _réactifs.
*7 tubes & hémolyse.

o1 cristallisoir pour rejet des liquides de lavage.

* Feullles de papier filtre ou absorbant.

*Film autocollant.

¢ Pipette automatigque réglable P 200 avec cones.

* Vortex,

» Agltateur de microplagues.

* Etuve a 37°C.

* PBS-Tween pour les lavages; 25 mL.

* Tampon PBS pH 7,2.

* Albumine bovine; 5 mil..,

* Solution &talon de vitamine Ea 1 mg.L™', notée << E étaton >>; 300 pl.
¢ Extrait végétal & doser, dilué au 1/20, prét & I'emploi; 500 JL.

» Conjugué antl-vitamine E: anticorps anti-vitamine E, couplé a la phosphatase alcaline, prét
a I'emploi, noté ™ conjugué "; T mL.

2- Mode opératoire.
Vider le ¢contenu des cupules par retournement.
Procéder a trois lavages successifs avec 200 UL de PBS-Tween dans toutes les cupules.
Distribuer 200 pL d'albumine bovine dans toutes les cupules. Couvrir et incuber 30 minutes 2
37°C puis procéder 4 trols lavages suctessifs des cupules avec 200 L de PBS-Tween, comme
précédemment.
Préparer une gamme étalon de vitamine E & partir du tube de solution étalon de vitamine £ 4 1
mg.L". Pour cela, réaliser 7 dilutions successives de raison 1/2 en tampon PBS pH 7,2,
Appeler un examinateur lors de la réalisation d'une dilution.

Les cupules A2 (non sensibilisée) et B2 (sensibilisée) sarvirant de témoins: prévoir 3 'avance
leur composition en tenant compte de la suite du protocole opératoire {donné pour les autres
cupules),
Distribuer 50 pl:

« de chacune des solutions de gamme de vitaming E, en commengant par la plus diluée et en

terminant par fa solution initiale 3 1 mg.L™, respectivement dans les cupulas A1 4 H1;

* da l'extrait a doser dans les cupules C2 et D2;

* du réactif adéguat dans les cupules témoins A2 et B2.
Ajouter aussitot dans les cupules de réaction, et éventuellement dans les cupules témoins, 30uL
de conjugue anti-vitamine E.
Couvrir et agiter 10 minutes 3 température ambiante, 4 environ 200 tours.min™',
Incuber 1 heure & 37°C puis placer & 4°C pendant 24 3 48 heures.
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3.- Compte rendu.
Compléter la fiche jointe: organisation de la plague avec concentrations en vitamine E étalon
indiquées en pg. L™, composition des témoins réalisés.

Il - MICROBIOLOGIE {(1* jour} (50 points)

Les produits cosmétiques contiennent le plus souvent des conservateurs, substances
naturelles ou synthétiques  effet bactériostatique ou bactéricide, fongistatique ou fongicide.
Les critéres de choix d'un conservateur sont liés d'une part aux micro-organismes 2 combattre et
d'autre part 4 la nature de la préparation.

Lors de 'étape de formulation du produit, différents controles micrabiologiques doivent étre
réalisés: mesure de I'activité du conservateur et vérification de la résistance du preduit cosméticue
a la contamination microbienne.
Les contaminations microbiennes sont apportées par les matiéres premidres, I'air, le personnel et
au cours de l'utilisation lorsque le systéme de conservation est déficient.

1 - Mesure de I'activité du conservateur par détermination de sa CML.
Le parahydroxybenzoate de méthyle 3 activité bactériostatique peut étre employé comme

conservateur.
On détermine sa CMI par 1a méthade de dilution en milieu liquide vis-a-vis de différentes souches
tests. Ici seule la détermination de fa CMI vis-3-vis d' E. coli est envisagée.

1.1 - Matérials et réactifs.
* 1 tube de 10 mL de boulllon ordinaire.
« 1 tube de 10 mL de bouillen Mueller-Hinton.
s 4 tubes de 9 mL de bouillon Musller-Hinton,
4 pipettes stériles de 1T mL.
¢ 1 microplague stérile + film adhésif.
» 4 cuves de spectrophotométre + parafilm.
» | pipette automatique de 50 il + cones stériles.
© 1 culture de 18 h de Ecoli en bouillon nutritif noté "E. colf "
¢ 1 tube noté " conservateur; 128 L g.mL"".

Evaluer par apacimétrie & 620 nm la concentration cellulaire de la suspension mére
d ‘E.coll
Appeler un examinateur pour fa mesure d'une absorbance.
A partir de cetie suspension mére, réaliser en bouilion Mueller-Hinton une suspension
contenant environ 107 bactéries.mL™ .
Donnée: correspendance entre absorbance et concentration bactérienne fournie en début
d'épreuve,

A partir d'une solution de conservateur a 128 ug.mL", réaliser en bouillon Mueller-Hinton 10
dilutions en série de raison 1/2 sous un volume finai de 50 uL.

Ajouter 50 pL d'inoculum dans chaque cupule.

Réaliser un témoin.

Recouvrir la microplague d'un film plastique.

Incuber & 37°C pendant 18 h.

Justifier la préparation de ['inoculum.
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Dans un méme tableau, expliquer ia réalisation de la gamme de dilution du conservateur.
Préciser les volumes de solution mére de conservateur, de diluant, d'inoculum bactérien et
indiquer les concentrations finales de conservateur dans chague cupule.

Justifier Ja composition et le réle du témoin.

2 - Contrdle de 'efficacité de la conservation antimicrobienne d'un lait
hydratant {challenge-test).

Ce test permet de vérifier I'efficacité du parahydroxybenzoate de méthyle entrant dans la
composition du lait hydratant.

Selon la Pharmacopée Frangaise, I'essai consiste en la contamination artificielle par une
suspension de micro-crganismes appropriés, le maintien de la préparation inoculée 3 une
température prescrite, le prélevement d'échantillons a intervalles de terps donnés Jg, J;4

et Jpp et le dénombrement des micro-organismes dans les échantillons ainsi prélevés.
Le lait & examiner a été ensemencé avec une suspensiond’ E.coli afin d'ebtenir un inoculum

de 10° 2 108 micro-organismes par gramme de préparation, puis a été maintenu 3 une
température de 20 a 25°C a l"abri de la lumiére,

On a prélevé des échantilfons de 5 mL au temps zéro et on a déterminé le nombre de
microorganismes  viables par dénombrement en s'assurant gue toute activité
antimicrobienne résiduelle de la préparation ait & éliminée.

Le nombre de micro-organismes ainsi déterming est de 7,5 10° UFC/mL au temps J,.

2.2 - Matériel it
@ 4 pipettas stériles de 1 mL.
* G hottes de Petri stériles.
¢ 3 tubes de 9 mL de bouillon trypticase-caseine-soja au LT 100.
* & tubes de 15 mL de gélose trypticase-caséine-3aja au LT 100.

* 1 tube de 5 mL d'échantillon noté " J;, "

2.3 - Protocale apératoire.

A partir du tube " J, ", prélevé au 14°™ jour, effectuer la dénombrement des
microorganismes dans la masse, en gélose trypticase-caséine-soja au LT 100.
Ensemencer en double les dilutions 107", 107 et 107 de la culture.

Appefer un examinateur lors de Iz réalisation d'une dilution.
Incuber 24 h 4 37°C.
Remarque: le LT 100 est un additif favorisant I mise en suspension homogéne, voire la
disselution du produit. ‘

3 - Identification d'up.micro-

Lors d'un controte microbielogique réalisé au cours du conditionnement du lait hydratant, un
contaminant a été mis en évidence,
Ce contaminant est présenté sur gélose ordinaire {hokte notée Contaminant).
Effectuer les examens microscopiques et le test enzymatique permettant |'orientation du diagnostic
Noter les résultats sur le compte rendu et les soumettre 4 un examinateur.
Ensemencer las milieux et la galerie distribués. ,

IMMUNOLOGIE
FICHE A COMPLETER ET A RENDRE AVEC LA COPIE.
1= Organisaticn de la plague:
Concentration en vitamine E(ug.l.") \ ]
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Al

A2 Témoin

B1

B2 Témoin

Cl

Cc2 Essai 1

D1

D2 Essai 2

El

F1

G1

H

2_- Composition des témoins:

Cupule AZ;

Cupule B2:

IMMUNOLOGIE (3% jour) et MICROBIOLOGIE (2827 jour) (85 points)
Durée:2H15

Le candidat commence par 'immunologie.

|- IMMU NOLOGIE (3*™ iour) (35 peints)

Au cours de I'épreuve, |e jury appréciera les qualités d*organisation, la précision tles gestes

techniques, le respect des régles d'hygiéne et de sécurité en laboratolre.

» 1 cristaflisoir pour rejet des liquides de lavage.

# Feuilles de papier filtre ou absorbant.

* Film autocollant.

 Pipette automatique réglable P 100 ou P 200 avec cdnes.
« | ecteur de microplaque: filtre réglé a 405 nm.

* Ftuve & 37°C.

* PBS-Tween; 10 m L.

e Solution de révélation enzymatique: substrat PNPP 3 1 g.L.” en tampon glycine MgCl; pH
10,5; 2 mL.

¢ Solution d'arrét: NaOH 2 5 mol.L"; 1 mL.

e Gants (pour k2 manipulation du NaOH).

I

Vider le contenu des cupules par retournement.

Procéder 2 trols lavages successifs avec 200 ul de PBS-Tween dans toutes les cupules.

Ajouter dans toutes les cupules (A1 2 H1 et AZ 4D2) 100 ulde solution de révélation.

Couvrir d'un film autocollant et incuber 20 minutes a 37°C.

Afréter la réaction par ajout de 50 L de solution de NaOH 2 5 mol L™ (attention: réactif corrosif).
Mesurer les absorbances a 405 nm en faisant le zéro contre I'air (cupule non utilisée).

3-Compte rendu,
3.1 - Donner le role des deux témoins A2 et B2.

3.2 - Présenter le tableau des résultats:

« absorbances brutes (Ab);
+ absorbances nettes (An) en tenant compte des témoins;
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* pour la gamme, logarithme décimal des concentrations en vitamine E (concentrations
données en gL'}

3.3 - A l'aide de I'outll informatique, tracer le graphe A = f ( log[vitamine E] ),
Rendre un graphique 16gendsé.

3.4 - Déterminer la concentration en mg.L™! de vitamine E dans Pextrait faurni, I'incertitude du
dosage étant de 5 %.

3.5 - Conclure, sachant gue la concentration annoncée par le fournisseur est de 10 mg.L",

—MICROBIOLOGIE (2*™ jour) (50 points)

1 - Mesur l'activité du_conservateur par détermination de sa CMI,
Déterminer la CM! du conservateur vis-3-vis de la souche d' £.cof.

2 - Contrdie de |'efficacité de |la conservation antimicrobienne d'un lait hydratant
{challenge-test). ’

Les critéres pour I'évaluation de l'activité antimicrobienne sont donnés dans le tableau en
termes de réduction logarithmigue du nombre de micro-organismes viables par rapport 3 la
valeur obtenue pour l'inoculum.

Réduction logarithmique
14 jours
'_f Bactérles 3
' Champignons 1

Ces critéres représentent |'efficacité qu'il est recommandé d'atteindre.
Exploiter les résuitats du dénombrement.
Conglure.

3 - Identification d'un micro-organisme contaminant,
Lire |a galerie.
Identifier le genre et 'espéce en justifiant tes réponses.

EPREUVE PROFESSIONNELLE DE SYNTHESE.
Deuxieme partie :
REALISATION PRATIQUE D'OPERATIONS TECHNIQUES.
EPREUVE ES.UNITE U52
DUREE : 10 HEURES COEFFICIENT : 8

SUJET 3.

Au cours de I'épreuve, le jury appréciera les qualités d'organisation, la précision
des gestes techniques, le respect des régles d'hygiéne et de sécurité en laboratoire.

PRINCIPES ACTIFS ET EXCIPIENTS .
BIOCHIMIE (70 points)

L'ordre de déroulement des manipulations sera indiqué aux candidats en début de séance.
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Les enzymes sont couramment utilisées comme principes actifs de nombreux médicaments. Pour
agir efficacement, certaines enzymes nécessitent la présence d'activateurs. On se propose de
mesurer I'action d'un activateur sur une protéase: la papaine.

D'autre part, un méme médicament associe souvent deux enzymes. Les deux enzymes peuvent alors
interagir. On déterminera influence de la papaine sur une seconde enzyme: le lysozyme.

Outra les principes actifs, le médicament sous sa forme commerciale comprend des exciplents dont i
faut connaftre la composition pour une utilisation sans risque chez certains patients. Le chlorure de
sodium y est souvent présent et la quantité ingérée doit &tre connue afin de lintégrer dans les
apports journaliars conseillés en cas de régime. On mesurera fa teneur en ions chlorure de I'excipient
utilisé.

1 - Efficacité_de I'activation de la papaine. (28 points)

On se propose de comparer les activités enzymatiques en 'absence ou en présence d'activateur.

1.1 - Principe de la mesure de la vitessg de réaction.
La papaine (EC 3.4.22.2) catalyse I'hydrolyse de nombreuses protéines mais aussi de

substrats synthétigues. On étudie la réaction d'hydrolyse du benzoyl-L-arginine éthyl
ester (BAEE):

yo Papaine

R — + HQ e3> R—0f( + R -NH,.

]

NH-R' OH
BAEE

On mesure la vitesse d'apparition de "acide par titrimétrie selon la méthode du pH-stat.

1.2--Matériel et réactifs.
s pH-métre + solutions de calibration.
¢ Bécher forme haute de 50 mL.
 Dispositif d'agitation magnétique.
¢ Solution de substrat BAEE.
» Solution d'activateur.
» Excipient.
@ NaOH 0,010 mok.L".
s Extrait brut EB.
* P 200 + chnes.

1.3 - Mode opératoire.
1.3.1 - Préparation des 2 extraits,
» Extrait non activé (E): préparer 2 ml. d'une dilution au 1/10 de I'extrait EB,
dans de I'eau déminéralisée,
« Extrait activé (E.A.): préparer 5 ml d'une dilution au 1/10 de I'extrait EB, dans
la solution d'activateur,
Conserver EA § la température ambiante pendant au moins 15 minutes avant la
détermination de I'activité (noter la durée de la phase d'activation). Conserver a
température ambiante une fraction de EA pour la 2*™ partie de 'étude.
1,3.2 - Préparation du milieu réactionnel,
Etalonner le pH-métre.
Dans un bécher de 50 mL, introduire:
« 10 mk d'excipient,
» 5 mL de solution de substrat.
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Amener Je pH & 6,6 + 0,2 2 I'aide de la solution de NaCH a 0,010 mol.L.

1.3.3- ‘activi its d'enzyme.
Ajouter dans le milieu réactionnei 1,0 ml. d'extrait E ou E.A,
Le pH diminue.

Lorsque le pH arrive 4 6,2 + 0,2 (= point de consigne) déclencher le chronomeatre et
ajouter immédiatement 100 1L de NaOH 0,010 mol.L.7 (ou ramener le pH 4 6,2 + 0,2 s'il
diminue trop rapidement).

Noter le temps et ajouter 100 pL de NaOH chaque fois que le pH atteint le point de
consigne,

La durée de la manipulation ne doit pas excéder 5 min ou le volume d'hydroxyde da
sodium versé 2 mL.

1.4- Exploitation des résultats.

Comptéter ia feuville de résultats.

Tracer sur un méme graphe: Vversé = f (t) min pour les deux manipulations 2 'aide de 'outil
infermatique.

Rendre un graphique légendé,

Détarminer pour chague extrait la quantité de BAEE hydrolysé par minute dans les conditions
de vitesse initiale,

En deédulre la concentration d'activité catalytique de chacun des extraits E et EA, en U.mL"
Conclure sur I'efficacité de I'activation en comparant quantitativernent les 2 valeurs.
Donnée: une unité papaine est définie comme la quantité d'enzyme catalysant I'hydrolyse
d'une micromole de BAEE par minute dans les condltions de I'expérience.

2 - Exyde de l'influence de la papaine sur I'activité du lysozyme. (20 points)
2.1 - Principe,
Le lysosyme (EC 3.2.1.17) catalyse I'hydrolyse du peptidoglycane des parois bactériennes.
Son activité catalytique est déterminée par mesure de la diminution, au cours du temps, de
I'absotbance & 450 nm d'une suspension bactérienne.

2.2 - Matériel et réactifs,
* Spectrophotometre réghé a 450 nm.

¢ Cuves 2 usage unigue.

a Suspension de parois bactériennes.
¢ Lysozyme (conserver 3 4°C).

* Papaine activée EA (voir § 1.3.1).
* Solution d'activateur.

2.3 - Mode opératoire,
2.3.1- Préparation des extraits enzymatigues 3 tester.
A partir de 'extrait de lysozyme foumi, préparer les 2 solutions enzymatiques
suivantes:
s Lys, = 0,1 mL extrait de lysozyme + 0,9 mL solution d'activateur.
¢ Lys; = 0,1 mL extrait de lysozyme + 0,2 mL solution de papane EA + 0,7 mL
solution d'activateur.
Conserver 10 min exactement ta solution Lys, 3 la température ambiante avant de
mesurar son activité catalytigue.
2.3.2 = Mesure de |'actjvité.
Dans une cuve spectrophotométrigue A usage unique, introduire 2,5 mL de suspension
tamponnée pH 6,2 (équilibrée 4 25°C) de parois bactériennes.
At =0, gjouter 0,2 mL de solution enzymatique a analyser (Lys, ou Lys,).
Suivre I'évolution de I'absorbance & 450 nm pendant 3 minutes maximum.
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2.4 - Exploitation des résultats.
Déterminer la variation d*absorbance par unité de temps (régression linéaire).

En déduire la concentration d'activité catalytique de chacune des solutions Lys, et
LysZ.
Calculer 'activité spécifique du lysozyme en Fabsence et en présence de papaine.
Conclure sur les résultats.
Proposer une interprétation.
Données;
- uhe unité lysozyme est définie comme la quantié d'enzyme qui provogue une
diminution de 0,001 unité d'absorbance par minute dans les conditions de
1'expérience,
- la concentration en protéines de l'extrait de lysozyme fourni est de 1 mg.mL".

3 -Dosage_des ions chlorures dans l'excipient. (22 points)

La solution médicamentause 3 controler a été obtenue en dissolvant 1 comprimé dans 50 ml d'eau
déminéralisée. Les protéines ont &té éliminées par ultrafiitration. Le dosage est fait sur le perméat.
On se propose de préparer une solution normalisée de nitrate d'argent de telle sorte que 1 ml. de
cette solution dose exactement 2 mg de chlorure de sodium,

3.1 - Pringipe. .
En milieu nautre, les ions argent précipitent les ions chlorure, On utilise comme indicateur de
fin de réaction les jons chromate d'une solution saturée de K;CrO,.

3.2 - Matériels et réactifs.
¢ 1 capsule de pesée,

& 1 entonnoir,

# Solution d’AgNO3 a environ 0,05 mol.". Solution de K,CrQ,.
* Perméat.

« KCl en poudre,

3.3 - Mode opératoire,
3.3.1 - Hﬁpammn_dﬂa,mrnn_étabnﬁuhmumgg_pmmMDL
Préparer 100 mL. d'une solution étalon de KCI 3 environ 0,020 motL".

3.3.2 - Titrage de la solution de nitrate d'argent
Utiliser une prise d'essal de solution étalon telle que le volume de solution de
nitrate d'argent verse soit inférieur & 10 mL.
Ajouter un volume équivalent d'eau déminéralisée et 8 gouttes d'indicateur.
Verser le nitrate d'argent jusqu'a l'apparition d'une teinte saumon.
3.3.3 - Ajusterment de la solution de Ag NOj i
Procéder de telle sorte que 1 mL de AgNO; dose exactement 2 mg de NaCl.
1,3.4 - Dosage des Ions chiorure du perméat (2 essais).
Doser 20 ml de perméat paneutre, les ions argente de nitrate d'argent ( ou par
la solution non normafisée en cas d'échec au 3.3.3).
Donnges: Cl : 35,5 g/mok  Na: 23,0 g/mol; K: 331 g/mol,

3.4 - Exploitation des résultats.
Indiquer ta masse de KCI & peser pour préparer la solution étalon.

Justifier |a prise d'essai de solution étalon.

Calculer la concentration de la solution de nitrate d'argent. CV = 1 %.

Indiquer |a dilution 2 effectuer pour préparer la solution normalisée.

Calevler la concentration massigue en NaCi de la solution testée.

Calculer 'apport journalier en NaCl dans le cas d'une prise de 5 cachets par jour.
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FEUILLE DE RESULTATS
A COMPLETER ET A RENDRE AVEC LA COPIE

N DE POSTE:
1-Activité de la papaine:

EXTRAIT E
NaQH mL
Temps min
NaOH mL
Temps min

EXTRAIT EA
Durée de la phase d'activation:

NaQOH mL

Temps min

NaCH mL
Temps min

2-Activité du lyzozyme:

Temps min
Lys 1 UA

Lys2 UA

3-Dosage des chlorures:
Masse de KCl pesée:

Etalonnage .
Prise d'essai (mL) Volume AgNOQ, (mL) Prise d'essai (mL) Volume AgNO, (ml}
Desage perméat ; VT (M) V2 {ML) & i

MICROBIOLOGIE ET BIOLOGIE CELLULAIRE (90 points)

1* jour Durée: 3 H 30
L'ordre de déroulement des manipulations sera indigué aux candidats en début de séance.

I - MICROBIOLOGIE (55 points)
1 - Dosage microbiologigue d'une selution de lysozyme.

1.1 - Matériel.
s 1 culture sur gélose Inclinée TCS de Micrococcus luteus notée << M »> (2 garder pour
1a troisigéme partie du sujet),
* 2 ml. de solution de lysozyme & 2 g/ L en tampon pH 6,2 notée << L >».
¢ 2 mL de solution << X >> 4 doser.
« 1 gélose Mueller Hinton en hoite de 120 x 120 mm.
* 10 mL de tampon stérile pH 6,2.
¢ 1 flacon contenant 10 mL d'eau physiologique stérile.
+ 1 tube a essai stérila.
* 2 tubes d'eau physiologique stérile (9 mL par tube).
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e 1 tube 4talon 0,5 de I'échelie de Mac Farland.
e 4 tubes 3 hémolyse stériles.

* 2 pipettes 1 mL stériles.

© 1 pipette 5 mL stérile,

« 1 micropipette P 1000.

* 1 micropipette P 20.

o Cohnes stériles.

s 12 disques de papier filtre stériles.

1.2 - Préparation des solutipns de lysozyme.
Gamme &talon: préparer en tubes & hémolyse une gamme correspondant aux dilitions

1/1, 172, 1/4, 1/8 en tampon pH 6,2 de la solution a 2 g/1. de lysozyme (solution "1." ).
Le volume final est de 1 mL.

Solution & doser: préparer dans un tube 3 hémolyse une solution diluée au 1/5 en tampon
pH 6,2 de la solution X.

Le volume final est de 1 mL.

1.3 - Préparation de l'ingculum, .
Sachant gue I'étalon 0,5 de Mac Farland correspond & une suspersion d'environ 108 U.F.C.

" ml, préparer une suspension de Micrococcus futeus & environ 106 UF.C. mLt notée S
(suspension inoculum)
Ensemencer la gélose Mueller Hinton par inondation,
Laisser sécher 15 minutes.

1.4- Réalisation des dépots.
Positionner 12 disques stériles sur la gélose & I'aide du gabarit (annexe 1)
Imprégner chaque disque par 10 W de solution de lysozyme:
® étalons;
» golution X pure;
* solution X diluée.
Chaque solution est déposée en double.
Lalsser sécher 30 minutes 4 température ambiante, puls incuber 48 heures a 30°C.

1.5—Compte rendu.
Présenter sous forme de tableau [a préparation des différentes solutions de lysozyme,

Inciquer la démarche utiliséa pour la réalisation de I'ingculum.

2 - Dénombrement de I'inoculum.

2.1 - Matériel.
+ & tubas contenant 9 ml d'eau physiologique stérile.
» 7 géloses PCA coulées en boite de Petri.
» 7 pipettes stériles 1 mlL.
* | pipette rateau stérile,
» 1 micropipette P 20.
* Cones jaunes stériles.

2.2 - Protocala opératoire.
2.2.1 ~ Réalisation de la gamme de dilution.
A partir de la suspension Inoculum §, réaliser une série de dilutions suivant une
progression géométrique de raison 1/10 jusqu'a la dilution 10°,
Appeler un exarminateur pour la réalisation d'une dilution.

2.2.2 - Ensemencement par la technique de dépdt de micro-gouttes.
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Cholsir trois dilutions 3 ensemencer sachant que cette technique ne permet pas le
comptage d'un nombre de micro-colonies supérieur a 20.

Déposer, en double, sur une gélose PCA, 20 pL de chaque dilution suivant la disposition
proposée en annexe 2,

Laisser sécher 30 minutes et incuber 48 heures 3 30°C,

2.2.3 - Vérifi .

Ensemencer, en double, sur géloses PCA, 0,1 mL de 3 dilutions judicteusement,
choisies.

Incuber 48 heures 3 30°C.

2.3 - Compte rendu,

Indiguer, pour les 2 techniques utilisées, Jes trois dilutions ensemencées. Justifier ces choix.

3 - Vérification des caractdres de genre de la souche Micrococecus luteus.

3.1 - Matériel.
e Culture de Micrococcus futaus sur gélose inclinée (tube M),
* 1 tube d'eau physiologique 2 mL.
* 1 gélose ordinaire en bofte de Petri.
* 1 milieu VF régénéré et maintenu a 45°C.
¢ 1 milieu CTA régénéré et maintenu 3 45°C.
s 1 tube de solution de glucose stérile 4 300 g.L.7,
* 1 flacon d'H,0, 3 10 volumes.
* 5 pipettes Pasteur.
* Matéiiel de base du laboratoire.

3.2 - Pratocole opérateire.

Effectuer une coloration de Gram et fe test catalase.

Ensemencer les milieux de culture fournis,

Incuber 48 heures 3 30°C.

Appeler un examinateur pour 'observation microscopique et fa réalisation
du test enzymatique.

3.3 - Compte rendu.

Rendre compte de 'observation microscopiaue et du résultat du test enzymatigue.

HI- BIOLOGIE CELLULAIRE (35 points)

Avant o' obtenir I'autorisation de mise sur le marché, chague médicament doit subir avec
succés un ensemble de tests dont des tests toxicologiques. Ces tests sont d'abord réalisés sur des
cultures de cellules, puis des animaux et enfin sur des &tres humains. ici, on se propose d'étudier la
toxicité d'un médicament associant lysozyme et papaine sur des cultures de fibroblastes de rein da
singe (cellules Véro).

1 - Matériel et réactifs.

Au_poste de travajl
* 3 mL d'une solution du médicament notd << Med »>>;
° un tube contenant exacterment 9 mL de PBS stérile;
® une pipette stérile de 1 ml.

Au poste de biologie;
* un microscope inversé;
* Une étuve a CO, 3 37°C;
* un dispositif de lavage des mains;
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+ un flacon d'alcool;

& papier absorbant.

« un flacon de cellules Vero repiquées 72 heures avant |a maniputation;

» 15 mL de milieu DMEM complet (additionné de 10 % de sérum de veau foetal, 1 % de
giutamine, 1 % de solution de pénicilline-streptomycine);

+ 3 mL de trypsine-EDTA;

s un tube contenant du PBS stérile;

« 1 pipette de 2 ml, 2 pipettes de 5 mL, 4 pipettes de 1 mlL, stériles;

* 3 flacons stériles de 25 cm?.

2 - Manipulation.

Réakiser stérllement une dilution de 1a solution de médicament au 1/10 dans le tampon PBS.

Observer les callules au microscope inverse.

Procéger au repiquage de 'a culture de cellules selon le protocole suivant:
« &liminer par retournement le milieu de culture usage;
« rincer la surface du tapis cellulaire avec 2 mL de trypsine-EDTA. Eliminer par
retournement;
« inonider la surface du tapis cellulaire avec 0,5 mi- de trypsine-EDTA. Incuber 3 37°C
pendant 5 minutes environ. Survelller le décollement complet des cellules;
» arréter ['action de la trypsine-EDTA avec 3 mlL de milieu DMEM complet;
o ensemencer 3 flacons avec le méme inoculum de 1 mL de suspension obtenue. Les
flacons seront notés FC, FD et FT. Ajouter 1 mL de solution de médicament concentré
dans le flacon FC, 1 mL de solution de médicament au 1/10 dans le ftacon FD, Réaliser le
témoin dans le flacon FT: Ajouter 3 mL de milieu DMEM complet dans chaque fiacon;
¢ Incuber 3 37°C en atmosphére contenant 5 % de CO,.

3 - Compte rendu.
1. Décrire les cellules observées au microscope inversé et conclure.

2. Expliquer la réalisation de la dilution au 1/10 du médicament.
3. Donner sous forme de tableau la composition des 3 flacons ensemencés.

ANNEXE 1
GABARIT DES DEPOTS POUR LE DOSAGE DV LYSOZYME.

E x R LS
x ® ® b3
X Ed X b
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ANNEXE 2
GABARIT DES DEPOTS DES MICRO-GOUTTES.

2&me Jour Durée: 2 H 30
I - MICROBIOLOGIE (55 points)

1 - Dosage microbiologigue d'une solution de {ysozyme.
Mesurer les diameétres des zenes d'inhibition.

Présenter les résultats sous forme d'un tableau,

A I'aide de lFoutil informatique, tracer la courbe étajon: diamétres d'inhibition en fonction du
logarithme décimal de fa concentration en lysozyime en g.L". Rendre un graphe légendé.
Déterminer la concentration en lysozyme de la solution X.

2 - Dénombrement de l'inoculum.
Compter les micro-colonies obtenues sur la gélose PCA,
Donner les résultats sous forme d¢'un tableau.
Calcuter la concentration cellulaire de 1a suspension bactérienne en UFC.mL7,

3 ~ Vérification par la technique de référence.
Compter ies colonies.

Rassembler les résultats sous forme d'un tableau.
Calculer fa concentration cellulaire de la suspension bactérienne en UFC.mL".
Comparer les résultats obtenus par les deux technigues. Conclure.

4 - Vérification des caractéres de genre de la souche de Micrococcus Juteus,
Procéder 2 la lecture des milieux.
Conglure.

Il - BIOLOGIE CELLULAIRE {35 points)

1 - Matériel et réactifs par candidat au poste de travail.
¢ 1 mlL de bleu de Trypan {0,4 %).
¢ 3 tubes a hémolyse vides.
* P 200 ou P 1000 et cones adaptés.
* Hématimétre de Malassez et sa lamelle,
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= 15 ml. de milieu DMEM complet.

* 10 mL de trypsine-EDTA.

« 1 pipette de 2 mL, 1 pipette de 5 mL, 1 pipette de 1 mlL, stériles.
® Gants.

2 - Manipulation.
Observer les cellules au microscope inversé,
Au_poste de travail.
vider les flacons par retournement. Rincer avec 2 mL de trypsine-EDTA. Eliminer par
retournement.

Inonder la surface du tapis avec 0,5 mL de trypsine-EDTA, ncuber A Pétuve pendant 5 minutes

environ. Surveiller le décollement complet des cellules.

Arréter I'action de la trypsine-EDTA avec 4 mL de milieu DMEM complet.
Réaliser une dilution volume 2 volume de chague suspension de cellules avec du bleu Trypan.
Numérer chague suspension celluaire ainsi diluée 3 'hématimétre de Malassez.
Présenter un champ microscopigque & un examinateur.

Entre chaque numération, I'nématimétre de Malassez sera désinfecté puis séché avec du
papier Joseph.

3 - Compte rendu.

Donner les résultats de la numération pour chaque flacon, en nombre de cellufes viables et de

cellules totales par flacon (expliquer les calculs).
Calculer le pourceritage de viabilité pour chague flacon.
En déduire I'action du médicament sur les fibroblastes.

EPREUVE PROFESSIONNELLE DE SYNTHESE.
Deuxidme partie :
REALISATION PRATIQUE D’OPERATIONS TECHNIQUES.
EPREUVE ES.UNITE U52
DUREE : 10 HEURES COEFFICIENT : 8

SUJET 4.

Au cours de I'épreuve, le jury appréciera les qualités d'erganisation, la précision
des gestes techniques, le respect des ragles d'hygiéne et de sécurité en laboratoire.

ETUDE DE LA FERMENTATION LACTIQUE DANS LA FABRICATION DU YAQURT
BIOCHIMIE (70 points)

Durée 4 H

L'ordre de déroulement des manipulations sera indiqué aux candidats en début de séance.

Pour étudier ka fermentation lactique au cours de la fabrication du yaourt, le milieu M suivant est
réalisé;

* yaourt 10 ml;

¥ |git UHT tiédi 3 44°C 190 ml..
Ce milizu M est réparti en tubes stériles a raison de 10 ml. par tube.
Deux lots de tubes sont réalisés:

* |as tubes Ho: tubes immédiatement mis dans de la glace;

* les tubes Ha: tubes incubés 4 heures & 44°C.
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L'étude de la fermentation lactique comportera:
* la détermination de |'acidité titrable produite;
* le dosage du lactose;
* le dosage de l'acide lactique.

1 - Détermination de acidité titrable. (16 points)
L'acldité titrable est I'acidité dosable par une solution d'hydroxyde de sodium en présence de

phénolphtaléine comme inclicataur,

1.1 - Mode gpératoire,

Vider le contenu d'un tube H dans un petit bécher (sf le contenu du tube H est solidifié,
agiter pour le liquéfier),

Rincer le tube avec environ 10 ml. d'eau distillée; recualliiv les eaux de ringage.

Ajouter 4 gouttes d'une solution de phénolphtaléine.

Doser par une solution d'hydroxyde de sodium de concentration C voisine de

0,05 mal.L.? {la concentration exacte sera précisée en salle) jusqu'a teinte rose
persistante pendant une dizaine de secondes.

Noter le volume V de NaOH versé.

1.2 -~ Dosages 3 réaliser.
Déterminer {'acidité titrable sur les échantillons:

* Ho (2 essais)
* Ha (2 essais

1.3- Résuitats,

Compléter la feuille de relevé des valeurs expérimentales.

Pour chague échantillon calculer I'acidité titrable en mmol d'ions H par litre de milieu M.
Convertir le résultat en g d'acide lactique par litre de milisu M.

Donnée: M acide lactique = 90 g.mol" .

2- Dosage du lactose. (26 points)
2.1 -_Principe.
Le lactose est hydrolysé en D-glucose et D-galactose en présence de la p-galactosidase (1),

Le D-glucose est oxydé en acide gluconigue et peroxyde d'hydrogéne en présence d'une
glucose-oxydase (2).

Le perexyde d'hydrogéne réagit avec un chromogéne incolore (amino-4 antipyrine +
phénol)pour donner un chromophore utilisable dans un dosage colorimétrique. Cette
réaction est catalysée par une peroxydase (3).

B galactosidase

(1) Lactose + HyQ -—-- —-mevmme ~» glucose + galactose
glucose axydase
(2) Glucose + 2 H,0 wmew woniememe - acide gluconique + H,0,
peroxydase
(3) 2 H,02, + chromogans =ww—-- -» chromophore + 4 H,0

2.2- Réactifs utilisés.
* L1; Tampon acéto-acétata pH 4,5; 0,1 mol.L,
*1.2; Solution de p-galactosidase en tampon acéto-acétate pH 4,5,
* 1.3: Tampon phosphate pH 7; 1 mol.L™ .
* | 4: Réactif GOD/PQD,
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2.3 - Mode opératoire.
Le factose est dosé a partir de filtrats de défécation des tubes Ho et H4,

2.3.1-

Préparer les filtrats Fo et F4 & partir respectivement des tubes Ho et H4,

Mode opératoire:

introduire dans un bécher étroit:

* Aehamtillon Hvereervmscerrennssieensesmemmssisnen2 ML

* geide trichloracétique a 3 mol.l ... 1 mL

Mélanger doucement et laisser coaguler

* @at) AISTAE....coeerivrrarmeecmessimsinnnseneeenn 20 L

Laisser reposer 10 minutes.

Neutraliser avec une solution de NaOH a 1 mol.L™ en amenant e pH 4 la valeur

7+ 0,5 3 "aide d'un pH-métre.

Transvaser dans une fiole jaugée de 100 mi.

Compléter avec de l'eau distillée jusqu'au trait de jauge.

Filtrer pour obtenir enviran 10 mL de filtrat.

2.3.2 - Dosage du lactoge sur les flitrats F.

Faire deux essais sur chaque filtrat Fo et F4 (travailler en tubes a hémolyse).

Tube Témoin réactifs Essai
Eau distillée 100 pL -
Echantillon - 100 pL
L1: tampon acétg-acétate pH 4,5 200 pl 200 L
L2: solution de p-galactosidase 100 pl. 100 pl

incuber 30 minutes a 37°C |

L3: tampoh phosphaie pH 7, 7 mol.L-1 200 pl. 200 pl
L4. réactif GOD 2 ml. 2 mL

Incuber 15 min a 37°C.
Lire I'absorbance & 510 nm contre lg témoin.

De plus, pour chaque filtrat réaliser un tube << témoin glucose >>, permettant
d'évaluer la présence éventuelle de glucose.

2.3.3 - Etalonnage.

A partir d'une solution étalen de lactose 4 5 mmo!.L, réaliser une gamme de
solutions étalons filles allant de 0 4 5 mmol. L en lactose. Préparer chague
solution avec un volume final de 5 mL.

A partir de cette gamme, réaliser un étalonnage de la méthode.

2.3.4 - Résultats.

Expligquer la préparation du témoin giucose.

Expliquer la préparation de la gamme d'étalonnage.

Etablir fe tahleau de colorimétrie.

Compléter la feuille de relevé des valeurs expérimentales.

Exploiter les résultats de colorimétrie a I'aide de Fordinateur; indiquer les valeurs
expérimentales retenues pour le calcui de ka drolte de régression; donner I'"équation
de cette droite de régression et le coefficient de corrélatlon. Rendre un graphigue
Kgendé,

Dé&terminer la concentration molaire en lactose dans les tubes Ho et H4 en mmol.L7.
La précision du dosage est évaluée & 4 %.

2001 -66



3- Dosage de I'acide | -lactique, (20 points)

3.1 - Principe.
|'acide L- lagtique est oxydé en pyruvate en présence de la L- lactate déshydrogénase (1).
LDH
(1 )L~ Lactate + NAD Trmemmmeee > pyruvate + NADH + H*

La réaction est rendue totale grdce & une réaction couplée catalysée par une alanine-
amingtransférase (ALAT) (2)
ALAT
(2) pyruvate + glutamate --—---—-—=> alanine + 2 - oxoghitarate

La variation de la concentration en NADH,H* est suivie en mesurant 'absorbance & 340 nm.,

3.2 - Réaciifs,
R1: tampon glycyiglycine de pH 10, acide glutamigue, stabilisants.
R2: solution de NAD* .
R3: alanine-amino-transférase (ALAT).
R4: L- lactate déshydrogénase.
Solution contrdle d'acide L- lactique & 0,200 g.L.1,

3.3-

Travailler en cuve UV,

Doser l'acide L- lactique dans les filtrats Fo &t F4 obtenus précédemment.

Faire un essai pour chaque filtrat.

Cuve Blanc Contréle Fo F4

RT (mL) 1,00 1,00 1,00 1,00
R2 (mL} 0,20 0,20 0,20 0,20
Eau distillée {mL) 1,00 0,90 0,90 0,90
R3 (mL) 0,02 0,02 0,02 0,02
Echantilion (mi) - 0,160 0,100 0,100

Mélanger. incuber 5 min 320 - 25°C.
Lire les absorbances A1 A 340 nim contre de I'eau distillée.
R4 (mL) | 0,02 | 0,02 | 0,02 | 0,02
Mélanger. Incuber 20 min & 20 - 25°C,
Lire les absorbances A2 4 340 nm contre de I'eau distiflée.

3.4 - Résultats.
Compléter la feuille de relevé des valeurs expérimentales.
Etablir une formule littérale de calcul de la concentration molaire en acide L- lactique dans
les tubes Ho et H4 et dans la solution contrdle.
En déduire les concentrations massiques en acide L~ iactique dans Ia solution contréle et
dans les tubes Ho et H4 en g.L".
Caiculer les incertitudes absolue et relative de ce dosage.
Données: Eynyyu, = 6,3 10° Lamol cm? .
aclde lactique: M ,qge jactiqee = 20 g.mof’

4- Congclusion. (8 points)

» Déterminer I'augmentation d'acidité titrable dans le milieu M en 4 heures de fermentation en
mmel d'acide L- lactigue.L".

* Déterminer la production d'acide lacticue dans le milieu M en 4 heures de fermentation en
mmol d'acide L- lactigue.L™.

2001 - 67




* Déterminer la quantité de lactose dispary dans le milieu M en 4 heures en mmot de lactose.L™.

FEUILLE DE RESULTATS
A COMPLETER ET A RENDRE AVEC LA COPIE.
N° de poste:

1-DETERMINATION DE |'ACIDITE TITRABLE:

Chutes de burette V {mL} Ho Ha
Essai 1 .
Essai 2

2-DOSAGE DU} LACTOSE;

Tubes

A 510 nm

Tubes

A 510 nm

3-DOSAGE DE |'ACIDE LACTIQUE:

Blanc Contrdle Fo Fa

Al 340 nm

AZ 340 nm

MICROBIOLOGIE ET IMMUNGLOGIE {90 points)
ler jour Durée: 3 H 30

1 - MICROBIOLOGIE (60 points)
1 - Contrdles de laits crus arrivant en laiterie.

1.1 - Dénombrement de la flore totale d'un lait e * 11",
Critére de la norme: moins de 10% UFC par mi, seull maximal égal & 10 fois |a norme.

1.1.1 - Matétlel.
« Echantillon a analyser: lait " L1" en tube 2 vis, 4 conserver dans la glace.
» 6 tubes de 20 mL de gélose dénombrement notes << PCA >> en surfusion.
s 6 boites de Petri stériles.
+ 6 tubes contenant 9 mL d'eau distillée stérile.
¢ 7 pipettes stériles de 1 mL.
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1.1.2 - Mode opérataire,

Réaliser une série de dilutions de raison 1/10 du lait " L1"

Dénombrer dans la masse en double couche.

Faire viser sur le compte rendu fa justification du choix des suspensions
ensemencées.

1.2 - Recherche dg mycobactéries dans un fait cru ¥ 12",
Le fait cru " L2 " a été centrifugé pendant 5 min (4000 tours.min '), puis I'anneau de

créme 3 été retiré,

1.2.1 - Matériel,
* Culot et surnageant du lait ” L2 " en tube & centrifuger conique.
¢ Colerants, réactifs et notice technigue pour coloration de Ziehl {ou une méthode

éauivalente).

1.2.2 - Mode opératoire.

Eliminer le surnageant, puis mélanger le culot avec les quelques gouttes de liquide
restant.

Falre le frottis a I'aide de ce mélange, le sécher, puis le fixer 3 froid (éthanol
pendant 5 min),

Réaliser |a coloration, puis obsarver.

Montrer un champ microscopique 3 un examinateur.

1.2,3 -
Décrire les flores observées. Conclure.

2 - Contréles sur une chaine de conditionnement de yaourts.
Suite 3 des accidents de fabrication dans un atelier de conditionnement de yaourts, divers
contrdles de surfaces sont effectués par des techniques d'écouvillonnage et 3 I'aide de géloses
cantact. D'autre part, un dénombrement de la flore totale de Feau du réseau est entrepris.

21 ir d'un liquide d' .

Un nez de robinet a été écouvillonné a laide d'une solution stérile neutralisante, transférée
ensuite dans un tube d'eau peptonée tamponnée. Ce dernier a été incube a 30°C pour
revivification.

2.1.1 - Matériel,
» Echantillon a étudier: tube d’eau peptonée tamponnée " EP "
» Gélose trypticase-soja en boite de Petri * GTS "

2.1.2 - Mode opératoire.

Réaliser sur [a gelose trypticase-soja un isclement 3 partir de I'échantillon.
incuber 3 30°C.

2.2 - ldentification d'une souche bactérienne provenant d'une gélose contact,
Une gélose contact a été appliquée sur un plan de travail. Aprés incubation, des colonies
sont observées. Ces colonies sont ensuite purifiées sur gélose ordinaire,
2.2.1 - Matériel.
* Souche pure << § >> isolée sur gélose ordinaire.
+ 2 tubes de 2 mL d'eau distillée stérile,
* Réactifs pour tests enzymatiques rapides.
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2.2.2 - Protocole apératoirg,

Réaliser les tests d'orientation.

Présenter Gram et test(s) enzymatique(s) rapidée(s} & un examinateur.

Sur le compte rendu, noter les résultats de cette orientation et proposer une galerie
permettant ldentification compiéte de cette souche.

Faire viser le compte rendu par un examinateur.

Poursuivre Midentification en ensemengant la galerie fournie.

indiguer sur le compte rendu la température d'incubation de cette galerie.

2.3 - Dénombiement de la flore totale par filtration.

2.3.1 - Matériel.

« Appareil de filtration.

« Echantillon 3 étudier: flacon d'eau du réseau, fraichement prélevée << eau de
réseau >>.

» 1 gélose PCA.

«1 membrane filtrante.

* 3 tubes d'eau distillée stérile pour ringages.

2.3.2 - Mode opératoire.

Réaliser la filtration en présence d'un examinateur.
Filtrer 50 ml. d'eau du réseau.

Déposer la membrane filtrante sur fa gélose PCA,

indiquer sur le compte rendu la température d'incubation.

Il - IMMUNOLQGIE (30 points)

DOSAGE DU COMPLEMENT NECESSAIRE A LA SEROLOGIE DE LA BRUCELLOSE

L.a brucellose peyt &tre transmise par voie orale par Fintermédiaire des produits [aitiers crus. La
recherche Indirecte de la maladie est faite soit par des tests d'agglutination, soit par réaction de
fixation du complément {(RFC)
Les résultats sont comparables mais la RFC présente des avantages:

* détection précoce des anticorps,

s phénoméne de zone trds rare,

« ytilisable en microméthode.
La réaction de fixation du complément nécessite de placer dans les cupules une quantité connue de
complément équivalente & 2 unités hémolytiques.
On doit réaliser un titrage du compkément a tout changement de lot du complément et ce pour
chagque sorte d'antigéne utilisé.

1 - Préparation des réactifs.

Le complément est vendu lyophilisé et reconstitué par un réactif stabilisateur qui permet

une conservation a 4°C pendant 4 semaines en récipients clos. La premiére dilution a été
réalisée au 1/2 au moment de Pemploi par du tampon Véronal (VBS) et conservée au
réfrigérateur jusqu'a son utilisation (150 pl. de C étiquetd << C au 1/2 >>).

1.1 -

* Une microplague 4 fond en U.

» Un film adhésit.

» Tampon véronal << VBS >>; 5 mL.

» Complément dilug au 1/2 en VBS, marqué << C au 1/2 »=: 0,2 mL.
» Antigane brucellique " Ag pur ": 50 pb.

 Tube 3 hémolyse.

* Carré de papier fittre.
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1.2 - Réalis
Dans la ligne A d'une microplaque, réaliser une série de dilutions en déposant
successivement le complément dilue au 1/2 et du tampon VBS selon Te tableau suivant:

N°cupule 1 2 3 4 5 6 7 8 9 11011 |12
Complément au 0 | 10 | 10 (120 10 | 10 | 10 8 8 8
1/2 {uL)
Tampon VBS (pl) | 90 | 140 (190 [ 215 | 240 | 265 | 290 | 252 | 272 | 292
Homogénéiser.
1.3 - Pr§ i i !

Diluer I'antigéne au 1/20 en tampon VBS.

1.4 - Dépdt des réactifs (lgne D),
Transférer 25 ul. de complément dilué de chague cupule de 1 2 10 de ta ligne A dans les
mémes numéros de fa ligne D.
Ajouter 25 ul. de I'antigéne dilué au 1/20 dans Jes cupules 12 11,
Ajouter;

® 25 plL de tampon VBS dans les cupules 1 3 10;

& 50 pL dans la cupule 11;

. # 75 pL dans la cupule 12.

Homagénéiser la plague. La recouvrir de papier filtre humidifié de VBS, puis d'un film
adhésif, Placer 16 a 24 ha 4°C.

3- Compte rendu.
Fxpliquer la préparation de la solution diluge d'antigéne brucellique,
Rsprendre le tableau de dilution du cormplément en indiguant la dilution correspendant &
chacune des cuputes.

MICROBICLOGIE ET IMMUNOLOGIE (90 points)

Zéme jour Durée: 2 H30
I - MICROBIOLOGIE {60 points)

1= Dénombrement de la flore totale du fait cru "L1".

Compter les colonies,
Présenter les résultats sous forme de tableau,
Conclure.

2 = Contrdles sur une chaine de conditionnement de yaourts.

2.1 - Liguide d'écouvillonnage.
Orienter le diaghostic d' 1dentaflcatlon de chaque type de colonie.
Présenter les observation(s) microscopique(s) et test(s) enzymatique(s)
a un examinateur.

2.2 - Souche bactérienne provenant d'une gélose contact,
Exploiter les résultats.
Identifier cette bactérie.
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2.3 - Dénombrement des coliformes totaux.
Exprimer le résultat en nombre d'LLF.C. de coliformes totaux par litre d'eau du réseau.
Justifier le calcul.

2.4 - Conclure sur las résultats de ces contriles.
It - IMMUNOLOGIE (30 points)

1 - Réactifs et matériel,
* Une pipette P 1000.
e Une pipette P 100.
¢ Un tube 3 hémolyse vide.
« Suspension de GR de mouton a 2 % en tampon VBS: " GRM & 2 % ".
+ Solution d'anticorps anti-hématies de mouton notée ™ SH ™,

2 - Pré-incubation de la plague de microtitration,
Sortir 1a plaque de microtitration du réfrigérateur et la placer 15 min a I'étuve a 37°C.

3 - Préparation_et pré-incubation du systéme hémolvtigue.
Mélanger:
e 0,5 mL de la suspension d*hématies de mouton 3 2% en VBS (6tiqueté "GRM 22 % "),
« 0,5 ml. solution d'anticorps anti-hématies de mouton {étiqueté "SH" ).
Aspirer at refouler délicatement 3 fois ke mélange pour favoriser fa sensihilisation.
Lalsser 15 min a température ambiante.

4 - DépdL des hématies de mouton sensibilisées.
Déposer, dans les cupules 1 2 12 de a ligne D, 50 L de systéme hémolytique.

Homogénéiser mécaniquement.
Incuber 15 & 25 minutes a 37°C.

5 - Centrifugation.
Centrifuger 3 minutes les microplagues dans des supports spéciaux a 200 g.

6 - Lecture.
Elle peut se faire dans les 2 h maximum aprés la centrifugation.
Observer 3 I'oeil nu l'aspect des cupules et noter:
» NH s'il n'y a pas d'hémolyse
» HP 5'il y a hémolyse partielle
* HT g'il y a hémalyse totale
Présenter la microplaque 3 un examinateur en méme temps que le report des
observations sur la feuille de compte rendu en annexe.

7 - Interprétation - Conclusion.
Apras avoir validé les témains, donner le taux de dilution maximum du complément donnant une

hémolyse compléte. Cette dilution est supposée contenir 1 unité hémolytique.

Sachant que pour une sérologie de la brucellose, on souhaite introduire 2 unités hémolytiques
par cupule avec un dépdt de 25 pl de complément dilué, calculer la dilution du complément
testé A utiliser.
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N° de poste:

FEUILLE DE COMPTE RENDU DIIMMUNOLOGIE,

N* cupule

10

11

12

Compliment
au U2 (uL}

10

10

10

10

10

10

VRS
(uk)

140

180

216

240

265

260

252

272

202

Dilution du
complément

Gomplémant
dlué (pL}

26

25

25

25

25

25

25

25

a5

25

Agdiuéau |
120 (ul)

25

25

25

25

26

25

25

25

25

25

25

Tampan
VBS {uk)

25

25

25

25

5

5

25

25

25

25

50

75

f3RM
senaibiisé ful)

5§50

Aspact

Volumes en pL
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BTS-BIOCHIMISTE SESSION 2001
ELEMENTS DE CORRIGES.

ANGLAIS.

PART ONE
1) Compte rendu (6 points)

Selon la F.8.A, organisme gouvernemental, les aliments blologiques ne sont pas meilleurs que
ceux issus de I'agriculture traditionnelle et les consommateurs, séduits par I'image qu'ils s'en font,
gaspillent leur argent en les achetant.

Les organisations écologiques réagissent vivernent en accusant Sir J. Krebs, président du F.5.A.
d'&tre "déphasé” et mal informé.

La vente d'aliments biologiques augmente de 40 % par an en Grande Bretagne et les
consommateurs sont de plus en plus enclins & payer beaucoup plus cher pour les aliments biplegiques.

Des tests effectuss par des laboratoires indépendants, n'ont trouvé aucun pesticide sur des
carottes cultivées de manlére traditionnelle, pas plus que sur la carotte biologique britannique voire
méme celle provenant de I'étranger. Ceci contredit une étude vieille de deux ans qui révélait la présence
de résidus de pesticides 3 un taux supérieur aux taux légalement admis pour les carottes traditionnelles
tout comme pour les carottes biologiques !

Cependant, personne 4 ce jour, ne connait les effets & long terme des pesticides utilisés dans
{"agriculture.

2) Proposition de traduction (4 points)
Titre; Acheter "Bio™, c'est gaspiller son argent !

Les aliments "bio" ne sont ni plus sains ni plus nourrissants(1) que les aliments cultivés de maniére
traditionnelle et les gens gaspillent leur argent en payant davantage pour les premiers, a déclaré hier le
responsable de I'Agence pour la Nerme Alimentaire(2). {FSA)

Sir John Krebs, le président de cet organisme nommé par le gouvernement a affirmé qu'il n'y
avait pas de preuves gue les aliments "bio" étaient plus sains que les produits cultivés de maniére
traditionnelle. Seton lui, les gens(3) en avaient pour leur argent seulement s'ils souhaitalent s'offrir une
approche holistique de Pagriculture. "D'aprés moi et d'aprés la FSA ils n'en ont pas pour leur argent s'ils
pensent acheter des aliments d'une qualité nutritive ou d'une sécurité supérieures, Nous manguons de
preuves pour corroborer de telles affirmations”, a-t-l déclaré.

I, Recommandations aux correcteurs.

(1) on acceptera dgalement: "nutritifs".
(2) on acceptera également 1'appellation britannique: "Food Standards Agency".
(3) on acceptera également: "les consommateurs - le public”,

1. Motation de la version: 4 points
Notation du compte rendu: 6 points

PART TWO
1) Eléments de réponse pour les correcteurs.

The issues raised in this article are: is it worth paying more for organic food 7 Do you really get more
for your money 7 More guarantses of safety and more food value 7 Sir J. Krebs, Head of the F.5.A., says
you don't. You're only paying for an image - a very desirable but false image - that of haalthier and more
nutritious food stuffs.

On the other hand, environmental groups and organic farmers claim that their produce is really better,
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for they do offer higher safety standards.
Z) Sujet trés personnel.

Toute argumsntation, pourvu qu'elle soit cohérente, devra étre admise.

MATHEMATIQUES.

EXERCICE 1.
Partie A. (6,5 points)

1/ fe) = a(e )»-Bie)
a) () = o'(¢) - B'(t) =- 0,032 (£ )-B(£)) = - 0,032 {r)
Donc ; fi{f )=~ 0,032 fit)
by +0,032y=0 seulement si y=ke®®2! (KER)
) F(0)=of0) -B(0) =30 et £{Q) =k
Donc i k = 30 et = 0032 ¢
2/
a) F(t) = (30/-0,032) ¥ 7 k' (K ER)
F(0)=0 seulementsi: k'=+30/0,032 = + 9375
F(f}=937,5(1-a02¢)
b} B' (t) =0,021 (1)
Done : = " (K'ER}
c)B(0) =10=Kk"
Donc : Bt) =0,021 F{r) + 10

=5/16 (95 - 63 e-1/12%)

(environ B0 mots)

Remarque : pour cette partle et la fin de fa partie B, il ne fallait pas perdre de vue les définitions

initizles.
Partie B. (5,5 points)

1/ tim ot} = (5% 95)/16 = 475/16 car lime ™Y1% =0
t g +00 t » +00
de méme !
lm Pt) = 475/16
t* 100

La droite D d'équation y = 475/16 estasymptote aux courbes de o et p.

2/ 07(t) = (5/16) x 33 x {(-4/125)e "Wy = (-33/100) ¢ “HW1Z5

B' (£} =( 63/100) e #1285
e #1235 posidf pour tout . Donc «'(t) <0et B {f} >0
t | 0 +00 t | 0

+00

o - p +

40
o T 7516 B

3/Pour le tracé des courbes :
bien respecter les unités ; tracer l'asymptote,
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4/11 s'agit de résoudre f{1} <1
soit: 30e%9%F <1q

seulement si: e < 1/30
seulement si: -0,032 ¢ <In 1/30

seulement si: £ > -(In 30)/-0,032
seulement si: ¢t > 106,3

D la diffé 1 A re 1 Jid fe bai inféri 11°C.2 .
de la IQIemeSEZGIIEIE
EXERCICE 2.,

Partie A. (5 points)

i/
a) ¥ est le nombre de succés du magicien a l'issue de 20 tirages successifs
indépendants les uns des autres ; chaque tirage a 2 résultats possibles .
* succeés avec p=1/2
* échec avec g=1-p =1/2
Donc Y suit une loi binomiale de paramétes :

n=20etp=1/2 _Lsmxa_(_zmﬂ,il
B}IP (Y =15) =CY,, (0,5 (0,5) % =0,0148

2/ n=100

a) Z suit une loi normale de parametres
m=np=100x0,5=50 et ¢ = \Mpg = 5
Z_sult 4 (50:5)

B p(Y >60)=p(Z >605) eneffet, on apporte une correction de
continuité car 'on passe d'une variable discréte 4 une variable continue.
Soit: T=(Z-50)/5 alors, T suit A#(0,1)

PL&L@&_DMMM
Iy a done 1,79 % de chance pour que le magicien obtienne plus de 60 succés a I'issue de
100 tirages.

Partie B .(3 points)

1/ Sous Hy, F suit A ( 1/2 A/ (0,5x0,5)/100})
Soit F_suit A { 0,5 ; 0,05}

p(FL1/2 +h)=095 soit G =(F -0,5)/0,05 Gsuit #(0,1)
Alors, 0,95 =p (G <h/005) , seulement si: h/0,05 = 1,645
Seulement si ; h=0,082
2/8ur un échantillon de taille 100, soit fla fréquence des suceés obtenus par le
magicien :
si f>> 0,582 alors on accepte H,
si £< 0,582 alors on rejette H; au risque de 5%,
3/f=0,64 donconaccepte H
Donc on peut considérer qu'au risque de 5% le magicien n'est pas un imposteur (puisque
Hy:p>1/2),
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SCIENCES PHYSIQUES,
PHYSIQUE.

EXERCICE I: Spactrophotométrie.

1-La longueur d'onde de travail doit correspondre & I'absorption maximale: les mesures sont
alors plus précises,

2- a/L'absorbance de la solution est proportionnelle 2 1a concentration en soluté, & 1a longueur
de la solutlon traversée et dépend de la nature de la solution.
A=¢tlc
A: absorbance
€: coefficient d'absorption lnéque (moll,m?)
1; épaisseur de Ja solution traversée (m)
c: concentration molaire (mol.m )

b/ ¢ =Asgl ¢ =0,540/(216x1,10% = 0,25 mol.m?
= -3 -1
M= 158gmol* ¢ =025 10%x158 ¢'=3 Al
c¢/Transmittance T = ® transmis/® incident A=dogT

T=10" -3 T=10%% > T=0288 {ou28,8 %)

3-A' "‘—“A"l-Aj A| =811Cj
¢ = (A" -A)IE —->¢ = (0,544 - 0,540)/ 102x 100
g =4, 10% molm*® = 4, 10° mol.L*

DXERQ.IQE,H' ]B.Hjjgacl- Py l- ]lazngéne ]S

1-Emission d'un positon °,; e : radicactivité "
503 BN 4 %0+ Oy
azote positon neutrino
Conservation de la charge totale,
Conservation du nombre de nucléons,
Conservation de I'énergie fotale,

2 A=n2/T A =0,693/2 = 0,347 min™
A=0,693/2 x60 = 5,77 10-3 5
Alt) = Age™! t=20min A/ Ag=e®H7X0

A/ Ap =107 s l'activité est devenue négligeable
{environ 1/1000 de la valeur initiale -~- nouvelle injection possible,}

3~ Ap=ANy  Np=Ay/A =3,7.107/5,77.10 % No = 6,4.10% noyaux radioactifs.

Linjection de volume v =5 cm?®, de masse m = pv=5g contient donc 6,4.10° molécules
H,C marquées,

Mo =18 gmol®  n=0,28 mol H,0

Niue =028 x 6,02, 104 = 1,67.10% molécules.

Ny /N = 6,4.10° / 1,67.10%% = 3,8, 10°'*

La proporticn de molécules marquées est done trés fatble,
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CORRIGE DU BTS BC 2001

CINETIQUE
1" vérifier que la yéuction est du premier ordre

Soit v la vitesse instantanée de disparition du chlorure de terbutyle

et ¥ la concentration molaire da compesé restant aux instants t considérés.

ax
Par déﬂnit.iqn PV, R

8i la réaction est dfordre 1, mlora : v = kx

En égalant ces deux expressions de la vitesse instantande on ohtiant

une équation Aifférentielle de la forme :
' - X e
gt

Cette équation différentielle admet une équation intégrée équivalente

de la Forme !
1nx--kt+1nxa
¥, représente la congentration initiale en chlorure de terbutyle
X est une constante de proportionnalité appelde constante de vitesse.

i la réaction est d’ordre 1, la relation précédente est vériflée, ce
qui signifie gue la fonction In x = £(t) est une fonctlon affine du temps.
Elle davralt done &tre représentée par upe drolte décroissante ne
pagsant pas par 1l’origine :
~ de coefficiemt directeur -k
-~ d’ordonnde & I’origine 1n L

Ceompléter le tableau suivant :

temps 0 0,5 1 2 4 6 8
hauras

x - 0,0510 0,0474 0,0442 0,0381 0,0284 0,0213 0,0158
el .L

inx - 2,98 | ~3,06 | -3,12{-13,27 | =3,86 | -3,85 | - 4,15

Tracer la courbes 1n x = F(t) ot vérifier qufelle est reprémentde par
une droite décroigsante ! la réaction d’hydrolyse du chlorure de terbutyle
aest une réaction d’ordre 1.

2" Comstante de vitessa

la droitd tracée a pour coafficlent directeur -k et passe‘par les points
M(tu = 0, ¥, = - 2,98) at N(t. = 6, y = 3,85) :

Y, " ¥, ~ 2,98+ 3,85 4o 1u oyt
i *

k = = — = -
» w

La valeur trouvée est voisine de la valeur attendue : 0,146 T
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3" Yemps da demi-réaction

Démontrer que pour uhe réaction dfordre 1 @

= AR 2 . Iny
Ve Sl s ri AR

Détermination graphigue :
ay kenps t = o

au temps t = tm

-k 0

4" Quantité de matiadre d’alcool formé & 1instant t =~ 7 houres

%X = 0,0510 wol.l*
° x

x = —3— = 0,0285 mel.L"*
LR
done In 2 =~ 3,67
1/a
parter gotte valeur sur la courbe In x = f(t)

ot déterminer 1:“z = 4,75 heures

b’apraés 1/dquatlon de rdaction : C = ¢

og : O

Donc & O
n0R, fered ]
Comtie la réaction est dlordre t : In X = = kt + 1n X

Dfol 1 Q
o

} e

forud

ROl Ayant gl aol Larmd
=X -~ X

=0 -a
RO ayant vdag) Wt taitial tob vestant ]

=X - X

X=x et
a

- - -kt
=X o-xX= xnfl ] }

= 0,0810(1 = @™
= §,0325 mol.L™

ghmtug(ﬁ)

bun 4395 & ) ' j
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| CHINTE ORGAWIGUE ]

1* Représentation semi-développde plane du composé A

HC cH, °

* e I<cn

L

2" Eguation-bilan de la réaction
: Br
CH=-CHe=¢C~-CH~CH +H~ Br — s CH - CH - ¥~ i - o
3 1 I s E] z | a
CH CH CH €H

B : composé majoritaire
3-broma-2, 3-dinéthylpentane

s CH - B - Bn ~ o - cn
LI 1 ) a

Br l::lia CH,
¢ : composé minoritaire

4-bromo-2, I-diméthylpentane ?
2-bromo-1, d~diméthylpentane ?

Le compusd C possdde deux atomes de carbone asymétriques {carbone
tétragonal porteur de 4 substitvants diffdrents). De plug, C ne présente pag
de plan de symétrie : il possiéde donc 2 = 4 ptérdoisomdres.

3* Stérévicomtre (R) da B

La composé B posséde un carbone asymétrique, Il présente 2 isondras
optiques, appalés dnantiomdres, un de confliguration abgolue R, l’autre de
configuraticon absolue 8. :

Pour déterminer 1a configuration absolus, il faut olasser les
diifé:irents substituants du carbone asymétrique dans l7ordre décroissant de
priovité :

- d’abord considérer les atomes da premier rang (ceux directement lide
au carbone asymétrigque) et les classer par huméros atomiques décroissants:

- B*il ¥ a ambiguitéd entre deux atomes de premier rang, appliguer 1a
régle de priorité aux atomes de deuxiime rang, puls de troieibme rang et
ainsi de sulte juagu’s ce que l'amblguitéd =moit levde,

cH H e
—Br>—c;-:;r’>—cfn >-QéN
o cn ~H

L] 3
Regarder la molécule dans lfaxe de la liaison de naindre priorité, le
carbone Regymétrique masquant le swbstituant de moindre priorité :

HC CH
N

CH
I . ) isomdre R
AN

Br CH - CH
z )
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Représentation de Cram de lfisoméra R :
CH;, CH
ol

Cllgy“~CHy—CHy

4° Equation-bilan da la Téaction

CHJ ?Ha
cn;cu—cn-éﬂ—ca + Mg Ltk amydve, oy —CI:H—fI.‘.'H-CH-CH’
: 2 2
b bu Mg &N,
Br
[ B

5° Boquations-bilans des deux Stapes

i g
CH.-?H-EH-GH-CH, + cua-c:i*-(: ——— CH~CH- Cif - CH - CH - CH = CH

|
Mg OH_ CH CH_
5l
E
OwMg-Hp cna ?H t',‘HI
CH -CH -CH - ?H— CH- CH- CH +H =~ OH ——— cﬁ;m.-cﬂ—cn-én»cmcﬂ
1 L]
CH, o

a k]
¥ : 4,5,6-tximéthylheptan—3=~o]
4
{MgBrom)
1

1 P,
5 Hg[OHE‘+T(Hq’+2Br)
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_BIQCHIMIE - BIOLOGIE
"Stress cellulaires”

Partie A- Das exemples de stress chez les Eucarvotes

1.1 C'est la pragsion hydrostatique (la force) exercée par le sang sur la paroi des vaisseaux que sont les
artéres.

1.2 Volume systolique : volume de sang éjecté par chaque ventricule & chague contraction.
Débit cardiaque moyen: 80 mL x 70 = § 600 mL/min,

1.3 Les deux composantes : systéme orthosympathique et systéme parasympathique.
Localisation: thoraco-lombaire pour le systéme ortho, ; cranienne et sacrée pour le para.
Chaine de ganglions latéro-vertrale pour 'ortho.

Neurotransmetteur terminal : noradrénaline pour Forthe . acétylcholine pour le para.

1.4 La correction de I'hypertension se fait par mise en jeu de mécanismes hypotensifs (consécutifs 3 la
stimulation des barorécepteurs de la crosse de l'aorte et du sinus carotidien), mécanismes réflexes
végétatifs.

- diminution de 1a fréquence cardiaque (effet chronotrope négatif) : par |'action cardiomodératrice
du sytéme para., et levée de I'effet cardioaccélérateur de V'ortho.

- diminution du valume systollgue par levée de I'action de l'ortho., d'oll la diminution de la force
de contraction des fibres cardiaques (effet inotrope négatif).

~ diminution de la résistance périphérique par levée de leffet vasoconstricteur du systéme ortho.
D'ol la vasodilatation.

2.1. Oiminution du nombre de cellules viables, donc augmentation de la mort cellulaire ; fonction de la
durée de I'anoxie (trés importante apras 4h ; moins importante jusqu'a 2h)

2.2.1 Phases :

-G1, pour croissance cellulaire ; synthése de "matériaux” cellulaires : ARN et protéines
{ enzymatiques et structurales)

-§, synthése d'ADN (doublement de la quantité)

-G2, croissance caractérisée par des synthéses spécifiues (protéines nécessaires a la division
cellulaire}

M, mitose ; ensemble de phénoménes cytologiques présentant fa succession de 4 phases
permattant ['obtention de deux cellules filles, identiques entre glles et identiques a la cellule mére.

2.2.2 Les collules tumorales sont des cellules "transformées" qul sont devenues "immortelles™.
Cette transformation se traduit par

-une perte de la différentiation (dédifférentiation)

-perte e finhibition de contact et de la nécessité d'ancrage sur un support (en culture, plusiews
couches cellulaires vont se superposer) ; le cycle cellulaire est déréglé.

-I'acquisition de "marqueurs” tumoraux (protéines spécifiques, recherchées pour le diagnostic
précoce de cancers)

- des modifications qualitatives et quantitatives du patrimoine génétique (cellules aneuplofdes).

2.2.3 Durée du cycle cellulaire : 20h

La densité cellulaire est multipliée par 4 entre t, et to+ 40h; donc, doublement en 20h (vérifiable sur les
autres temps)
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2.2.4 * un pic représente le nombre de cellules ayant une intensité de fluorescence donnée, ¢'est-a-dire
une quantité donnée d'ADN, la méme pour toutss les cellules du pic.

* e pic 1°1 correspond 2 des cellules qui ont deux fois moins d'ADN que celles du pic n°2
(intensités de fluorescence 100 et 200). Le pic n*1 correspond donc & des cellules en phase G1 et le pic
n°2 2 des cellules en phase G2 ou M (aprés la phase S, I'ADN a doublé).

* entre les deux pics, on trouve les cellules dont la quantité d'ADN est en train de croftre pour
doubler {I'intensité de fluorescence passe de 100 3 200) : elles sant en phass S.

2.2.0. Entre s jour 1 et le jour 4 les cellules se sont multipliées abondamment ; or on constate que fa
guantité d'ADN dans la population cellulaire est trés différente de ce gue I'on observe sur I'histogramme
pracadant (avec des intensités de fluorescence inférieure & 100 ; beaucoup de cellules autour de 50).
Done de nombreuses celiules sont aneuploides,

3.1. Phosphorylation oxydative et théorie chimic-osmotique.

3.1.1, Signification des chiffres du document 2.

1: espace intermambranaire  2: membrane interne mitochondriale  3: matrice  4: NADH-DH
5 fumarate B:cytc 7:cyta/a3 oxydase  8: Fo-F1 ATPase ou ATP synthase

3.1.2. Caractére lipophile (Déplacement aisé dans la membrane).
Potentiel d'oxydo-réduction (transfert des électrons de | ou Il & [H).

3130, H¥]exe / [H*] it = 6,3 AG= - 4,7 kJ/mol dans le sens ext —> int
déplacement thermodynamigue; ext -—-> matrice

3.1.3.2. Pour gue le retour des protons dans la matrice soit couplé avec la synthase d'ATP il faut au
moins que :
AGgrad de pH * AG synthase =0

3.1.3.3. A¥=- 0,25V pour le transfert simultané de deux charges positives (deux protons).
Excés de charges + dans 'espace intermembranaire. Potentie! de membrane plus élevé 2 'extérieur.

3.2, Stress oxydatif lors de |'accident vasculaire cérébral.
3.2.1. A= élément pré-synaptique / B= élément post-synaptique / C= espace {fente) synaptique / D=
vésicules synaptiques / E= mitochondrie.

3.2.2. Agoniste = se fixe sur le méme réceptewr et mime l'effet du neurctransmetteur
Antagoniste = ge fixe sur ie méme récepteur et ne provogue aucun effet

3.2.3 On observe une Jégére dépolarisation d’environ 10 mV (ppse, pour : potentiel post synaptique
excitateur), conséquence d'une gntrée d'ions positifs (Ca2+, puisqu'il ¥ a augmentation du calciun
cytoplasmique d'aprés le document n°3).

3.2.4 Le NMDA provoque aussi une dépolarisation, comme ke glutamate. Or il a une analogie structurale
avec celui-ci ; il pourralt donc occuper le récepteur et provoquer ainsi son activation, comme lg
glutamate.

Le D-AP5 est également analogue structural du glutamate ; J| pourrait donc se fixer sur le récepteur,
mais la chaine tatérale plus grosse (un -COOH phosphorylé) empécheralt l'ouverture du canal calcigque et
la dépolarisation ne pourrait se faire, d'ol 'absence d'effet.

Autre explication : le D-APS, trop gros, ne peut se fixer sur le récepteur du glutamate),

3.2.5.1. Le transfert d'électrons étant “"shunté” au niveau de I'ubiguinane, le pompage des protons hors
P p

de [a matrice grace au transfert d'électrons et laur retour exergoniaue dans la matrice seront moins
importants, La synthése d'ATP sera donc réduite,
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3.2.5.2. La concentration faible en calcium cytosolique est maintenue grace a des ATPases membranaires
{plasmique et du réticulum endoplasmigue). Le manque d'ATP provogue donc une diminution du
fonctionnement de ces pompes, entrainant une accumulation de calcium dans le cytosol.

3.3. Role protecteur du giutathion
3.3.1. Formule développée du glutathion

¥
HOOC—CH —CHz —CHz — CONH CONH COOH
| e’ “cH
NHz 1 i
(‘ZHZ H
SH
4.3.2. Deux molécules sont énantioméres lorsqu'elles sont chirales {image 'une de I'autre dans un
miroir).
La glycine n'a pas de carbone asymétrique. Pas d'énantiomére.
COOH COOH
H—C —NH2 NHp—C—H
CHSH CH55H
D~ cystéine L~ cystéine

3.3.3. Si pH> pKa, alors fonction déprotonée. lonisation du glutathion dans les conditions celiulaires: 1
charge positive

334,
étapa a) enzyme: hexokinase substrat: ATP produit: ADP
étape h) enzyme: glucose 6 P déshydrogénase  substrat: NADP* produit: NADPH,H*
étape lactonase: substrats: H20 et mokécule 3: 6P gluconolactone
étape ¢) enzyme: ac. G P gluconique déshyd™ substrat: NADP+ produits: COz et NADPH,H*

Partie B-Des gxemples de stress chez les Procaryotes.
1-Eléments de taxonomie et de physiologie bactérienng.

1.2, 70% de similitude (complémentarité) entre las séquences d'ADN das deux bactéries.
1.3. non. On peut avolr un méme GC% avec une séquence différente.

1.4. germe opportuniste: germe n'affectant pas un organisme sain, mais pouvant causer une maladie
chez une personne affaiblie.
infection nosocomiale: maladie survenant en milieu hospitalier.

1.5. acides teichoiques, adhésines, fimbriae, capsule, ...

1.6 . cible des B-lactamines: au niveau de la paroi, enzymes catalysant ka réaction de transpeptidation et
PLP (protéines liant la pénicilline}

cibles possibles pour un antibiotique: acteurs de la réplication, acteurs de la synthése protéique,
membrane plasmique.

- ' Enterococcys fagcalis iti g stress.

2,1.1. G: temps correspondant 3 un doublement de population (ou temps moyen entre deux divislonsg
successives), G voisin d'une heure. :

2.1.2. Gen milieu DM > G milieu CC
Le milieu CC est un milieu riche, avec de nombreux substrats utilisables rapidernent par la bactérie.
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Le milieu synthétique DM est limitant de la croissance (il ne contient pas tous les nutriments reguis).
2.2, Le taux de croissance p diminue dong le temps de génération G augmente car G = [n2/ ..
2.3.1. Sortie d'eau, canservation de fa forme (résistance mécanigue due 3 la parol)

2.3.2. . L'absorbance diminue quand la concentration en NaCl augmente. Done la production de biomasse
diminue quand la concentration en NaCl dans ke milieu DM augmente.

NaCl en forte concentration entrave la multiplication des bactéries, et il n'y a plus de craissance quand
Crag = T mmol/L {ou 0,8 < Cyy mmol/L < 1,0).

Cette valeur correspond 4 la CMI en NaCl, concentration la plus faible 3 partir de laquelle fl n'y a plus de
croissance visible.

2.3.3. En milieu additionné de NaCl 2 0,75 mol/L, le taux de croissance est fortement diminué; la
quantité de blomasse en 10 heures est environ trois fols plus faible que celle du contréle,

En milieu additionné de NaCl 4 0,75 mol/L et de glycine bétsine a 1 mmol/L, le taux de crolssance et [a
quantité de biomasse en 10 haures sont pratiquement les mémes gue caux du controle.

La glycine bétaine semble donc avoir un effet osmoprotecteur sur la bactérie.

DE D" H

[ EVALUATION DE LA FRAICHEUR DU POISSON)

1. EVALUATION DE LA FRAICHEUR DU POISSON:V'examen bactériologigue,
] 1 E I ] | [ I N I T

1.1.1. Mésophiles : microorganismes dont la terpérature moyenne de développement se situe entre 20
et 40°C (3 37°C pour les pathogénes ou 30°C pour les germes de I'environnement)

1.1.2. Psychrotrophes : se multiplient aux températures de réfrigération mais avec un optimum situé
entre 10 et 30°C. Les psychrophiles ont une température optimale de croissance comprise entre 0 et
15°C.

1.1.3.1. Les coliformes, dont le dénombrement est désigné sous le nom de coliformes_totaux sont des
« hacilles Gram-, oxydase -, AAF, capables de se multiplier en présence de sels biliaires et de
fermenter le lactose avec production d’acides et de gaz en 48 h & 30-37°C ». Les coliformes
thermotolérants sont des coliformes cuftivant 3 44°C. Les coliformes themotolérants sont les
indicateurs d'une contamination fécale récente par défaillance technologique ou hygiénique alors que les
coliformes totaux se reciutent parmi les germes de Penvironnement dont certains sont psychrotrophes,
non thermotelérants et non significatifs d’une contamination fécale.

1.1.3.2. Les quaiités d'un bon indicateur sont :

- épidémiologique : présence corrélée 3 "apparition d'infection ,

- érologigue : &tre spécifique des animaux et absent de I'environnement |,

- sensible : plus nombreux que les pathogénes et abondant dans les faces.

- bactériplogigue : étre plus résistant que les pathogénes aux désinfectants,

- technicue : &tre facile 4 détecter, 4 identifier et ce 3 moindre colt,

- laxonomique : dtre classé en tant qu'espéce.

1.1.4.1.

- addition de facon homogéne de 1 mL de dilution,
- coulage de la gélose nutritive en surfusion (46°C),
- agitation et prise en masse,

- addition d'une couche de gélose blanche.

1.1.4.2. Eviter Penvahissement des colonies en surface de gélose nutritive.
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1.1.5. -au départ la flore indicatrice en valeur absolue est trés faible et représente de 0,1 2 1% de la
flore saprophyte totale /g de poisson,
-le développement de la flore indicatrice est, & partir de 8h, moins rapide que celui de la flore totale,
- stabilisation des flores aprés 29 h d’entreposage.

1.2. Impédancemétrie.

1.2.1. L'équation de la droite de régression est Ln(N) = -2,39.Td + 25,43 et le coefficient r est égal &
-0,9998 (valeur négative car Ln(N) et Td varient en sens inverse) ce qui montre que le log du nombre
N de coliformes thermotolérants/g obtenu par la technique du NPP est bien corrélé au temps de détection
T qui gst d'autant plus petit que N est grand,

1.2.2. Graphiguement Td_= 5 h correspond & une brusque élévation de la conductance du milieu inoculé
avec 1 g de poisson contenant 7,1 10° coliformes thermotolérants (cf équation précédente).

1.2.3. Comparée 4 la méthode de dénombrement dans 1a masse, cette méthode estrapide et ne nécessite
gu'un temps d'incubation réduit.

2. EVALUATION DE LA FRAICHEUR DU POISSON: e dosage de 'ABVT.

2.1, Méthode de référence.
2.1.1.1. étape 6. 1.
- L'acide perchiorique sert de déprotéinisant: précipitation des protéines de 1a chair de poisson afin de les
&liminer, par fa suite, du milieu réactionnel.
- la précipité contient donc les protéines et le filtrat contient les petites molécules azotées (ABVT)
- 'ammoniac et les amines sont en milieu acide fort: ces molécules seront donc totalement protonées
(forme acide)
NH, + H — NH,*
R-NH, -+ H*— R-NH;*
2.1.1.2. étape 6.2.
- Ia soude sert 3 neutraliser les acides présents dans le milieu réactionnel:
* |as constituants de I'"ABVT
NH;* + OH —> NH; + H0
R-NH;* + OH —> R-NHp + H,O
* 'acide perchlorique en exces
- P'entrainement 2 la vapeur va chasser tous les composés volatils qui étaient dissous dans le milieu
réactionnel.
- ['acide borique (acide faible) va réagir avec les composés basigues volatils pour donner des sels non
volatils.
NH; + (H4CF) —-> NH,CF
R-NH, + (H*CI) -—> R-NH3*Cl
2.1.1.3.
L'essal "3 blang" est une manipulation réalisée sans extrait de poisson, mais avec tous les autres
réactifs,
il sert &:
(1) tester la pureté des réactifs utilisés: ceux-ci ne doivent pas contenir d'impuretés azotées.
{2) tester 1'état de propreté de 1'appareil qui ne doit pas contenir de traces d'azote.

2.1.2. Principe de la détermination de I'ABVT:
(1) extraction préalable de 1'ABVT:
on précipite les protéines de la chair de poisson par Facide perchlorique.
le précipité est &liminé par filtration et 'ABYT se trouve dans le filtrat,
(2) dosage proprement dit:
(2.1.) les composés de 1'ABVT (sous forme acide) sont neutralisés par la soude en excés: on obtient
de 'ammoniac et des amines volatiles.
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(2.2.) 1"ammoniac et les amines volatiles sont ensuite chassés du milisu réactionnel par entrainement
A la vapeur.

(2.3.) aprés refroidissement, ils sont fixés dans 1'acide borique et dosés par une sclution d'acide fort
titrée en présenca d'un indicateur de pH.

2.1.3.1. C = corrosif O = comburant

2.1.3.2. I faut se protéger les mains (gants) et les yeux (lunettes); il faut travailler sous une hotte
ventilée, Il faui éviter toute élévation de température. |l faut faire attention a llinflammabilité de matiéres
organigues imbibdes d'acide perchlorique (coton, papiers ).

2.1.4.1 Les outils de calculs

= Ny (cf équations)

Mgy = Gy« V

MMNesssi = Ny . My

MNra = MNesoq + Viara Vs

ABVT = mNtDta!/ mpnissun = CHC! -V MN- vtolal /Vessa\- 17 mpuissnn

2142 V=V, VlViea =90+ 10 =100 mL et V=50 mL

ABVTE (mg. 100 g') = (V; =Ve) ¥ 107 * 102 * 14% 10% * 100/50% 1/m* 100

2.1.4.3. Cette valeur représente I'écart permis entre deux mesures faites dans des conditions
identiques,

2.2 Etude de dégradation contrélée.
2.2.1.

temps (h) 1 5 8 24 29 32
ABVT (mg.100g) [ 16,24 | 17,36 | 19,85 | 32,87 | 60,87 | 62,61

2.2.2.
La limite en ABVT pour les espéces de la catégorie B est de 30 mg/I00 g donc aprés 24 heures de
conservation & la température amblante, le poisson est impropre A la consemmation humaine.,

3) EVALUATION DE LA FRAICHEUR DU POISSON: le dosage de I'histamine.

3.1. Dosage de I'histamine par CLHP,

3.1.1. Méthode de haute résolution: granulométrie fine (5 pm ici }, nombre de plateaux théoriques
élevés,

3.1.2. Phase inverse : C 18 = longue chaine carbonée de 18 carbones, radical apolaire.

3.1.3. Un ou plusieurs paramétres de la phase mobile varient au cours du temps,
Le parametre modifié dans le gradient présentd est la polarité, Augmentation du % d'acétonitrile, donc la
phase mobile est de plus en plus apolaire.

3.1.4. 1R cadavérine > tR putrescine. La phase stationnaire est apolaire, plus le composé sera apolaire
plus le temps de rétentlon sera impertant. La cadavérine posséde un carbone supplémentaire donc elle
est plus apolaire que [a putrescine,

3.1.5. .Le principe d'un dosage utifisant I'étalonnage externe.

- Réalisation de solutions &talons d"amines biogénes 2 différentes cancentrations.

- Tragage de [a drolte d'étalonnage A = f(c) pour chacune des amines et détermination da I'équation de
régression + 1.

- Report de Faire des échantillons sur la droite précédente et détermination de la concentration en amine
dans les échantifons injectés.

Son principal inconvénient: le velume d'injection doit &tre parfaitement reproductible car A=K *n et
n =c * Vinjection

3.1.6.1. Ech 1 =3,8 ug.mL"! Ech2 = 7,7 ng.mL"
3.1.6.2. Ech 1 = 34,2 mg.kg™ Ech 2 = 69,3 mg.kg”
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3.1.6.3. Rendement: Ech 1 = 68,4 % Ech2 =69 ,3%
3.1.6.4. Conclusion: rendements équivalents,

3-2- Détection et dosage de histamine selon une méthode immunoenzymatique
3-2-1 Légendes

o k

Histamine Anticorps anti-histaming

&
Conjugué : anticorps anti-lgG de lapin margué 3 la peroxydase

Etape ¢ : addition de Phistamine

11107

Etape d_: addition des aniicorps anti-histaming

£ B

14111

Incubation : 1 heure 3 température ambiante
ECiape e : lavage

T 7777

Il y a compétition entre Phistamine fixée et I'histamine libre pour la fixation de Panticorps

£tape f : addition du conjugué

:)J:'
:}JJ
DA o &

[ 1111

Incubation 30 minutes 3 température ambiante
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Etape g : lavage

2009

[TTTT

* Les lavages sont particulidrement importants car ils permattent M'éfimination de tous les réactifs
qui ne sont pas fixés, [ls doivent étre réalisés avec le plus grand soin,
Il est également important de bien homagénsiser la plague et de respecter les temps d’incubation,

* Il s'agit cfune technique immunoenzymatique par compétition : il y a compétition pour la
fixation de Fanticorps anti-histamine sur I'histamine fixée au fonds des puits et Ihistamine Iibre.
Plus la concentration en histamine libre de P échantillon ou de 'étalon est &levée, moins il vy a fixation de
I'anticorps sur I'histamine adsorbée.

3.2.2. La sensibitisation consiste en |a fixation de Phistamine au fond des puits, par adsorption.

A noter que cette sensibilisation dolit obligatolrement étre suivie d’une saturation des sites des
microcupules, aves par exemple une solution d’afbumine, afin d’empécher Fhistamine libre & doser,
ajoutée lors de Fétape ¢, ne s’adsorbe elle aussi.

3.2.3 Technique directs :

RARE

Inconvénients : |l est nécessaire de disposer d'un conjugué spécifique différent pour chaque type de
substance & doser, d’olt un codt élevé {les conjugués sont coliteux et de conservation limitée}

Technique indirecte

fE}_-L-tI

[ 1177

Avantages : Un seul type de conjugué est suffisant & condition que I'anticorps marqué soit choisi de
telle fagon quit s’agisse toujours d’une 1gG de lapin.

3.2.4
Etalons Echantillons
2 3 | & | 5 8 | & E ]
Al 1491 | 1275 | 0,893 | 579 | BAOE | 1428 0,968

{1 essaf)

1470 | 17282

A2 (2°™ essai) 0iaes | 0422 | 1,404 | 0942

Moyennedes | 1,706 | 1,480 | 1,278 | 8902 | D572 | 6,415 | 1416 | 0955
Absorbances
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Pourcentage 100 86,7 74,9 52,9 33,5 24.3 83 56
Yabsorbance

P
C (ug.L") 0 50 150 450 1350 [ 4050
Log C - 1,699 | 2,176 | 2,653 [ 3,130 | 3,607

3.2.5

Pour P supérieur § 75% (correspondant 2 des concentrations d'histamine inférieures 2 150 Hg.L), on se
situe au voisinage du seuil de détection, la variation de P en fonction de logC est faible et le dosage est
dong peu précis, voire aléatoire.

3.2.6
Echantilion E_: par report sur la courbe, on trouve:
log € =19
ce qui donne pour l'extrait C; = 80 pg.L"
Pour I'échantillon de poisson, on a donc:
X = 50 C; = 4 000 py.Kg"
Valeur faible entachée d’une grande incertitude puisgue P > 75%.
Echantillon_F_: par report sur la courbe, on trouve;
fog C; = 2,6
ce qui donne pour Pextrait Cr = 398 gL
Pour I'échantilion de poisson, on a donc
X = 50C ~ 20000 ug.Kg*
Valeur fiable puisque correspondant 2 la partie linéaire de la courbe.
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EPREUVE DE FRANCAIS.
DUREE : 4 HEURES COEFFICIENT : 3

Cette dpreuve étant commune avac le BTS Biotechnologies, le sujet n'a &té reproduit que
pour la partle "BTS BIOTECHNOLOGIES" de ces annales.

EPREUVE D’ANGLAIS.
DUREE : 2 HEURES CQEFFICIENT : 2

Cette épreuve étant commune avec le BTS Biotechnologies, le sujet n'a 6té reproduit que
pour |a partie "BTS BIOTECHNOLOGIES" de ces annales.

EPREUVE DE MATHEMATIQUES.
DUREE : 2 HEURES COEFFICIENT : 1,5

Cette Epreuve étant commune avec le BTS Biotechnologies, le sujet n'a été reproduit que
pour la partie "BTS BIOTECHNOLOGIES" de ces annales.

EPREUVE DE SCIENCES PHYSIQUES.
DUREE : 2 HEURES COEFFICIENT : 2,5

SCIENCES PHYSIQUES

* La clarté des raisonnements et la qualité de la rédaction interviendront pour une part importante
dans ['appréciation des copies.
¢ L'usage de fa calculatrice est autorisé.

1), CHIMIE ORGANIQUE (12 points)

1) Sur I'amine A, de formule brute C,Hy,N, on fait réagir I'acide nitreux HNG, (NaNO, + HCI) en
mitieu aqueux. Il se forme un alcool B.
a) Quelle est {a ¢lasse de "amine A 7
b) L'amine A est une molécule chirale, établir sa formule semi développée plane.
¢} Représenter le stéréoisomére (S) de 'amine A en perspective cavaliére {cu représantation
de Cram) en rappelant les régles utilisées.

2} Dorner {a formule semi développéa plane et le nom de Falcool 8. Préciser & quelle classe
appartient cet alcool.

3) On traite B avec le pentachlorure de phosphore PCly
B+ PCl; —> C {de formule bruts C,HCl) + POCIy

Ecrire I"équation de la réaction.
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4) C réagit sur le benzéne en présence de chiorure d*aluminium AICl; comme catalyseur pour
donner D. Ecrire I'égquation de la réaction puis détailler son mécanisme.
Données: Numéros atomiques: Z{H} = 1; Z{C) = 6; Z(N) = 7.

11_SOLUBILITE, COMPLEXES (13 points)

1) Calculer la solubilité exprimée en mol.L”! du chramate d'argent Ag,CrQ,:
a) dans 'eau pure;
b) dans une solution agueuse de chromate de sodium 2Na’ + Cro,% 216,2 gL,

2) Etabiir Ia structure &lectronique ainsi que la géométrie de la molécule dammoniac,
Pourquoi cette molécule est-elle un agent complexant ?

3) L'ion Ag forme avec I"ammoniac | ion complexe Ag(NH3).* .
On introduit du chramate. d'argent solide dans 1 litre de solution aqueuse d'ammoniac de
concentration molaire C; = 1,00 mol/L.
a) Ecrire les équations des deux équilibres qui s'établissent dans cette solution.
1) A Paide de ces équatlons, justifier qualitativement que la solubilité du chromate d'argent
soit plus grande dans une solution agueuse d'ammoniac gue dans I'eau pure.
Données:  Numéros atomigues: Z(H) = 1; Z(N) = 7.
Masse molaire du chromate de sodium = 162 g/mol.
A la température de travait Ky agayz’ = 6,3 107,
Ks (agocroa) = 1,26 1077

111} POLARIMETRIE {12 points)

1) A T'aide d'un tube polarimétrique de longueur £ = 20 cm, on mesure les angles o de rotation gue
produisent des solutions étalons de saccharose sur le plan de polarisation de fa lumidre.
On obtlent le tableau de mesures suivant (3 20°C, pour la raie D du sodium):

Cancentration 0 20 40 60 80 100
massigue en g9/L
o en degré 0 2,65 5,35 8,00 10,65 13,35

Déterminer le pouvoir rotatoire spécifigue du saccharose [«}® |, en *m2.kg™. Vous choisirez la
méthode de votre choix, numérigue ou graphicue.

2) Une solution inconnue § de saccharose est diluée 5 fois. On ohtient pour cette solution diluée
avac le méme tube polarimétrique o = 7,50%

a) Déterminer la concentration massique en g.L”' de la solution inconnue .
b) Pourquoi a-t-on dilué la solution inconnue S avant de faire la mesure polarimétrique ?

3) On veut doser une solution S, mélange de saccharose et de fructose. Dans ce mélange, les
concentrations massiques respectives de saccharose et de fructose sont ¢, et ¢, avec ¢, =3 C.
On trouve, pour cette solution, avec le méme tube polarimétrique, « = 4,24°.

Calculer ¢, et c,.

Donndes: pouvoir rotatolre spécifique du saccharose [c1]*® p = 0,66 “mikg;
pouvoir rotatoire spécifique du fructose [02]?° ¢ =-0,93 “mlkg.
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IV} ATOMISTIQUE {13 points)

E(eV)a
0 Na+t
4s
-3,04 A
3p
Y 3s

Le diagramme ci-dessus représente quelques niveaux d'énergie exprimée en élactron-volts (V)
de F'atome de sodium.

1) L'atome de sodium est noté : %%, Na,
Montrer que le niveau 3s correspond 2 I'état fondamental.

2) L'énergie d'ionisation de I'atome de sodium dans I'état fondamental est 5,14 eV,
En déduire |'énergie Eg, du niveau 3s.

3)
a) Expliquer le mécanisme d'émission de la radiation de longueur d'onde A ,, conformément au
diagramme d'étude ci-dessus.
b) Sachant que: A , = 389 nm, déterminer en électron-volts (eV) I'énergie du niveau 4s,
4)
a) Soit un photon de langueur d'onde associée A , = 589 nm.
Peut-il étre absorbé par un atome de sodium dans son &tat fondamental ?
b) Si oui décrire le mécanisme de cette absorption.
Donnges: constante de Planck h = 6,62 103* J.s;
charge élémentaire e=1,6 1071°¢C
célérité de Ia lumiére dans le vide ¢ = 3.10% m.s™;
1av=1,6.10"%,
EPREUVE DE BIOCHIMIE BIOLOGIE.
Epreuve E4
DUREE : 4 HEURES ) COEFFICIENT : &

Calculatrice interdite.
REMARQUES PRELIMINAIRES :

1 - Le sujet propose a un caractére pluridisciplingire. Le candidat devra velller 3 répondre de
maniére concise aux gquestions posées afin de pouvoir traiter I'ensemble du sujet.

2 -l est suggéré de consacrer  chague question un temps tenant compte du nambre de points
attribugs,
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LA MULTIPLICATION CELLULAIRE : PHENOMENE UNIVERSEL|

La multiplication cellulaire est un phénoméne biologigue essentiel qui augmente le nombre
de cellules tout en permettant la conservation des caractéres génétiques dans la descendance.
On étudiera successivement:

- 'ADN, molécule support de Finformation génétique, et certains de ses constituants,

- quelques aspects des mécanismes de division cellulaire,

- des exemples d'inhibiteurs de la multiplication cellulaire,

- la muktiplication celiutaire dans certains phénomeénes physiologiques comme la réponse
immunitaire.

1).Organisation moléculaire du matériel aénétique (32 points)
1.1} Nucléotides et acides nucléigues

1.2)

Les nucléotides constituent le matériel de base des acides nucléiques.
1.1.1) Stiucture des nucléotides

Nommer les molécules entrant dans la composition des nucléotides.
Préciser 1a nature des liaisons qui les unissent.

1.1.2)_Structure des ADN
1.1.2.1) Nommer précisément ['ose présent dans les ADN et écrire sa formule
cycligue.
1.1.2.2) Représenter, de fagon développée,  l'aide du document n° 1, le
dinucléotide pdApdT. Préciser le sens 5™ 3.
1.1.2.3) Les ADN sont bicaténaires.
Quelles particularités présentent les deux brins I'un par rapport a l'autre (préciser
la nature et le nombre de liaisons mises en jeu dans I'appariement des deux
chaines) ?

1.1.3) Séquencage des ADN

Le séquengage d'un brin d'ADN est souvent effectué par {a méthode "didésoxy"
de SANGER qui utilise une réplication. Cette réplication nécessite une amorce et
la présence d'ADN polymérase permettant I'élongation de la chaine nucléotidique
de 5' vers 3°.

1.1.3.1) Sur un schéma, faire figurer 'amorce et préciser le sens du brin d'ADN
et de I'amorce. Indiquer clairement la partie du brin d'ADN séquencée.

1.1.3.2} Que faut-il en plus dans le milieu pour permettre I'élongation de ka chaine ?
1.1.3.3) Ce processus se différencie du procédé naturel de réplication par ['gjout,
dans le milieu réactionnel, d'un composé particulier.

Nommer ce composé et schématiser sa structure, en développant la partie de la
molécule responsable de cette différence; expliquer son réle au niveau du
séquencage par la méthode de Sanger.

N I
Outre leur role structural, les nucléotides (et notamment les ribonucléotides) ont un role
cellulaire essentiel. Dans la celluls, les nucléotidies sont généralement sous forme de
nucléosides triphosphate, Ces demiers sont souvent formes 2 partir de nucléosides
diphosphate grace a la nuciéoside diphosphate kinase.

1.2.1) i I

La nucléoside diphosphate kinase catalyse la réaction:
ATP + CDP -> ADP + CTP
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Le mécanisme de cette cinétique 3 deux substrats est un mécanisme PING-PONG. II
obéit au modéle général:

A+B>P+0Q

1.2.1.1) Expliquer brigvement le mécanisme ping-peng.

Signaler évolution générale de ta réaction par la notation de Cleland.

1.2.1.2) L'expression de la vitesse initiale en fonction des concentrations des 2
substrats dans le mécanisme bi-bi ping-pong est du type;

V= Vi (1 + Ko/ (A) + K/ (B) )]

Les vitesses Initiales, en présence d'une concentration constante en nucléoside
diphosphate kinase, pour différentes concentrations d'adénosine triphosphate
(ATP: substrat A) et de cytidine diphosphate (CDP: substrat B) peuvent étre
mesurées et utilisées dans une représentation en coordonnées invarses
{représentation de Lineweaver et Burk; document n° 2).

- Indiquer comment, & partir d'une telle représentation primaire, on peut, grice aux
ordonnees a l'origing {1/V,,), faire une représentation secondaire de Lineweaver et
Burk permettant de déterminer la constante de Michaelis refative au CDP ainsi que
la vitesse maximum V,,,

- Justifier [a réponse,

1.2.2) i I
Les ribonucléosides triphosphate interviennent, d'une part, comme composés
haut potentiel d’hydrolyse et permettent, d'autre part, d'assurer directement ou
indirectement par leurs dérivés une régulation des voies métaboliques
Parmi ces dérivés, il faut citer 'AMP cyclique (AMPE) qui intervient dans la
transduction du signal hormenal.
1.2.2.1) Comment, d'un point de vue fonctlonnal, peut-on qualifier I'AMPc ?
1.2.2.2) - Montrer comment 'AMPC intervient dans la régulation de la
glycogénolyse musculaire.
On insistera principalement sur les diverses enzymes qui, par leur
modification, permettent une cascade amplificatrice de I'action de
I'adrénaline aprés fixation sur son p-récepteur.
- La glycogénogénése st un mécanisme de synthése du glycogéne
opposé a [a glycogénolyse chez I'homme. L'enzyme centrale de la
glycogénogénése est Ia glycogéne synthase,

*Donnear la réaction chimkue résumant I'action de la glycogéne
synthase. On écrira les formules détaillées des motifs glucidiques
mis en jeu,

*La glycogéne synthase et Ja glycogéne phasphorylase sont régulées
de fagon réciproque. lllustrer cetie constatation en décrivant l'effet
de 'AMPc sur la glycogénogénase 4 la suite de 'action de
I'adrénaline sur la muscle,

1.3) Chromatine et ADN
Dans le noyau, 'ADN est associé étroitement 4 des protéines; I'ensemble constitue la
chromatine, Nommer les éléments désignés de 1 a 3 du docurment n° 3.

2) Novau et division cellulaire (40 points)
2.1) Noyau et nucléotide bactérien

En biologie la présence d'un noyau est un critdre important de différence entre les
cellules procaryotes et eucaryotes.
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2.1.1) Le document n° 4 représente 1'ultrastructure du noyau d'une cellule animale.
Donner le nom des structures numérotées de 12 6.

2.1.2) Préciser le réle du nucléoie.

2.1.3) Présentsr les particularités du nucléoide bactérien par rapport au noyau de la
cellule eucaryote.

2.2) Cycle cellulaire et chromosomes
L'organisme vivant produit continuetiement de nouvelles cellules afin de remplacer celles
qul sont &limindes; les cellules au repos entrent alors dans le cycle cellulaire,

2.2.1) Citer dans I'ordre chronclogique les différentes phases du cycle cellulaire.
2.2.2) Détallier les événements qui se produisent au cours de I'interphase.

2.2.3) Afin d'étudier le contenu chromosomique dui noyau, on peut utiliser fa colchicine
qui provogue l'arrét de la mitose au stade métaphase.

Le document n° 5 représente une cellule et un chromosome en métaphase. Donner le
nom des structures numérotées de 14 9.

2.2.4) Le fuseau mitotique, constitué de microtubules, rentre dans la constitution du
cytosquelette.
Chier deux autres catégories de filaments du cytosquelette.

2.2,5) Les microtubules, constitués de tubulines, sont polarisés (extrémité + et
extrémité -) et présentent une structure dynamique.

- Indiguer A quoi correspoendent les extrémités + et - figurant dans le document n® 6.

- Justifier le terme "dynamique™ 3 l'aide de 'expérience schématisée dans ce document.

2.2.6) Sachant que la colchicine blogue la réaction se déroulant & 'extrémité +, quelle
sera la conséquence sur le fuseau mitotique ?

2.3) Chromosome bactéri
La réplication de I'ADN est nécessaire 2 certains transferts de génes entre bactéries.

2,3.1) En prenant 'exemple de 'ADN de E.colj citer les principales enzymes qui
interviennent dans la réplication de I'ADN chromosomigue.

2,3.2) La conjugaison est un moyen de transfert de génes.

2.3.2.1) Définir la conjugaison bactérienne.
2.3.2.2) Un transfert de genes est toujours orienté d'une cellule donneuse vers
une cellule receveuse. Indiguer les caractéristigues des génomes de ces cellules.
2.3,2.3) Seules les cellules Hf assurent un transfert efficace de génes
chromosomiques aux cellules receveuses F.
- Expliquer, 2 I'aide de schémas, ce transfert chromosomique.
- Préciser le résultat final quant 3 Iinformation génétique dans les deux cas
suivants:

« conjugaison interrompue.

* conjugaison non interrompue.
- Donner un exemple de critére de sélection des recombinants.
2.3.2.4) Expliquer comment la conjugaison Hfr x F permet de déterminer la
localisation relative des génes sur le chromosome bactérien.

BTS-BIOCHIMISTE 2 002-p.6



2.3.3) Les plasmides, éléments extrachromosomicues, peuvent &tre transférés par
conjugaison. Enumérer les principaux sites et génes responsables des propriétés des
plasmides,

3) inhibition de la muktiplication cellulaire (28 points)

La multiplication cellulaire peut étre inhibée par des substances qui bloguent Ia synthése
d'ADN.

3.1.7) Exphiquer par des schémas le mécanisme de I'inhibition compétitive en insistant
sur les complexes réversibles formés,

3.1.2} Ecrire I'éguation donnant la vitesse Initiale en fonction des concentrations en
substrat et inhibiteur dans le cas d'une inhibitlon compétitive d'une réaction
michaellenne a un substrat.

3.1.3) Donner I'aspect des représentations de Lineweaver et Burk correspondarntes en
coordonnées inverses (enzyme non inhibée, enzyme inhibée),

3.1.4) Une représentation graphique pratique (document n® 7) permet de déterminer
une constante caractéristique ( K'm est fa constante de Michaslis apparente de l'enzyme
inhibée).

Indiquer & guoi correspondent, sur ce document, 'ordonnée A et Pabscisse B, Justifier.

3.2) Aclde folique et antifolates
L'acide folique est un coenzyme qui intervient dans la synthase des acides nucléiques,
3.2.7)Inhibition pa
Le document n” 8 présente les formules développées de I'acide folique et de ses
dérivés.La dihydrofolate réductase (DHFR) humaine ou animale ast inhibée
compétitivement par le méthotrexato (voir document i 9). La réaction catalysée par la
DHFR figure dans le document n® 11 résumant la synthése cellulaire du désoxythymidine
monophosphate.

3.2,1.1) L'acide tétrahydrofolique (FH4) intervient notarmment dans |a synthése
cellulaire du dTMP.

Indiquer, d'un point de vue général, les types de réactions auxquelles ce
coenzyme participe.

3.2.1.2) A partir des documents n° 8, 9 et 11:
- expliguer pourquoi le méthotrexate peut bloguer fa syntheése de I'ADN,
- justifier le type d'inhibition occasionné.

3.2.2) Inhibition par 'aminoptérine
La voie principale de'synthése des acides nucléiques est blogquée par I'aminoptérine,
inhibiteur de I'acide foligue,
La synthése peut néanmoins étre effectuée par une voie alterne dans laguelle
interviennent deux enzymes;
- fa HGPRT (hypoxanthine guanine phosphoribosyl transférase)
- la thymidine kinase.
L'Inhibition par "aminoptérine est utilisée pour la sélection de certains hybrides dans la
préparaticn des anticorps monoctonaux par la technigue de fusion classigue,

3.2.2.1) Citer les cellules que 'on veut fuslonnar.
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3.2.2.2) Ces cellules possédent des propriétés particulidres mises & profit dans la
préparation des anticorps monoclonaux. indiquer ces propriétés.

3,2.2.3) Expliquer le principe de sélection des hybrides par utilisation
d'aminoptérine.

3
3.3.1) Les antibiotiques sont utifisés dans le traiterent des infections bactériennes.
Donner une définition compléte de ces substances.

3.3.2) A l'aide des formules des documents n° 8 et 10, expliquer le mécanisme d'action
antibactérienne de la sulfanilamide.

4) Multiplication ceflulaire dans les phénoménes immunolegiques (20 points)
Les cellules du systéme Immunitaire font I'ebjet d'une multiplication celluaire intense au

cours de la vie embryonnaire et aprés stimulation antigénigue.

rs de la vie embryonnaire
Une multiplication cellulaire importante se produit dans les organes lymphotdes
primaires.
4.1.1) Nommer les organes lympholdes primaires et préciser le type de lymphocytes gui
s'y forment.

4.1.2) Les lymphocytes T se forment & partir des cellules précurseurs.
Citer les principaux phénoménes qui se produisent au cours de cette maturation et qui
permettent d'obtenir des fymphocytes T "édugués”.

Au cours de la réponse immunitaire, les cellules spécifiques de Pantigéne subissent une
importante prolifération.

4.2.1) L'antigéne joue un role essentigl dans le déclenchement de cette multiplication
cellulaire puisqu'en se fixant sur le récepteur spécifique, il active les celiules au repos qui
passent alors du stade G, au stade G,.

- Présenter bridvement les différents constituants des récepteurs antigéniques des
lymphocytes T et B.

- Préciser les molécules reconnues par le récepteur de I'antigéne des lymphocytes T
auxiliaires,

4.2.2) La stimulation antigénique est insuffisante, dans le cas général, pour provoquer 1a
prolifération celulaire. Des cytokines doivent &tre mises en jeu.
4.2.2.1) L'interleukine 2 (IL-2) est une cytokine qui joue un réle important
dans les réponses humorales nécessitant I'intervention des lymphocytes T
auxiliaires.
- Expliquer les circonstances de sa production et présenter ses principaux effets
cellulaires dans ce type de réponse.
- Présenter les caractéristigues générales d'action des cytokines sur les cellules
du systéme Immunitaire.
4.2.2.2) Expliquer pourguoi seuls les clones lymphocytaires spécifiques de
['antigéne sont impligués dans la prolifération.

4.3) Les celiules animales peuvent aussi se multiplier en culture, in vitro. Las lymphocytes
ont besoin de substances mitogénes pour se diviser et la prolifération des cellules adhérentes
nécessite des facteurs de croissance.

4.3.1) Citer un exemple de mitogéne utilisé en culture lymphocytaire.
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4.3.2) Quelles sont les origines des facteurs de croigsance intervenant dans la culture des
cellules adhérentes 7

Doc °
M 1
C H C CH
T/ r \T/ a

g ’ JzH ‘ .. I
3 \\\\N T e o \iif
H H

Adénine Thymiine

Formules de 'adénine et de Ja thymine

DOCUMENT N°2

1IA]
Nucléeside diphosphate kinase : reprdsentation primaire

Fibre chiromatinlenne
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Uttrastructuire du noyau dune catiuie sucaryote
draprdy Stephen L. Wolle

DOCUMENT N°5

e i i

Coilutei ag'ahiqﬁrpéqme.ﬁﬁ rétaphass
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Microtubules (sodbln du tapls roulan)

Ca schéma mpmwnm Ia Iocalsallon dane la tampa dea molgculas ds
\pulines marguées { zana soimbre).

DOCUMENT N°¥

DOGCUMENT A RENDRE AVEC LA COPIE

Inhibltion compétitive
coube K =1{[1])
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DOCUMENT N°8

Formules de I'cide falique ot des dérlvés

HyN @ Eumuﬁﬂéyﬂmppamwnlde_fdme
H
H"@?j\ I l _<j_\
CHa-""' H —'NH-—'CH—CH — —GOOH
@
Piéﬂdme Acida p A¢lde giuterninue |
1 1

Forule dévelopnse du 5,6.7.8 téimhydrofolate (FH,)

Hﬂﬂj/ H
H CQOH
H
o) [ I
" @3 cH;WN—@— MNH-——CH*(‘H—GH‘,--UOOH
| @ @
H
H
|

[s]
n,u @ Formule développée du 7.6 dhwdrololate (FH,}
H GOOH
@ |
" ,yi(m;w H / \ *‘NH“CH——CH ,— GHy~r COOH
®

DOCUMENT N°9
Formule développée du mithalresats

HZN
cus COOH
oHy— N OG—NHHGH — Gy — CH, -
DOCUMENT N°10
o
Il Fomule ¢ p-aminophénylsulionamide
HAN §—NMy  (sultarilmide)
0
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D il

duUMP dTMP

Thymldilale
symhase 7.g.clihydrofolate (FH,)
N, N, - méthyléne

folat
tétrahydrofolate NADPH,H*

T ’ DHFR
Sérine hydrexyméthyl NADP*
lranstémse

Gly

Ser tétrahydrofolate

(FH,)

La synthése cellulaire du dTMP ( désoxythymidine monophosphate)

EPREUVE PROFESSIONNELLE DE SYNTHESE.

Premiére partie :
ETUDE D’OPERATIONS TECHNIQUES.
Epreuve E5. Unité U5t
DUREE : 4 HEURFS COEFFICIENT : 4

HAGNOSTICS DE LISTERIA MONOCYTOGENES DANS
L'INDUSTRIE ALIMENTAIRE

Dictionnaire francais-analai lati e

Matadie infectieuse commune 2 Fhomme et aux animaux, la listériose est provoquée par une
bactérie, Listeria monocytogenes.. L.a contamination se fait essentiellement par voie digestive
suite & la consommation d'aliments préparés a partir d'animaux malades ou porteurs sains. La
fréquence de cette maladie augmente depuis plusieurs années sans qu'il soit possible d'établir s'il
s'agit réellement d'une extension ou d'une meilleure détection. Depuis 1981, date & laguelle Ia
transmission alimentaire a été prouvée, de nombreux tests de dépistage ont été développés:
méthode bactériclogigue traditionnelle, immunodétection automatisée, hybridation moléculaire.

PREMIERE PARTIE:

recherche et identification des Listeria monocytogenes dans l'industrie fromagére
par méthode bactériplogigue traditionnells (20points)

Les hactéries appartenant au genve Listeria ont en commun les caractéres sulvants: petits
bacilles Gram =+, en palissade; catalase +; oxydase -; esculine +; aéro-anaérobies; halophiles;
auxotrophes vis-3-vis de nombreux facteurs de croissance; mobiles (3 20-25°C) grace a une
ciliature péritriche; non sporulés,
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1) Recherche de Listeria monocytogenes
1-1 ) D'une mianidre générale, les produits laitiers doivent se conformer aux standards
impératifs suivants:

n c m
Listeria monocytogenas 5 0 absence dans 25 g

1-1-1 ) Que signifient: m,netc ?

1-1-2} Que doit-on faire pour réaliser la recherche de Listeria monocytogenes en se
conformant aux donndes ci-dessus 7

1-2) A partir du pretocole fourni, gdocument 1, dégager les différentes étapes et préciser leur
intérét.

1-3) Justifier l'emplol du bouillon de Fraser 1/2 dont la composition figure dans le document 2.

1-4} Comment peut-on, 3 partir de colonies suspectes sur milieu ALOA, s’orienter rapidement
vers le genre Listeria 7

2} Identification des nies ctes sur galerie APl Listeria (document 43
2-1) La galerie d’identification permet la différenciation entre Listeria innocua et Listerla
monocytogenes grice au test DIM lu aprés addition d'un réactif  ZYM B,
A partir du document 3, dégager les précautions 4 prendre lors de {'utilisation du ZYM B.

2-2) L'esculine a pour formule:
HE, O o
CHOH
) m—
HoNpH A
OH

Ecrire Ja réaction catalysée par les bactéries appartenant au genre Listeria {formules chimiques
exigées)
2-3) L'o~mannosidase est une enzyme qui catalyse I'hydrolyse du substrat suivant:

CH,OH

? NO,
ooH Hof

para-nitrophényl o-D-mannopyranoside
Un résultat positif se traduit par I'apparition d'une coloration jaune. Expliquer pourquo.

2 4) Pour les sept derniers tubes de la galerie Api Listeria, un résultat positif se traduit par
un virage 2 a coloration jaune. Pourquoi 7

2-5) Une colonie suspecte ensemencée sur galerie Apt Listeria a donné le profil biochimique
suivant;

DM ESC oMAN DARL XYL RHA MDG RIB G1P TAG
- + + + - + + - + -

2-5-1) Kdentifier la bactérie contaminante en justifiant 1a démarche.
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2-5-2) Le logiciel APl LAB donhe un indice de typicité: T = 0,68,
Qu'est-ce que l'indice de typicité T Pourquoi 'indice de typicité est-Il inférieur 4 1 7

2-6) Larsqu'une Listaria monocytogenes est identifiée, [a souche est envoyée au Centre de
Références des Listeria ou un sérotypage est réalisé. D'autre part, I'Institut Pasteur de Paris
peut en réatiser le lysotypage. Définkr les termes: sérotypage, lysotypage.

DEUXIEME PARTIE:

immunodgtection automatisée de Listeria monocytogenes dans différents lots de fromages

{25 points)
Une méthode d'immunodétection est testée en paralldle 3 la méthode traditionnelle bactériologicue.

1) Préparation des échantillons

Les protocoies différent selon les produits alimentaires, comme le montrs le document 5. A
partir du document, indiguer les conditions de réalisation de I'étape 2 dans le cadre d'une
recherche sur des fromages préparés & partir de laits pasteurisés (volume de culture ensemence,
matériel, conditions de travall).

2) Princi ‘'untest "EL.FA. "

Coffret VIDAS Listeria monocytogenes (VIDAS LMO), bioMerieux.
Le document 6 denne une représentation schématique du principe d’une telle détection des
antignes de surface de Listeria monocytogenes.

2-1) Que représentent les ééments a, betc ?

2-2} Caractériser la méthode d'immunadétection,

2-3) Quel type de signal le détecteur regoit-il 7 En déduire la signification d' "E.L.F.A.",
2-4) § étant du 4-méthylumbelliférylphosphate, guelle est I'enzyme utilisée 7

2-5) Quel est l'avantage principal de cette méthode par rapport & 13 méthode bactériclogique
traditionnelle 7

3) Automatisation de la technique

Le systeme VIDAS propose des cones a usage unique qui servent 3 la fois de phase solide
sensibilisée et de systéme de pipetage. Les autres réactifs sont proposés pré-repartis dans les
différents puits {(n°1 2 10) d'une cartouche (document 7).

3-1 } Quels sont las réles respectifs du standard et des deux contréles (C+ et C-) 7

3-2) Quel est le réle de I'azoture de sodium contenu dans le standard, les contréles et les
différentes cupules de réactifs 7

3-3) Justifier la présence et le cholx du tampon & pH 9,2 dans la cuvette de lecture n° 10.

3-4) Citer las principaux avantages d'un tel systéme automatisé, comparé 4 une technique
manuelle.

4) Analyse des résultat
L'appareil effectue deux mesures de signal dans la cuvette optigue pour chacun des tests.
La premiére lecture prend en compte le bruit de fond de la cuvette de lecture n° 10 avant
mise en contact avec le contenu du cone. La seconde lecture est effectuée apras incubation
de S avec le contenu du céne,
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Le calcul de 1a "RFV" (Relative Fluorescence Value) est le résultat de la différence des deux

mesures.
La "valeur du test® (VT) représente le rapport RFY essai / RFY standard et permet
I'interprétation selon le tableau suivant:

VIDAS LMO
Valeur du test < 0,05 > 0,05
interprétation Negatif Positif
Un résultat avec une valeur test inférieure 3 Ia valeur seuil indigue un échartiion contenant des
antigénes indétectables. Un résultat avec une valeur test supérieure 3 Iz valeyr seull indigue i
échantifion contaming.
Las résultats obtenus lors de 2 séries différentes testant chacune 5 lots de fromages sont

présentés dans le document g

4-1) Caleuler les "RFV" et les "valeurs des tests" pour chaque lot et pour les deux contrdles

(remplir ka feuille de résultats du document 8 et la joindre 2 la copie).

4-2) Les deux séries proposent-elles des résultats vafidables 7 Justifier la réponse.
4-3) Compléter la colonne "interprétation” pour les tests validables.

TROISIEME PARTIE:

détectjon par I'Intermédiaire du géne HivA qui code pour I'hémolysine de
Listeria monocytogenes appelée listériglysine (35 points)

Les technigues classiques sont assez longuaes et manquent de spécificite. Des méthodes de
diagnostic rapide utilisant Fhybridation moléculaire ont &té développées.
En 1986, P.COSSART et al ont cloné et séguencé le géne HiyA. Cette équipe s'est apergue que
certains fragments internes de ce géne sont sphcifiques de Listeria monocytogenes.
Les cing lots de la série 1 testds par la méthode immunologique VIDAS sont étudiés.

1) Amplification d'une séquence spécifique du géne HiyA par réaction de polymérisation

en chaine (méthode PCR)
Le principe général de la méthode PCR est donné dans le document 9a.

1-1 ) Séquence du géne HiyA 3 amplifier (docurent 9b A joindre 3 la copie)

Les oligonucléotides utilisés sont les suivants:

PCRGO S'GAATGTAAACTTCGGCGCAATCAG 3'

PCRDO 5'GCCGTCEATGATTT GAACTTCATC 3
1-1-1) Compléter le document 9b en écrivant la séquence du brin d"ADN complémentaire
puis en positionnant les amorces, sachant que les élongations s'effectueront A partir de
I'amarce dans le sens 5' -> 3"

1-1-2) Déterminer en_paires de_basos la fongueur théorique de I'amplifiat.

1-2-1) Extraction et purification préalables e I'ADN de !isteria (Pocument 10)

Analyser e protocole en expliguant d'une part les rdles respectifs du lysosyme, du
saccharose, du SDS, de I'EDTA, de la protéinase K, et d*autre part ceux du phénol, du NaCl,
de I'dthanol, de la RNase.

1-2-2) Amplification d'un fragment d'ADN spécifique du géne HiyA.
3-2-2-1) Préparation du milieu réactionnel (Document }1a)
ol \eoti :

BTS-BIOCHIMISTE 2 002-p.16



Calculer le volume des solutions A1 et A2 nécessaires 3 |a réalisation
du milieu réactionnel.

Donnée: masses molaires de PCRGO et de PCRDO = 7500 g.mol-1.
dNTP:

A partir d'une solution stock & 50 mmel.L", indiquer comment
préparer une solution fille telle que 10 L apportent 20 nanomoles du
mélange de dNTP. )

Donnée: tarmpon de difution = Tris-HCI 5 mmol.L, pH 9.

3l de la solution B incorporent 0,03 micromoles de dNTP en 15
minutes a 70°C; calculer le volume de fa solution B & ajouter dans le
milieu réactionnel.
Dangpée 11 unité de Tag-polymérase est |2 quantité d'enzyme qul incorpore 10 nanomoles de dNTP
dans un ADN en 30 minutes & 70°C.

1-2-2-2) Protocole damplification (Document 11 )
Justifier les différentes étapes présentées dans le document 1.1b et dégager la
nation de cycle d'amplification.

2) Détection de la séquence amplifiée
2-1) Par électrophordse '
Les amplifiats [A] sont déposes dans les puits d'un gel d'agarose 4 1,4 % contenant 1 % de
hremure d'éthidium.
De plus, pour augmenter [a spécificité du test, on dépose également les amplifiats hydrolysés
[AH] en présence de I'enzyme de restriction Rsa | spécifique du site 5'GTAC 3' (Document_ 9h).
Les résultats sont fournis (Dogument 12} (12a = schéma de I'électrophorégramme; 12b =
distance de migration des fragments o’ ADN).
Tracer sur papier millimétré la courbe d'étalonnage log (paires de bases) = f (distance de
rmigration) grice au témoin de taflle: ADN du phage & hydrolysé par Bst E|. Déterminer la taille
des fragments obtenus. Sont-ils en accord avec la taille théorique de I'amplifiat non hydrolysé
[A] et hydrolysé [AH] ?
Conclure sur la présence de Listeria monocytogenss dans les cing lots étudiés,
Les résultats obtenus avec cette méthode sont-ils concordants ave¢ ceux obtenus avec la
méthode immunologique (lots numérotés de 1 3 5} ¢

2:2) Par sonde marquée avec une peroxydase

Une sonde de détection, longue de 20 nucléotides, permet aussi de détecter I'amplifiat clu
fragment du géne de |a listériolysine.

On étudie I'influence de la concentration en H,0, sur le développement du signal peroxydase.
Pour cela, on détermine, dans les mémes conditions expérimentales, la vitesse initiale (v} de la
réaction catalysée par la peroxydase en fonction de différentes concentrations en H,0,
(0,0003%, 0,0159%, 0,3%), la concentration en chromogéne TMB demeurant quant a elle
inchangée.

TMB: 3,3, 5, 5'tétraméthyibenzidine.

2-2-1 ) Protorole de mesure des v, de la réaction
Dans une cuve thermostatée pour photométrie, on dépose 2 mL de substrat H,0,~TMB
en tampon citrate, & la concentration choisie. Oh préchauffe quelgues minutes a 37°C,
puis on déclenche la réaction par ajout de 10|a_ d'une solution de peroxydase du
commierce diluée au 1/1000.
L.'évoluticn de I'absorbance est suivie pendant 2 minutes a2 655 nm,
Etablir la formule permettant de déterminer les concentrations d'activité catalytique
peroxydasique en mol.min 7. L de solution enzymatique.

Donndes: e = 4,56.10% L.mol'.cm™;
trajet optique = 1 cm.
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2-2-2) Application
Utiliser fes valeurs expérimentales suivantes pour choisir la concentration en H,0, qui
optimise la détection.

Concentrations en H.0, en % AA / At en min®
0,0003 0,001
0,015 0,200
0,3 0,015

DOCUMENT 1; METHODE POUR LA DETECTICN ET LIDENTIFICATION DE LISTERIA
MONOCYTOGENES DANS LES MATRICES ALIMENTAIRES

Matrices alimentaires 259
+ = suspension A
225 ml de bouillon de Fraser1/2
Broyage pendant 1 minute

Incubation 24 h 4 30°C

Ensemencement d'un bouillon de Fraser1/1{10 ml.) avec 0,1mL de suspension A
Incubation 48 h a 37°C

isolement sur milieu ALOA (Agar Listeria selon Ottaviani et Agosti)
incubation 24 & 48h 3 37°C

Ensemencement d'une gaterie Api Listeria a partir d'une colonie suspecte
incubation 24ha 37°C
Lecture et'sérotypage
DOCUMENT 2: BOULLON DE FRASER 1/2 (Laboratoire BIOKAR)

Pour 1 litre de miliew:
- polypeptone 10g
- extrait autolytique de levure Sg
- extrait de viande 59
- chlorure de sodium 209
- phosphate disodigue anhydre 9,6 g
- phosphate monopotassique 1,39
-esculine 19
- chloture de lithiem 39
- aclde nalidixigue 10 mg
- acriffavine 12,5 mg
pH du miliew: 7,2
Remmaraue: dans te bouillon de Fraser 1/1, les concentrations des trois derniers composants sont
doublées.

DOCUMENT 3: REACTIF ZYM B
- Fast Blue BB: ....ccooovviveieiennen 0,359
- 2-méthoxy &thanol:.... 100 mL

TOXIQUE
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RGO: peut altérer la fertilité.

R61: risque pendant la grossesse d'effets néfastes pour IFenfant.

R10: inflammable.

R20/21/22: notif par inhalation, par contact avec la peau et par ingestion.

553 éviter I'exposition (éviter le contact avec Ja peau et les yeux - I'inhalation das vapeurs et
toute surchauffe brutale).

$45: en cas d'accident ou de malaise, consulter immédiatement un médecin {si possible lui montrer
'"étiquette).

DCUMENT 4: LISTERIA:

La galerie APl LISTERIA comporte 10 microtubes contenant des substrats sous forme déshydratée,
qui permettent la réalisation de tests enzymatiques ou des fermentations de sucres.
les réactions produites durant la péricde d'incubation se traduisent par das changements de
coloration gpontanés ou révélés par I'addition de réactif.
Aprés Incubation 18 - 24 heures a 35 - 37°C, la lecture des réactions est réalisée visuellement,
avec le tableau de lecture et I'identification obtenue grace 4 la liste des profils ou d'un logicie
d'identification.

ratoire;.
~ Préparatian de I'inogulum:
A I'aide d'une pipette, prélever quelques colonies bien isclées et réaliser une suspension en sau
distillée d'opacité égale a 1 de Mc Farland.
- Inoculation de la galerie:
Inoculer tube et cupule du test DIM avec |2 suspension bactérienne ajustée 4 1 de Mc Farland.
Diluer 'inoculum de manigre  obtenir une suspension d'opacité égale 4 0,5 de Mc Farland.
Inoculer les tubes des tests ESC & TAG.
- Incubation.

Lacture:

Ajouter une goutte de réactif ZYM B au test DM,
Lire Yes réactions en se référant au tableau de lecture,

TABLEAU DE ILECTURE
TESTS REACTIONS RESUL[TATS
NEGATIFS POSITIFS
ZYMB / <3 min
LDIMI | Différenciation orange péle .
L. innocua / L. manocytogenes rose beige crange
aris beige
ESC ESCuline {Hydrolyse) Jjaune ple noir
o MAN  1a-MANosidase incolore Jaune
DARL D-Arabitol
XYL D-XYLose
RHA RHAMNosSE Rouge Jaune
MDG w-Méthyl-D-glucoside Rouge crangé Jaune orangé
RIB RIBose
G1P Glucose-1-Phosphate
TAG D-TAGatose
TABLEAU D'IDENTIFICATION

% de réactions positives aprés 18-24 h a 35-37°C
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37°C. Ajouter 3 mL
de trypsine -sel
Racler
Laisser 10 minutes 3
température
ambiante.

AP| LISTERIA biM | ESC [o MAN [DARL | XYL. | RHA MDG RB { GIP | TAG
Listeria grayi 99 [ 100 ]| 99 | 100 1 16 33 100 ¢ 0
Listeria innocua 899 | 100 98 100 2 66 28 0 0 0
Listeria_ivanovif 88 | 100 0 29 97 4 29 33 91 0
Ligteria mocytogenes | O 100 a8 97 0 98 100 0 5 0
| Listeria_seeligeri 97 [ 100 5 99 99 ¢] 99 o] 4] 0
Listeria_welshimeri 90 | 100 | 96 | 100 | 98 76 99 0 0 97

DOCUMENT 5:
PROTQCOLES DE PREPARATION
{bioMérieux, AFNOR n® BIO-12/3-03/96)
Fromages au lait Autres produits Autres produits
cru alimentaires, non
laitiers
ETAPE | Masse de 25g 259 25¢g
1 produit
Volume de 225 mL 225 mL 223 mL
bouillon
Incuber 24/26 h 3 30°C
ETAPE Ensemencer sur Ensemencer 2 1% (v/v) | Ensemencer & 1% {v/v)
2 gélosa sélective dans le méme bouilion dans le méme bouilflon
(volume final du bouillon {volume final du
: 10 mb) bouillon : 10 mi)
Incuber 24 ou48 ha Incuber 24/26 h 4 30°C

v

\‘500 o de suspension bactérienne/

IMMUNODETECTION

par TEST VIDAS LMC

(Antigéne recherché: Ag de surface de

Listeria monocylogenes)
Résultats en 70 minutes.

mammmsmmmwm&mmmmﬁ@m

U<<>>—~—e@

450
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DOCUMENT 7 :

DISPOSITIF AUTOMATISE VIDAS POUR IMMUNODETECTION ELFA

N.B. : Les éléments a et B sont de méme nature que dans le document 7.

1 - Sehéroa technique du dispositif VIDAS

Contenu des différents pults de la cartouche ;

A° des puila Réactifa
& Cdne sensibilisé 1 Pults dchantillon
(la phase Iisoiofl?e & usiagt;“ 234,689 ‘Tampons de prélavage at da lavage
unique fall office faigubla 0@ ant ~ Listarla monocylogenes mangués +
de préléverent) 6 axohue e odom |
10 Cuvetty de lecture contanant la substrat S
+ tampon pH 9,2 + azotura de sodium ]
] I I O
Puis ni® % 2 4 45 6 7 8 @ 10

Echantillon (500 pl_ de boulllon ensemencé, aprés Incubation: & Ag racharché @ Auires antigbnes)
ou standard (Ag de i.. monocytegenes purliié et inactivé de concentration connue + azoture de sodlum)
ucontréles:  » positif C+ (Ag da L. monocylogenss purifié 6t Inactivé + azolure de sodium)

- négatif C- {Tampon Tris-NaCl (150 mmoliL)-Twaen pH 7,6 + azoture da sodium)

2 - Déroulement des $tapes technlques

Aspiration
refoulement
Déplacement
de la plaque
rrra—
Puits v 1 2 3 4 5 & 7 8 8 10

A chatue dtape, la cone aspire of refoule plustours fols le réactf dontenu dans la cupule ; iss cinétiques de

réaction sont augmentées.
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DOCUMENT 8: TABLEAU DE RESULTATS (2 compléter et a rendre avec la copie)

Série | RFV | IF1 | K2 REV | VT= [Wnterpré- | [ Série | RFV | IfT | If2 | RFV VT= | Interpré-
1 |stand| BF | essai | essal [WFvess| tatlon 1 |stand | BF jessal| ssal [RFvess | tation
ard ai/RFY | (positif ard a/RFV | (positif
std o std ou
négatif} négatif) |

Lot 1 [3858]89]2713 Lot 13785 104 | 180
Lot 2 | 3858 | 88 | 3753 Lot 213795 |105 1143
Lot 3 |3858] 90| 513 Lot 33795 1104 (218
Lot 4 | 3858 | 90 | 167 Lot 4 |3795 |106 182
Lot 5 | 3858 | 86 | 163 lot 53795 (103 [140
C+ |3858| 88 | 3863 C4 $3795 (105 [220
C- 3858: 90 94 C- [3795 [104 | 107

BF : bruit de fond ; If : signal en unités arbitraires ; C+ : VT attendu : 0,8-1,2

DOCUMENT 9:
DOCUMENT Qa:
A partir d"informations sur les séquences situées de part et d¢'autre du locus désiré, on construit
des amorces oligonucléotidigues.
Ces amorces sont complémentaires de brins opposés.
L'ADN total (double brin) est dénaturé par chauffage en présence d‘un excés de ces oligonucléotides.
En refroidissant, les amorces s'associent & chacun des brins de T'ADN matrice.
On effectue leur élongation en présence de désoxynucléotides et d'une polymérase thermostable.
Aprés un cycle de synthase, on recommence les mémes &tapes de chauffage, refroidissement,
élongation.

DQCUMENT 8b: {2 compléter et 3 rendre avec la copie)
Extrait de la séquence du géne Hly A.

Brin &' 3
147 986 1134
¥ _ ¥
oo GAATGTAAACTTCGGCGCAATCAG.. ... - 1GTAC ! vuveer ... .BATGAAGTTCAAATCATCGACGGC. ...
Rsa |

L'enzyme de restriction Rsa | est spécifique du site 5'GTAC 3"

DOCUMENT 10:
r

Infection and Immunity, apr. 1988
MENGALUD et al.

LISTERIA

Listerta chromosomal DNA was prepared by a method adapted from that of Flamm et al. [15],
Overnight cultures (5 miL) of Listerfa in prain heart infusion were centrifuged. Pellets were
washed in 1 mL of 0,1 x SSC (1 % $$C is 0,15 M NaCl plus 0,015 M sodium citrate) and suspended
in 0,6 mL of lysosyme solution (0,01 M sadium phosphate, 20 % sucrose [pH 71, 2,5 mg of
lysosyme per ml, freshly added). The mixture was incubated for 1 h at 37°C, and then 5,4 mL of
prateinase K solution (10 mM Tris hydrochloride [pH 8], 1 mM EDTA, 1 % sodium dodecyl sulfate
[SDS], 500 g of proteinase K per ml, freshly added) was added. After 1 or 2h at 37°C, the
mixture was gently extracted three times with 6 mi. of satured phenol. Then, 600 L of sodium
chloride was added, and DNA was ethanol precipitated for at least 2 h at - 20°C. DNA was then
suspended in 0,5 mb of TE {102 M Tris hydrochioride [pH 8], 10 M EDTA) containing RNase
(50 pg/ml.). Yield was about 10 pg of DNA per mL of overnight culture.
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DOCUMENT 11
AMELJELCAIIDMBAGMENLD_ADBLSEEQIHM,DM_GENE_HM

DOCUMENT 11a : composition du milieu réactionnel

= BXHAIL Q'ADN. (ot bt e s e e e 10 pb
- solution A1 d'oligonucléotides amorces 4 20 pmol/L (PCRGO)... v
- solution AZ d'oligonucléotides amarces 3 20 pmol/L (PCRDO)... ...300 ng

- solution fille: mélange de dNTP {désoxyribonucléosides triphosphates)...10 pL

- 50IUtion B de Tag-POlYMEIaS. . iuuiiriireienre s sesres e s snrrstsssenrsensesseesnsesres e senens 2 unités
- MgCl, 2 25 mmol/L ..conernennn,
- tampon PCR 10X......... werreeaeee

ROCUMENT 11 b ; protocole d'amplification
L'ADN a amplifier est traité 5 minutes 3 94°C, puis il subit les &tapes suivantes: 1 minute 3 94°C
1 minute 3 65°C, 2 minutes & 70°C... qu'on répate 30 fois.

DOCUMENT 12:
ECTROPHORESE EN GE|. 'AGARQSE,

DOCUMENT 12 a.: schéma de I'électrophorégramme

Puitsn® 123458789101
Ligne dadépst L - v owmmmmcam e Sens do migration

Témoin de taille: ADN du phage A coupé par Bst E1 = puits 11
Echantillons (iots de la série 1 testés par la méthode VIDAS):
Lots 1 2 3 4 5

[A] [AH] | [A] [AH] {]A] [AHI|[A] [AH]|[A] [AH]
Puits |1 2|3 4[5 67 8[9 10

DROCUMENT 12 b : distance de migration des différents fragments d’ADN
Témoin de taille;

Paires de bases | 15 500 9 800 4 000 3 595 1450 250 160
Distances de 22 23 27 28 36 51 56
migration en mm
_Echantillons:
Lots 1 2
[A] [AH] [A] [AH]
Distances de 48 52 57 48 52 57
migrations @n mm
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EPREUVE PROFESSIONNELLE DE SYNTHESE.
Deuxiéme partie :
REALISATION PRATIQUE D'OPERATIONS TECHNIQUES.
EPREUVE ES.UNITE U52
DUREE : 10 HEURES COEFFICIENT : 8

SUJET 1.

Au cours de I'éprauve, le jury appréciera les qualités d'organisation, la précision des gestes
techniques, fe respect des régles d'hygiéne ¢t de sécurité en laboratoire.

UTILISATION DE QUELQUES PROTEINES DU BLANC D'OEUF

Plusieurs protéines (avidine, lysozyme, ovomucoide ...} sont extraites du blanc d'oeuf et,
aprés purification, utilisées dans les domaines biochimiques et hiologiques.

MICROBIOLOGIE - IMMUNOLOGIE (80 points)

t*jour Durée: 3 H 4!

A - MICRORIOLOGIE (50 points)

Le sujet comprend deux parties:
« recherche de contaminants dans une solution purifiée d'avidine;
» préparation de ka solution substrat microbienne utifisée pour Ja détermination de 'activité

du lysozyme.,

1 - Contamination fors de la purification de l'avidine. (27 points)

1.1 - Recherche de salmonelles dans la solution de blanc. d'oeuf ayant servi 4 préparer la
solution d'avidine.
L'arrété du 19 janvier 1980 indigue que le blanc d'ceuf ne doit pas contenir de Salmonefia
dans 25 grammes.
1.1.1 - Matériel.
+ gélose lactosée au vert brillant et au rouge neutre notée " L "
+ gélose de Rambach notée "R" {fiche annexe 1).

1.1.2 - Protocale opératoire.

25 gramives de blanc d'oeuf ont &té ensemencés en milieu d'enrichissement
Rappaport et incubés 24 h a 37°C; tube noté "B".

Poursuivre ka recherche des bactéries en ensemencant:

- une gélose lactosée au vert brillant et au rouge de phénol;

- une gélose de Rambach.

incuber les milieux 4 37°C.

1.2 - Idlentification du contaminant de la solution puiifiée d'avidine,
1,2.1 - Matériel,
¢ peroxyde d'hydrogéne;
« réactif oxydase.
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1.2.2 - Protocols opératoire et compte rendu.
Effectuer les examens macroscopique et microscopique de la souche contaminante isolée
sur la boite A",

Présenter un champ microscopique a un examinateur.
Effectuer, en présence d'un examinateur, un test rapide d'orientation.
Proposer, sur le compte rendlu, une orientation de diagnostic et un choix de galerie
d'identification de la souche contaminante.

Faire viser par un examinateur.

Poursuivre I'identification jusqu'au stade de I'espace en ensemencant les milieux de la
galerfe distribuée.

2 - Préparation d'une suspension de Micrococeus lysodeikticus, (23 points)

Le lysozyme (mucopeptide N acétyl muramoyl hydrolase EC 3.2.1.17.) est extrait du blanc
d'ceuf. Le substrat utllisé pour déterminer son activité est une suspension de Micrococcus
lysodeikticus tyophilisés 4 200 mg.L? en tampon phosphate de sodium 0,1 mol/L, pH 6,24,
Cette concentration correspond & une absorbance de 0,50 unité 2 600 nm.

2.1 - i
2.1.1 ~ Matériel.
« 1 tube contenant 15 mL de tampon pH 6,24;
® 4 cuves de spectrophotomatre;
* 4 morceaux de parafilrm;
* 4 pipettes de 1 mL;
* 4 pipettes de 5 mL.

2.1.2 - Proto .

Mesurer I'abserbance 4 600 nm de la suspension "C" puis ajuster 3 0,50 + 0,02 unité
d'absorbance dans du tampon phosphate pH 6,24 {(montrer 'absorbance de la
suspension ajustée a un examinateur),

Donnée: limite de lingarité: < 0,8 unité d'absorbance.

2.2 - Dénombrement de la souche ajustée.
2.2.7 - Matériel.
s 6 boftes contenant 15 mL de gélose pour dénombrement;
* & pipettes de 1 mL;
» 5 tubes contenant @ mL d'eau distillée stérile.

2.2.2 - Protocole opératoire.
Effectuer le dénombrement sur gélose par étalement en double de 0,1 mL des dilutions
103, 10" et 10° de la suspensten préalablement ajustée. Indiquer Jes conditions

B_- IMMUNOLOGIE (30 points)
UTILISATION DE | 'AVIDINE EN (MM

L'avidine est fréquemment utilisée dans les méthodes immunoenzymatiques indirectes. On se
propase de détacter la présence de protéines spécifiques sur une membrane de nitrocellulose aprés
dépot de ces protéines sur la membrane.

On peut réafiser une méthode indirecte, utilisant un premier anticorps spécifique de Ja protéine 3
détecter, puis une antiglobuline canjuguée a une enzyme. Cette technique permet de détecter des
quantités de 12 1 0 ng.

On peut égalernent utiliser une technigue indirecte utilisant une antiglobuline bistinylée et de
I'avidine conjuguée a une enzyme. C'est cette technique que I'on se propose de tester ici.
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1 - Matériel et réactifs.

» deux bandelattes de nitrocellulose de 0,7 % 6,5 cm dans une bolte de Petri (attention: ne

pas toucher avec les dolgts)

* solution de protéine P d'origing humaine & 5 ng.mL" notée "P" (1 mL);

« tampon PBS (12 mL) noté "PBS"™;

e deux tubes A hémolyse contenant chacun 5 mL de solution de saturation notée "solution de

saturation";
* 10 tubes i hémaolyse;

s pipettes automatiques P1000, P200, P50 avec cOnes;
* pipette automatigue P10 avec cones correspondants pour les dépots;

* gants;
* pince plastique.

2 - Mede ratoire.

Préparer les deux bandelettes de nitrocellulose selon le schéma joint en annexe 2.
Attention: écrira exclusivement au crayon graphite 1 B ou 2B.
Réaliser une gamme de dilution de la protéine P en tampon PBS, les concentrations akant de 50 a

500 ng. mL" (volume maximum: 1 ml.).

Déposer 1 ul de chacune des solutions au centre des différents emplacements des bandeleties de

nitroceflulose.
Laisser sécher 15 min dans la boite de Petri.

Placer chacune des bandekettes dans un tube 4 hémolyse contenant la solution de saturation.
Laisser incuber 3 température ambiante jusqu'a la séance suivante.

3 - Compte rendu.

Compléter le document donne en annexe 2.

ANNEXE 1

MICROBIOLOGIE]

Fiche technique Diagnostica Merck
RAMBACH® AGAR

UTILISATION

Identification de Salmonella spp.

Milieu de culture différentiel permettant
l'identification de Salmonella dans les
aliments et las échantillons biologiques.

MODE D'ACTION

les éléments nutritifs du Rambach®Agar
permettent une multiplication facile des
pntérobactéries. Le désoxycholate de sodium
inhibe la flore Gram  positive accompagnante.
Le Rambach®Agar permet de différencier
sans aucune ambiguité les différentes espéces
de Salmonela des autres bactéries par le
bigis d'un nouveau procédé, dont I'emplai a
6té breveté, lincorporation de propyléne
glycol au milieu de culture.

Les Salmonelfa métabolisent le propyléne
glycol en formant des acides qui, combinés
avec un indicateur de pH, donneront aux
colonies une couleur rouge caractéristique

Afin de différencier les coliformes des
Salmonefla , le milieu contient un
chromogéne qui traduit la présence de
p-galactosidase, laquelle est caractéristique
des coliformes.

Les coliformes poussent sous la forme de
colonies bleu-vert ou bleu-violat.

Les autres entérobactéries et les bactéries
Gram  négatives tefles oue  Proteus,
Pseudomonas, Shigella se développent sous la
forme de colonies incolores. Seules S. typhi
et S paratyphi A ne métabolisent pas le
propyléne glycot et donnent des colonies
incolores.

Cetta nouvelle méthode permet de détecter
stremant et sans ambiguité les Salmonella.

Le taux élevé d'identification faussement
positive de Saimonefia  obtenu par les
milieux traditionnels (environ 20 & 30 %)
est presque 6liminé par Futiisation du
Rambach® Agar.
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En conséquence, [l en résulte une économie
importante en matériel et en temps de
travail.

COMPOSITION TYPE

PEPTONE .viiveviviiriiiniisrecc s 5,0 ¢/l
EXTRAIT DE LEVURE ........... w0 g/l
EXTRAIT DE VIANDE ........... w 1,0 970
CHLORURE DE SODIUM ............... 5,0 g/L
DESOXYCHOLATE DE SODIUM .....1,0 g/L
MELANGE CHROMOGENE ............. 1,5 g/L
PROPYLENE GLYCOL ..vvviinivie 10,5 g/l
AGAR-AGAR .vviiiiiiiiiiinn, 15,0 g/L.
EMPLOI

Le Rambach Agar est utilisé dans I'analyse de
routine de recherche des Salmonella dans des
échantillons biologlgues ou alimentaires,

Il permet de détecter avec efficacité les
colonies de Salmonella méme en présence

d'une forte contamination de bactéries
coliformes.

Le milisu de culture peut é&tre ensemencé
directernent avec "échantillon 3 analyser
{échantilion clinique ou matériel susceptible
de contenir des Salmonella ) ou a partir d'un
bouillon d*enrichissement.

Le milier éen boite est opalescent et
légérement rose saumon,

Les boites doivent étre
convenablement séchées avant

l'ensemencement.

Ensemencer en surface 3 'aide d'uneoese 1/4
de la surface de la gélose a partir de
I'écharitillon ou du bouillon d'enrichissement.
Afin d'obtenir des colonies isolées facilement
identifiables, effectuer un étalement en stries
sur les 3/4 restant de la boite en utilisant la
méme oese.

Incubation :24 heures 3 35 - 37°C.

ANNEXE 2
A A L
N° de poste
IMMUNOLOGIE
h* poste
n® bande
Schéma d'une bandelette
Tableau des dilutions. .
Tubes n°
Schéma des dépéts sur chacune des bandslettes:

IMMUNOLOGIE - BIGCHIMIE (170 points)

Au cours de I'épreuve, le Jury appréciera les qualités d'organisation, la précision des gestes
techniques, le respect des régles d'hygiéne et de sécurité en faboratoire.

L'ordre de déroulement des manipulations sera indigué aux candidats en début d'épreuve.
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Durée: 5 H
A - IMMUNOLOGIE 2éme jour {30 points)

UTILISATION DE ['AVIDINE EN IMMLNOENZYMOL OGIE

1 - Matériel et réactifs.
+ 24 tubes 3 hémolyse;

¢ pince en plastique;

» agitateur de Kahn;

+ parafilm;

» PBS-Tween 20 (150 mL en pissette) noté "PBS-Tween 20",

 Ac anti P (2 tubes 3 hémolyse) noté "anti-P";

* conjugué biotinylé {2 tubes 4 hémolyse) noté "conjugué™;

« avidine-phosphatase (2 tubes A hémolyse) noté "Avidine-phosphatase”;
+ substrat (2 tubes 3 hémolyse) noté "substrat”.

2 - Mode opératoire.

Laver les bandelettes 3 fois 5 min en tubes 4 hémolyse contenant environ 5 mL de PBS-
Tween 20 et sous agitation.

Placer les handelettes dans la solution d'anticorps anti P et incuber 45 min & termpérature
ambiante sous agitation. ™

Laver 3 fois les bandelettes comme précédemment.

Placer les bandelettes dans la solution de conjugué biotinylé et incuber 45 min &
température ambiante sous agitation.

Laver 3 fois les bandelettes comme précédemment.

Placer les handelattes dans la solution d'avidine-phosphatase et incuber 45 min &
température ambiante sous agitation.

Laver 3 fois les bandelettes comme précédemment.

Placer les bandelettes dans la solution de substrat, incuber 4 température ambiante en
surveillant Papparition de taches colorées au niveau des dépdts (maximum 15 min).
Arréter la réaction en rincant les bandelettes sous un jet de pissette d'eau distiliée.
Sécher les bandelettes entre deux feuilles de papier filtre.

3 - Résultats et compte rendu.
Compléter le schéma des bandelettes sur le document joint en annexe.

Déterminer en ng le seuil de détection de la technique utilisée. Conclure.

B - BIOCHIMIE (80 points)

1 - Détermination de la teneur en lvsozyme du blanc d'geuf. (54 points)
Le lysozyme {nom usuel) ou muramidase (mucopeptide N acétyl muramoy! hydrolase

EC 3.2.1.17) est une protéine enzymatique qui catalyse la lyse de bactéries in vivo. On la trouve en
quantité notable dans le blanc d'ceuf. Sa masse molaire est de 14 600 g/mol.
Au cours de catte manipwation, on se propose de déterminer la teneur en lysozyme du blanc d'oeuf.
Pour cela, on dosera l'activité catalytique et la concentration en protéines:

- d'une solution de blanc d'oeuf (que P'on notera " Sg™);

- d'une solution de lysozyme purifié (que l'on notera " Sip ")

1.7 - inati '

Lactivité catalytique du lysozyme est mesurée par diminution de I'absorbance 2
450 nm d'une suspansion bactérienne de Micrococcus lysodeliticus a pH 6,24 Une unité
d'activité enzymatique est définie comme étant la quantité d'enzyme qui provogue une
variation d’absorbance de 0,001 par minute dans les conditions de I'expérience et 2 25°C,
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1.1.1 - Réactifs,
* substrat: suspension de M. lysodeikticus 3 200 mg/L en tampon phosphate
0,1 mol/L pH 6,24 {10 mLY;
* solution de blanc d'ceuf 54, conservée dans de la glace (cette solution a &1é
préparée par homogénélsation d'un blanc d'oeuf dans de I'eau physiologique)
(10 mL};
* solution de lysozyme purlfié S, conservée dans de la glace (2,5 mL);
* @au physlologigue (500 mL).

1.1.2 - Mode opératoire,
Diluer la solution de blanc d'oeuf Sg, au 1/100 dans I'eau physiolegique.
Dliuer la solution de lysozyme purifie §,, au 1/1000 dans I'eau physiologigue,
Mesurer I'activité catalytigue des solutions diluées de la fagon suivante:
Dans une cuve spectrophotométrigue:
e Introduire 2,9 mL de substrat;
* préincuber a 25°C pendant 5 minutes;
¢ ajouter 0,1 mL de solution enzymatigue;
* suivre la variation d'absorbance 4 450 nm pendant 3 minutes, contre ['air,
Réaliser cette opération en présence d'un examinateur.

1.2 - Dasage des protéines.par la méthode du biuret,
1.2.1 -~ Réactifs.
¢ solution étalon de sérumalbumine bovine (SAB) 2 8 g/L (5 mL):
# réactif de Gornall (en dispensette);
« solution de blanc d'oeuf Sg, (10 ml);
s solution de lysozyme purtfié 5, (2,5 mi);
» eau physiofogique (500 mL).

1.2.2 - !

Réatiser une gamme de 6 tubes comportant de 0 a 8 mg de protéines par tuba.
Compléter & T mL avec de I'eau physiologique.

Ajouter 4 mL de réactif de Gornali. Mélanger.

Mesurer Fabsorbance @ 540 nm aprés 30 min d'attente & température ambiante.

1.2.3 - Essais.
Diluer la solution de blanc d'oeuf S5, au 1/4 dans I'eau physiologigue.
Réaliser le dosage dans les mémes conditions que la gamme:

e sur 1 mL de 8y, dilude (2 essais);

e sur 1 mL de §;,» (2 essais).

2 - Dosage de la biotine. (26 points)

L'avidine est une glycoprotéine présentant une grande affinité pour la biotine (interactions
protéine-ligand ou IPL)... Mais I'avidine posséde aussi la capacité de fixer le colorant HABA
(4" Hydroxy-AzoBenzéne 2 carboxylic Acic)) au niveau du méme slte de fixation que la biotine;
cependant, 'affinité de I'avidine pour I'HABA est nettement inférieure. Par allleurs, I'absorbance 3
500 nm du colorant HABA différe profondémant selon que celii-ci est combiné ou non a I'avidine:
- I'absorbance linéique molaire de la forme fibre est £, = 600 mal.Lem™;
- I'abserbance lindique melaire de la forme fide ou combinée est £ &= 34 500 mol™.L.en.

2,1 - Principe du dosage.
Dans une sclution contenant Je complexe avidine-HABA, I'addition d'un échantillon de
biotine conduit au remplacement mole & mele de 'HABA par ia biotine au niveau du complexe et 2 la
libération da 'HABA. Ce phénoméne entraine une diminution de I'absorbance a 500 nm.
Donnée: pour une solution de biotine & 1 mol.L", Agues (500 nm) =2, - £, = 33 800 mol.L.cm?
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2.2 - Béactifs.
» tampon Tris-HCt 0,1 mol/L. a pH = 7 (50 mL});
» solution de HABA en tampon Tris-HCl 0,1 mol/L A environ 0,6 mmal/L (2,5 mL);
e solution d'avidine pure en tampon Tris-HC! 0,1 mal/L & environ 0,4 g/L (2,5 mL);
» golution & doser "BIOT 0,5" (0,3 mL).

2.3 - Mode opératoire (2 essais).
Préparer une dilution au 1/200 en tampon Tris-HC| de la solution & doser "BIOT 0,5".
Effectuer le dosage sur 2 solution diluée selon Je protocole du tableau ci-dessous:

Cuve n° 1 Cuven” 2 ]
Solution HABA 1 mi 1mL
Solution d'avidine 1 mL i 1 mL
Mélanger et fire les absorbances A, & 500 nm contre I'air
Solution diluée 2 doser 50 ub i 100 pL
Mélanger et lire les absorbances A, 2 500 nm contre lair

3 - Compte rendu et résultats
3.1 - Détermination de la tenaur en lysozyme du bianc d'oeuf.

3.1.1 - Détermination de |'activité catalytique.

Compléter le tableau de résultats.

Calculer la concentration d'activité catalytique de la sohstion de blanc d'oeuf Sp, ainsi
gue de la solution de lysozyme purifié S» en U/mL.

3.1.2 - Dosage des protéines.
Elaborer le tableau de colorimétrie,
Compléter le tableau de résultats.
Exploiter ces résultats a 'aide de |'ordinateur.
valider les valeurs expérimentales retenues pour le calcul de la drolte de régression.
Donner I'équation da cette droite de régression ainsi que le coefficient de corrélation.
En déduire les valeurs des essais.
Discuter la répétabilité des essais.
Déterminer la concentration en protéines de Sy et de 5, en mg/mL.
Donnée: coefficient de variation de fa méthode du biuret = 3 %.

3.1.3 - Calcu! de la teneur en lysozyme du bianc d'oeuf.

Calculer Mactivité spécifique de Sy, et de 5 en U/mg.

En déduire Ia teneur en lysozyme du blanc d'oeuf (exprimés en pourceniage massique de
lysozyrme par rapport aux protéines totates).

3.2 - Do

L'addition d'un certain volume de solution aprés la lecture de A, rend nécessaire la correction
de A;.

Calculer les absorbances corrigées A, (tenir compte de la dilution due & I'addition de la
solution diluée i doser).

Déterminer pour chaque essal AA = Ay - A"

Calcular la conceniration molaire, puis 1a concentration massique de 1a solution "BIOT 0,5".
Donnée; Myous = 244,3 g/mol,
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N° de poste
IMMUNOLOGIE
FEUILLE DE RESULTATS
Bandelgtta n° 1 Bandelette n° 2
1 2
Schéma de lecture ;
Canclusion :
N - -
N° de postg
BIOCHIMIE
FEUILLE DE RESILTATS
1-Détermination da la teneur en lysozyme du blanc d'cauf,
1-1-Détermination de ['activité catalytique,
A A/min.
S g au 1/100
S pau 1/1000
1-2-Dasage des protéines par fa méthode du biurat,
Tubes 1 2 3 4 5 Sp aul/4 S
Fssai 1 Essai 2 (Fssai 1 FEssaj ?
Q protéines
par tube (mg)
A a 540 nm
2-Dosage de la btatine.
Essai 1 £ssai 2

Absorbance A,

Absorbance A,
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MICROBIGLOGIE, (50 points)

Au cours de ['épreuve, le jury appréciera les qualités d’organisation, la précision des gestes
techniques, le respect des régles d'hygigne et de sécurité en laboratoire.

peme jour mr_é_e_: TH1T!
1 - Contamination lors de la purification de I'avidine.

1.1 - Recherche de salmonglles dans la solution du blanc d’ceuf ayant servi 4 préparer la

solustion d’avidine.

Lire les deux boites ensemencées et conclure,

1.2 - Identification du contaminant.de la solution ourifiée d'avidine.
Exploiter les résultats des cultures.

|dentifier te microorganisme contaminant,

Conclure.

2 - Préparation d'une suspension de Microcorcus lvsodeikticus.
Compter les colonies.
En déduire la concentration bactérienne dans la suspension ajustée.

Conclure.

Donnée: le point 0,5 de Mac Farland a une absorbance de 0,1 unité a 600 nm, ce
qui correspond 3 environ 10 bactéries/mL.

EPREUVE PROFESSIONNELLE DE SYNTHESE.

Deuxiéme pariie ;
REALISATION PRATIQUE ¥ OPERATIONS TECHNIQUES.
EPREUVE E5.UNITE 152
DUREE : 10 HEURES COEFFICIENT : 8

SUJET 2.

Au cours de "épreuve, le jury appréciera les qualités d'organisation, ta précision des gestes
techniques, le respect des régles d'hygiéna et de sécurité en laboratoire.

L'ordre de déroulement des maniputations sera indlqué au candidat en début d'épreuve.

EARINE, PANIFICATION ET PAIN

A s, o e

BIOCHIMIE (75 points)
1* jour _Durée: 4 H 30

Le pain est un produit élaboré 2 I'aide de farine de blé tendre cui fournit par I"amidon les substrats
glucidiques nécessaires 4 la fermentation panaire. L'amidon est hydrolysé grice aux amylases o et p
Le grain de blé renferme une quantité relativement constante de B -amylase et une quantité

d' o - amylase qui augmenta avec la proportion de grains germes. Actuellement, avec fa
mécanisation des moyens de récolte, cetie quantité d' o -amylase diminue réguligrement et justifie
une supplémentation en « -amylase fongique.
On se propose:

s de doser I'amidon d'une farine;

» de déterminer F'activité o -amylasique d'une préparation enzymatique en vue de

f'enrichissement de [a farine;

» d'analyser par chromatographie sur couche mince les produits d'hydrolyse de I'amidon.
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1-Dosage de i'amidon de [a farine par méthode enzymatique en point final.(18 points)

1.1 - Principe,

L'amyloglucosidase catalyse {'hydrolyse de 'amidon en glucose:
amidon + (n- 1) H,0
L'hexokinase catalyse la phosphorylation du glucose apparu en glucose-6-phosphate:
glucose + ATP -~ glucose-G-phosphate + ADP
Le glucose-6-phosphate formé est oxydé en gluconate-6-phosphate dans une réaction
catalysée par la glucose-6-phosphate deshydrogénase, en présence de nicotinamide-adénine-
dinucléotide-phosphate (NADP*):
glucose-6- phosphate + NADP* --—-- - gluconate-6-phosphate + NADPH,H
La formation de NADPH, mesurée par 'augmentation de I'absorbance 3 340 nm, est
proportionnelle a [a quantité de glucose libéré par I'hydrolyse de I'amidaon.

1.2 - Pré i [

= nglucose

Les opérations suvantes ont été réalisdes a partir de la farine & analyser selon le piotocole

suivant:

Pesée de X my de farine homogéneisée et tamisée (Ia masse exactement pesée sera indiguée au
candidat} et introduction dans une fiole d'Erlenmeyer. Ajout de 20 mlL de diméthylsulfoxyde

(DMS0) et de 5 mL d'acide chlorhydrique a 8 mol/L.

Incubation durant 30 minutes 2 60°C dans un bain thermostaté avec agitation.
Apres retour & fa température ambiante, ajout d'environ 50 mlL d'eau désionisée, ajustage du
pH entre 4 et 5 avec de I'hydroxyde de sodium & 5 mol/L en agitant vigoureusement.
Transfert dans une fiole jaugée de 100 ml. et ajustage au trait de jauge avec de l'eau

désionisée.
Filtration si nécessaire.
Gn ohtient la solution F.

Dans ces conditions, il n'y a pas formation de glucose libre provenant de I'amidon solubilisé.
Le glucose contenu en trés faible quantité dans la farine pourra étre négligé Jors du dosage de

['amidon.

1.3 - Réactifs,

- solution F préparée selon le protocole ci-dessus (5 mL);
- solution 1: tampon citrate pH 4,6; amyloglucosidase (0,7 mL);
~ solution 2: tampon triéthanolamine pH 7,6, NADP+, ATP, sulfate de magnésium

(3,5 mL);

- suspension 3: hexokinase, giucose-6-phosphate déshydrogénase (80 pL).

1.4 - Mode apératoire.

Longueur d’onde: 340 nm. Cuve & usage unique de trajet aptique 1 cm, Température; 20 2
25°C (température ambiante).

Diluer 10 fois la solution F  I'aide d'eau désionisée.

Introduire dans des cuves:

Témpin Essai (2 essais)
Solution 1 0,20 mL 0,20 ml.
Solution F dituée - 0,10 mL
Fau désionisée 0,10 mL —

Recouvrir les cuves de parafiim. Mélanger. incuber 15 minutes au bain thermostaté a 55-60°C,

Ajouter:
Solution 2 1,00 mL 1,00 mL
Eau désionisée 1,00 mL 1,00 ml

Ajouter:

Mélanger. Attendre environ 3 min. Lire l'absorbance (A,) de chaque cuve contre I'air,

| Solution 3

[ 0,02 ml

| 0,02 mi_

[Mélanger. Attendre enwviron 15 minutes. Lire 'absorbance (A;) de chague cuva contre I'air.

]
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1.5- .

Calculer la différence d'absarbance Ag- A, pour I'essai amidon {E) et pour le témoin (T).
Déterminer la différence (E - T).

Calculer la concentration molaire velumique (mmol/L) en glucose dans le mikieu réactionnel.
Cafculer ka concentration massique (g/L} en amidon de la solution .

En déduire le pourcentage en masse d'amiden dans la farine.

Données:

- absorbance lingique molaire du NADPH & 340 nm = 6 360 mol'.L.em™;

- masse Mokaires M unie gucosyte = 162,71 g-mol™;

- coeffclent de variation de la méthode = 3 %.

2 -Détermination cinéticue de I'activité g-amylasique d'une préparation
enzymatigue, (42 points)
2.1 - Principe.
L'activité o-amylasique de la préparation est mesurée expérimentalemnent par méthode
cinétique et déterminée a |'aide d'une courbe d'étalonnage.
Le substrat 2-chloro-4-nitrophényl mattotrioside (CNPG;) est hydrofysé en présence
d'e-amylase avec lbération du 2-chloro-4-nitrophénol (CNP):
5 CNPGy + 5H,0 = 3 CNP + 3 maltotriose + 2 CNPG; + 2 glucose
CN PGy: 2-chloro-4-n itrophényl maltotrioside
CNPG,: 2-chloro-4-nitrophényl maltoside
CNP: 2-chloro-4-nitrophénol

2.2 - Réactifs.
préparation enzymatique;
tampon MES pH 6,0 a 50 mmol/L. (15mL)
solution de CNP 3 2 mmol/L (2,5 mL)
monoaréactif RTU:(5 mL)
tampon MES pH 6,0 3 50 mmol/L.
NaCl 4 50 mmol/L
Ca(CH3C00), 3 5 mmol/L
KSCN 4 0,4 mol/L
NaN; 3 0,8 g/L
CNPG3 & 3 mmal/L

2.3 - Mode opératoire.

2.3.1 - Détermination.de ['activité o-amylasique de ta préparation enzymatigue (2
essais).
Le test s'effectue 2 la température de 30°C, La réaction enzymatique est déclenchée par
acidition de Ia préparation enzymatique.
Dans une cuve spectrophotométrique de 1 cm de trajet optique, introduire:

monotréactif RTU : 2 mL

préparation enzymatique : 50 uL
Enregistrer I'absorbance & 405 hm pendant 3 minutes.

Réaliser cette opération en présence d'un examinateur.

23.2- !
A partir de la solution de CNP de concentration malaire C = 2 mmol/L, réaliser en eau
désionisée et en tube 3 hémolyse une gamme de 5 solutions de CNP de concentration
de O 4 2 mmol/L.
Introdulre dans des cuves spectrophotométriques de 1 cm de trajet optigue:

2 mL de tampon MES pH 6,0;

50 uL de chacune des solutions préparées.
Lire |'absorbance 2 405 nm (stabilité de la coloration: 1 heure),
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2.4 - Résultats.

Présenter les tracés des graphes : A 4psny = f (temps).

Commenter brigvement.

Remplir le tableau d'étalonnage sur la feuille des résultats expérimentaux.

A l'aide de l'outil informatique, tracer la courbe d'étalonnage A = F (Ngg)

{Nae = nombre de Jumol de CNP par tube)

Vatider les valeurs expérimentales retenues pour le calcul de la droite de régression. Dormer
I'équation de cette droite ainsi que le coefficient de corrélation.

Calculer Ja concentration d'activité catalytique de la préparation enzymatique en U/L.
Données:

Une unité d'activité enzymatigue {U) correspond 3 la quantité d’enzyme catalysant la
production d'une micromole de CNP par minute dans les conditions du dosage.
Coefficient de variation de la méthode = 4 %

3 - Analyse de produits d'hydrolyse de 'amidon par fractionnement
chromatographigue sur couche mince. (15 points)

L'amiclon d'une préparation de farine est hydrolysé par les amylases qu'elle contient. Une
chromatographie d'exclusion stérigue permet de séparer les produits d'hydrolyse de faible masse
molaire (fraction H) de |'amidon partlellement hydrolysé. La fraction H est analysée par
chromatographie sur couche mince de gal de silice.

3.1 - Matériels et réactifs.
Cuve 3 chromatographie.
Phase stationnaire: gel de silice déposé en couche mince sur une plague d'aluminium
{5 x 10 cm) (chromatoplague).
Phase mobile: méthyl-éthyl-cétone 3 v
acide éthancique 1 V
méthanol 1 vV
Solutions témains de glucides & 5 g/L.: xylose, glucose, saccharose, maltose, maltotriose,
Fraction H.
Révélateur: réactif au thymol (thymol en milieu éthanol et acide suifurique concentré),

3.2~

Réactiver la chromatoplague par passage 2 I'etuve 3 105°C pendant 10 minutss,

Sous hotte & aspiration, introduire la phase mebile dans 1a cuve 4 chromatographie. La
laisser se saturer en vapeurs de solvants pendant 15 a 20 minutes.

Sur la chromatoplaciue réactivée et refroidie, 4 I'aide de capillaires, effectuer 2 dépots
successifs de chaque solution.

Placer Ja chromatoplague dans la cuve,

A lssue de la migration, laissar sécher la chromataplague sous la hotte,

Sous hotte 3 aspiration, révéler par le réactif au thymel {pulvérisation ou application au
pinceau cu immersion).

Placer la plague & I'étucle 3 105°C jusqu'a apparition des spots colorés.

3.3 - Résultats. (laisser le chromatogramme au poste de travall en fin d’épreuve)
Analyser le chromatagramme; justifier la migration différentielle des glucides testés.
Conclure quant 4 la nature des produits d'hydrolyse de I'amidon,

Dannées: tableau donnant les masses molaires moléculaires des glucides des sclutions

témoins:
glucide xylose ghucose saccharose maltose maltotriose
M (g/mol) 150 180 342 342 504
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A COMPLETER ET A RENDRE AVEC LA COPIE

ANNEXE 2

N° DE POSTE
BIQCHMIE
1 - Dosage de 'amidon de la farine:
Al AZ

Témoin

Essai 1

| Essai 2
2 - Eralonnage:

| Coyp {ramol/L)

Ny (umol)

A 2405 nm

IMMUNOLOGIE - MICROBIOLOGIE (85 points)

FARINE, PANIFICATION ET PAIN

Au cours de I'épreuve, la jury appréciera les qualités d"organisation, la précision des gestes

techniques, le respect des régles d'hygigne et de sécurité en laboratoire.
L'ordre de déroulement des manipulations sera indiqué aux candidats en début d'épreuve.

1% jour

La farine de blé contient, & coté de I'amidon, des protéines insolubles dans I'eau ou gluten

A - IMMUNOLOGIE {30 points}

permettant {'obtention d'une pate élastique gui donnera le pain.
Une intolérance au gluten est observée chez les jeunes enfants entrainant une altération de la

mugueuse de I'intestin grale. Des pains sans gluten sont commercialisés.

On se propose, par une technique d'immunodiffusion double, d'effectuer une

analyse semi-quantitative de la composition de deux extraits de pain: P1 et P2

1 - Matériel et réactifs.

e 3 petites hoites de Petri de 5,6 cm de diamétre;

e 3 tubes contenant 4,5 mL d'agarose, & T % en PBS, en surfusion;
» extrait étalon contenant 150 mg gluten.L"" noté "E" (200 ub);

* extrait P, 2 analyser noté "P;" (200 pL);
« extrait P, 2 analyser noté " P, " (200 pL);

« solution d'anticorps antigluten notée << Ac >> (20 L)

» tampon PBS, pH = 7,2 (10 mL) noté << PBS >>,
® un systéme de perforation;

@ une chambre humide individuelle;

@ Py Pioo OU Pagg, Prans + CONes adaptés,

» 8 tubes 3 hémolyse + portoir.

2 - Protocole opératoire.
*Préparation des boiies

Durée: 3 H 45

Couler 4,5 mL d'agarose 3 1 % en tampon PBS dans 3 petites boites de Petri {fane de ces
boites servira 3 tester la réalisation des puits).

Laisser solidifier.

Creuser les puits sulvant le gabarit en annexe. Préparer 2 boites.
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*Dépidits
Déposer 8 pL par puits.
Les extraits P1 et P2 sont testés purs et dilués au 1/5, 1/25 et 1/125 en tampon PBS,
L'extralt étalen E est utilisé pur,
Effectuer une série de dilutions en présence d'un examinateur.
Introduire I"anticorps antigiuten << Ac >> dans 'un des puits de chague boite,
*Diffusion
Laisser diffuser en chambre humide et & température ambiante, pendant 36 A 48 heures.

3 - Compte_rendu.
Expliquer a réalisation des ditutions et schématiser Ja répartition des dépots,

GABARIT POUR LA REALISATION DFS PUITS

B-MICROBIOLOGIE (55 points)

1 - Dénombrement de Saccharomyces cerevisiae dans une oréculture de levain de
panification. (17 points)

Une préculture de Saccharomyces cerevisiae est utilisée pour fabriquer un levain, Cette
préculture doit contenir au moins 10 8 UFC par mL.

1.1 - Matériels.
* 1 préculture de Saccharomyces cerevisiae noté << P >»;
* 6 géloses oxytétracycline glucose Agar {OGA) en boite de Patii;
¢ un hématimétre de Malassez;
* 7 tubes contenant 9 mL d'aau physiologique stérile;
* pipette autematique P100 et cdnes stériles;
¢ dispositifs stériles d'étalement;
« 7 pipettes stériles de 1 mL.

1.2 = Quantification_ par_examen ricroscopique.,
Reéaliser la numération sur hématimatre des levures dans |2 préculture P.
Présenter un champ microscopique et le résultat de Ja numération de ce champ a
un examinateur.

13- A

En fonction du résuttat de la numération sur hématimatre, préparer trois dilutions
nécessaires au dénombrerment en surface sur gélose 0.G.A.

Ensemencer les boites de Petri.

Incuber 36 & 48 heures a 30°C.
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1.4 - Compte rendu.
Donner fe résultat de la numération sur hématimatre.
Justifier le choix des dilutions ensemencées.

7 - Contrdle de la pureté d'un levain & Saccharomyces. (10 points}
2.1 - Matériels.
» 1 tube contenant un levain noté << L >>;
« 1 gélose a I'actidione;
1 gélose WL (Wallerstein Laboratory = gélose au vert de crésol),

2.2 - Modg opératoire.

Afin de contrdler la pureté du levain L, étaler 0,1 mL de levain sur les milieux suivants:
= gélose a Factidione;
* gélose Wi.

incuber 36 a 48 heures a 30°C.

2.3 - Compte rendu.
Justifler le choix des deux milieux ensemenceés.

un levain de panification, (19 points)

3.1 - Matériels.
» ] culture d'un contaminant sur gélose nutritive inclinée notée "G ",
« 1 tube contenant 2 mL d'eau physiclogique stérile.

3.2 - Mode opératoire.

Le contarninant est présenté sur gélose nutritive inclinée notée << G >>.

Réaliser les observations macroscopique et microscopique, puis un test d'crientation.
Appeler un examinateur pour 'observation microscopigue et le test

d'orientation.

Noter sur le compte rendu la galerie miniaturisée souhaitée afin d'identifier le contaminant

et le présenter & un examinateur.

Ensemencer la galerie distribuée et effectuer un isolement sur gélose nutritive.

3.3 - Compte randu.
Rédiger le compte-rendu des observations macroscopique et microscopigue ainsi que le
résuttat du test d'orientation.

MMUNOLOGIE, - MICROBIOLOGIE
peme jOI.IT DJJ_I'_é.&: 1HA4S5

EARINE, PANIFICATION ET PAIN

A, e ————

L'ordre de déroulement des manipulations sera indiqué aux candidats en début d'épreuve

A - MMUNOLQGIE (30 points)

Schématiser les résultats obtenus.

Commenter ["aspect et la position des arcs de précipitation obtenus et conclure qualitativement sur
la composition des extraits Py et Pa.

Conclure sur la composition semi-quantitative des 2 extraits.
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B - MICROBIOLOGIE (55 points)

1-Dénombrement de Saccharomyces cerevisize dans une préculiure de levain de
panification. {17 points)

Compter les colonles.

Présenter les résultats sous forme d'un tableau;

Conclure en comparant les résultats des deux techniques de quantification.

2-Contréle de la pureté d'un levain a Saccharomyces. (10 points)

Réaliser la lecture des deux milieux ensemencés .
Conclure sur la pureté du levain et la nature des éventuels contaminants.

3-ldentification du contaminant jsple d'un levain de panification, (19 points)

Identifier le microorganisme Isolé. Justifier la démarche.

4 - Identification d'une moisissure . (9 points)
Las moisissures productrices d'o-amylase, enzyme utllisée lors du prétraitement dea Ia
faring, sont recherchées afin de purifier cette enzyme et I'utiliser pour améliorer lo
* processus de panification. Une moisissure M est fournie sur gélose PGA {Pomme de terre,
glucose, Agar).
Réaliser les examens macroscoplique €t microscopique.
Montrer I'examen microscopigue a un examinateur.
Réaliser un schéma de |'observation microscopique et identifier la moisissure.

EPREUVE PROFESSIONNELLE DE SYNTHESE.
Deuxiéme partie :
REALISATION PRATIQUE D'QPERATIONS TECHNIQUES.,
EPREUVE E5.UNITE U52
DUREE : 10 HEURES COEFFICIENT : 8

SUJET 3.

Au cours de I'épreuve, le jury appréclera les qualités d'organisation, ka précision des gestes
techniques, le respect des régles o'hygiéne et de sécurité en laboratoire.

LES MILIEUX DE CULTURE DES CELLULES EUCARYOTES.
BIOCHIMIE {70 points)

Durée: 3 H 30

Les milieux de culture des cellules eucaryotes doivent notamment contenir des glucides et
des acides aminés (comme la glutamine). lis peuvent étre additionnés de sérum de veau foetal afin
d'étre enrichis en certains composés tels que le cholestérol.

On se propose de déterminer:
- la composition en glucides d'un milieu de culture;
- 53 teneur en glutamine;
- sa teneur en cholestérol.

1 - Analyse de la composition en glucides par chromatographie sur couche mince,
(15 points)

1.1 - Matériel - Réactifs.
+ cuve 3 chromatographie;
# phase mobile; méthyléthylcétone 3 V / acide acétique 1 V / méthanol 1 v;
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« plaque de gel de silice (5 x 7,5 cm);

* capillaires;

« solutions témoins: saccharose, glucase, raffinose, xylose;

« &chantillon de milieu de culture 3 analyser (tube Eppendorf note M.C; );
s réactif de révélation au naphtorésorcinol.

1.2 - Mode opératoire.
Saturation de la cuve: verser e solvant (sous la hotte) dans ta cuve de migration,
refermer et attendre environ 15 minutes.
Actlvation de a plague: placer fa plaque 3 I'étuve 3 100°C pendant environ 10 minutes.
Dépots: déposer une goutte des témoins et de 'échantillon 3 analyser.
Migration: placer la plaque dans la cuve et kisser migrer.
Révélation: sécher la chromatoplague sous la hotte, puis révéler avec le réactif au
naphtorésorcinol. Sécher a I'étuve pendant quelgues minutes,

1.3 - Compte rendu.
Exploiter le chromatogramme obtenl.

2 - Dosade de la glutamine par pH-méirie. (34 points)
2.1 - Réactifs.

» hydrogénophtalate de potassium anhydre;
« solution ’hydroxyde de sodium & environ 0,050 mol.L™;
» indicateur colorg;
« milieu de culture 3 analyser (flacon note M.C.);
« méthanal 3 40 % (v/v);
 solution{s) tampon(s).

2.2 - Mode opératoire.
2.2.1 - Etalonnage de la solution d'hydroxyde. de sodium (2 essais).
Il est réalisé par pesée d'hydrogénophtalate de potassium.
Effectuer le dosage sur une masse m telle que Pon versera environ 20 mL de solution
d'hydroxyde de sodium.
anéﬂﬁ: Mhydrugeuuphtﬂlatn de patessium = 204,2 9 mOl“
Formule: COOH

COOK
Précision: 1%.

222~ i -

Etalonner le pH-métre 4 I'aide des solutions tampons.

Dans un bécher de 100 ml, introduire:
- 5 mL de méthanal 3 40 % (v/v). Attention: produit toxique; récupérer las
déchets;
- 25 mi. du milieu de culture a analyser (flacon noté M.C,).

Titrer par la solution d'hydroxyde de sodium préalablement étatonnée.

Effectier un essai rapide et un essai précis.

2.3.1-
Rerplir |a feuille de résultats jointe au protocole.

Justifier la masse pesée.

Calculer la concentration molaire volumique de 1a solution d'hydroxyde de sodium.
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2.3.2 - Dosage de la glutaming par pH-métrie.
Dorner le volume équivalent d’hydroxyde de sodium versé lors de I'essai rapide.
Remplir 1a feuflle de résultats jointe au protocole.
A I'aide de I'outil informatique, tracer la courba de titrage:
pH = f{volume d'hydroxyde de sodium versé).
Déterminer le point équivalent.
Calculer la concentratlon molaire volumique en glutamine du milieu de culture.

3 - Dogage enzymatigue du cholestérol dans le milieu de cultyre (2 essais),

{27 points)
Le cholestérol du mifieu de culture est dosé aprés une procédure d'extraction qui engendre
une dilution au 1/20%e,

3.1 - Principe.
Le cholestérol extrait du milieu de culture est dosé selon le schéma réactionnel suivant:

- Réaction 1

chaolestérol oxydase
cholestérol + Q, -mrmmmscrmnnmman > A* cholesténone + H,0,
-Réaction 2
catalase
H;0; + méthanal--------—-- - méthanal + 2 H,0
-Réaction 3

Le méthanal formé réagit avec de I'ammonium et de I'acétylacétone pour former un composé
coloré en jaune, fa lutidine, dont on peut mesurer I'absorbance a 405 nm.

méthanal + NH ** + 2 acétylacétong --—m—- > lutidine + 3 H,0
3.2 - Réactifs.
- Rgactif 1. tampon phosphate d"ammenium ¢,8 mol.L; pH 7
méthanoi
catalase
acétylacétone

- Réactif 2: cholestérol oxydase
3.3 - Mode gpératoire,

Le cholestérol & doser se trouve dans fe mitieu d'extraction noté << ME ». Effactusr ung
dilution préalable au 1/10 *™ dans le propan-2-ol.
introduire, dans trois tubes & hémolyse:

Témoin Essai 1 Essai 2
Réactif 1 (mL) 2,50 2,50 2,50
Milieu d'extraction dilue au 1/10 (mL) 0,20 0,20 0,20
[ Réactif 2 (mi) 0,02 0,02

Mélanger soigneusement, boucher Jes tubes et incuber 60 minutes au bain thermostaté 3 37°C.
Laisser refroidir  température ambiante puls transvaser dans des cuves.
Lire 3 405 nm l'absorbance des essais contre celle du témoin.

3.4 - Compte rendu et résultats.
Compléter la feullle de résultats.
Déterminer fa concentration massique en cholestérol du mifieu de culture.

DONNEES: € yane = 7,4 10° Lmol o
M chotestérol = 386,5 g-m0|"1
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NUMERQ DE POSTE:
- .

ILES MILIEUX DE CULTURE DES CELLULES EUCARYOTES
RELEVE DES VALEURS EXPERIMENTALES

2 - Dosage de la glutamine par pH-radtrie.
2.2.1 - Etalonnage de la_ solution d'hydroxyde de sodium.

Essai 1 Essai 2
masse d'hydrogénophtalate de potassium (g} ™ m,

volume de la solution d'hydroxyde de sodium (mL) v, vV,

2.2.2 - Dosage._dé la glutaming par pH-métrie (essai précis).

¥ NaOH (ml)

PH

L

3 - Dosage enzymatigue du cholestérol dans le milieu de culture.

Témoin Essai 1 Esgai 2

IA_mnm

MICROBIOLOGIE ET BIQLOGIE CELLULAIRE £T MOLECULAIRE (90 points)
LES MILIEUX DE CULTURE DES CELLULES EUCARYOTES

Au cours de I'épreuve, le jury appréciera les qualités d'organisation, la précision des gestes
techniques, le respect des régles d'hygiéne st de sécurité en laboratoire.

1¢ jour Durée: 4 H 3C
U'ordre de déroulement des manipulations sera indiqué aux candidats en début de séance.

| - MICROBIOLOGIE (50 points)

Des substances 3 activité antimicrobienne {antibiotigues, fongicides) sont souvent ajoutées dans
les milieux da culture.

moins une réduction de 99,99 % (4 réductions décimales) de I'incculum initial.
1.1 = Matérigl et réactifs.

- suspension de Candida albicans en houillon Sabouraud notée "L,";
- tube d'eau physiotogigue stérile (10 mL);
- pipette automatique P1000 + chnes;
- 2 tubes A hémolysa vides stériles ;
- 5 tubes de 9 mL d'eau physiologique stérile ;
- 5 pipettes stériles de 1 mL ;
- sglution de nystatine 2 10 000 ULmL" en tube & hémolyse (1 mL)
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~ 3 boites de Petri contenant 20 mL de gélose Sabouraud;
- 8 écouvillons stériles ;

1.2 - Préparation des boltes témpins.

Réaliser une dilution au 1/2 de la suspension "L," de Candida albicans en eau physiologicque

stérile. Cette dilution est appelée L,

A partir de "L,", effectuer una sérle de dilutions de 107 4 10 an eau physlologigue.
Appeler un examinateur lors de la réalisation d'une dilution.

Pour chague dilution, imprégner totalement un écouvillon stérile. Essorer ensuite

I'écouvillon par trois presslons successlves sur les parois du tube.

A I'aide du gabarit fourni (annexe 1), réaliser 2 la surface d'une premiére gélose Sabouraud,

pour chacune des dilutions 10° ("L,™) 4 10 2, une strie de 5 cm.

Laisser sécher les stries 30 minutes sans retourner les boltes,

Procéder de la méme maniére sur une seconde gélose Sabouraud pour les dilutions 1073 3 705,
Incuber & 30°C pendant 48 heures.

1.3 - Réalisation du test,

Intreduire dans le tube 4 hémolyse contenant 1 ml. de nystatine 2 10 000 UimL, 1 mLde
suspension de levure "L,".

Mélanger et laisser en contact pendant 90 minutes 3 température ambiante,

A Iaide du gabarit fourni {annexe 1), réaliser 4 la surface d'une gélose Sabouraud 2 stries
identiques (2 essais) selon la technique de I'écouvillon stérile.

Laisser sécher les stries 30 minutes sans retourner les boites.

Incubar 4 30°C pendant 48 heures.

1.4 - Compte rendu,
Justifier la préparation de la suspension "L," pour la réalisation des boftes "témoin",
Décrire et justifier 'aspect prévisible des boites "térmoin" aprés incubation,

2 - Vérification de la bonne suppiémentation du milieu de culture en pénigilline.

(32 points)

La mise en évidence d'un contaminant bactérien dans une culture de cellules animales
condult le technicien 4 s'interroger sur une éventuelie erreur de dosage de la pénicilline
incorpoerée dans le milieu de culture.

l.a concentration en antibiotique devait étre de 100 pg.mi.™.
Afin de vérifier 'hypothése, suivre le protocole ci-dessous de dosage de la péniciliine par diffusion
en milieu gélosé.
2.1 - Matériel et réactifs.
# 70 mL de culture en boutllon nutritif ordinaire note "T,";
* 1 tube de 10 mL de bouitlon nutritif ordinaire;
¢ 4 cuves de spectrophotométre;

= parafitm;
¢ spectrophotométre; matérig] collectif
* bac de désinfectant prés du spectrophotomeétre ;

® 6 tubes a hémolyse bhouchés;

¢ 5 tubes de 9 mL d'eau physiologique;

¢ 4 pipettes stériles de 1 mL;

» 2 pipettes stériles de 2 mi.;

® 1 pipette stéiite de 5 mL;

* 1 flacon de 60 mL de gélose de Musller Hinton 2 5 % de NaCl en surfusion;

*1 boite de Petri de 120 mm x 120 mm;

» un dispositif pour creuser les puits avec emporte-pidce, aspiration et

récupération des cylindres de gélose contaminge;

* 1 tube a hémolyse contenant 3 mi de sofution de péniciliine G 3 320 mg.L en eau
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physiologicque, noté "P";
« 1 tube 3 hémolyse contenant 2 mL de solution de pénicilline G noté "Pu";
* pipette automatique P1000;
* pipette automatique P100.

2.2 - Préparation de V'ine

Uinoculum "test” est fourni en bouillon nutritif ordinaire de 18 heures et noté Ty
Réaliser une coloration de Gram.
Appeler un examinateur pour le contrdle de t'observation microscopique.
Réaliser une lecture opacimétrigue du bouiilon *T," & A= 550 nm.
Appeler un examinateur pour le passage au spectrophotomeétre,
En fonction des résultats et & lMide du tableau fourni ci-dessous, déterminer |a dilition de
"T," & réaliser pour avoir une concentration cellulaire permettant d'obtenir des colonies

confluentes.

Réaliser cette dilution (notée "T,") en eau physiologigue.

Densité bactérienne adéquate |

TAXON Nombre d'UFC par ml pour
1 unité d'opacité mesurée pour obtenir des colonies
4 550 nm confluentes

ENTEROBACTERIACEAE 6,4.10" 7. 10% UFC. mL!
Bacillus 4,407 3.10° UFC. mL?
Lactobacilius 1,8.10° 1.10° UFC. mL’
Staphylococcus 5,8.108 5,10° UFC, mL?
2.3 - Dosage de la solution de pénicilline | s le mili .
A partir de la solution de pénicilline "P" & 320 mg.L-1, préparer une série de 6 dilutions de

raison géométrigue 1/2 en eau physiologique sous un volurne de 1 mL.

A 60 mL de gélose de Mueller Hinton en surfusion ajouter 2 mlL. de la suspension "T,".
Homogénéiser, couler dans une boite de Petri carrée (120 mm x 120 mm).

Laisser prendre en masse. Sécher & 37°C, puis porter la boite au réfrigérateur 15 min.
Creuser 4 I'emporte-pidce 16 puits en utillsant le gabarit foumi en annexe 2.

Chaque concentration aingt que la solution utilisée pour la confection du mitieu de culture
notée "Pu" est testée deux fois.
Le volume déposé dans chaque puits est de 50 [, Lalsser prédiffuser 30 minutes a
température ambiante, puis placer fa boite & 37°C pendant 24 heures.

2.4 - Compte rengu.

Commenter I'observation microscopigue.
Expliquer la démarche aboutissant 2 la réalisation de la suspension T,
Présenter la réalisation de la gamme de dilutions de la solution de pénicilline dans un tableau.

[l - RIOLOGIE CELLULAIRE ET MOLECULAIRE (40 poinis)

ne maladie virale qui affecte las équidés et plus particuligrement les
chevaux dont glle provoque trés fréguemment la mort. Le virus est transmis par l'intermédiaire

La peste éaquine est u

d'insectes picueurs.

Les méthodes classiques de diagnostic de cette infection consistent en une inoculation
intracérébrale aux souriceaux nouveau-nés et une infection de cultures callulaires (BHK1 ou
cellules Yéro). La lignée cellufaire utilisée doit étre entretenue régulizrement.

La diagnostic sérologique repose sur fa recherche des anticorps fixant le complément.

La réaction de fixation du complément nécessite un dosage préafable du complément, 2 réaliser
pour ¢chaque lot de complément et d'antigéne donné,
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1 - Entretfen des cuftures cellulaires. (24 points)

1.1 - Matériel et réactifs,

= Aut poste de travail:
+ hématimatre de Malassez avec une lamelle plane;
¢ bleu de Funk & 0,1 % en tampon pH 7;
+ pipettes automatiques P 1000; P 100;
e 2 tubes & hémolyse.

= Au laboratoire de biologie celiutaice (4 proximité des hotles 3 I
¢ flacon contenant une culture confluente de cellules Véro en milisu MEM + 10 % SVF
(sérum de veau foetal);
* microscope inversé;
s &tuve 4 CO; 8 37°C;
* dispositif de lavage des mains;
¢ flacon d'alcool et papier absorbant;
e tube contenant 6 mlL da tampon PBS stérile;
¢ flacon contenant 15 mL de milieu MEM + 10 % SVF {le miliey & été complémentg);
* tube 4 hémolyse contenant 2,5 mL de solution de trypsine 4 0,25 % stérile;
* tube & hémolyse stérile vide;
* 2 flacans de culture << neufs >> de 25 cm®
* pipettes stériles de 5 ml: 3; :
* pipettes stériles de 2 mL: 2;
® pipette stérlle de 1 mL: 1;
e réciplent pour pipettes et réactifs usagés.

1.2 - Protocole.
1.2.1 - Ohservation microscopigue.
Observer les cellules en culture au microscope inversé. Noter la couleur du milieu de
culture.

1.2.2 - Eniratien de la lignée cellutaire sous hotte 3 flux laminaire.

(termps limité 4 20 minutes - en présence d’un examinateur)

Eliminer par retournement le milieu de culture.

Réaliser un lavage des cellules avec 5 mL de tampon P8S.

introduire 2 mlL de trypsine dans le flacon. Laisser agir quelques minutes,

Ajoutar 5 mL de milieu MEM + 10 % SVF.

Prélever un afiguot d'environ 0,5 mL afin de réaliser |a numération au poste de travail.
Introduire dans chacun des 2 flacons de cufture stériles 1,5 ml de suspension cellulzire.
Compléter ces flacons a 5 mL avec du milieu MEM + 10 % SVF.

Placer les flacons dans I'étuve 4 37°C.

1.2.3 - Numération.
Réafizer en hématimétre de Malassez, une numération de la suspension prélevée apres
dilution au 1/2 dans le bleu de Funk a 0,1 9% en tampon pH 7.

Présenter un champ microscopigue @ un examinateur.

1.3 -

Décrire les cellules observées au microscope inversé et commenter la couleur du milieu de
cultura,

Déterminer le pourcentage de viabilité ainst gue te nombre de cellules par ml. de suspension
numérée.

Sachant que, dans les conditions idéales, un flacon doit étre ensemencé par 10° cellules
viables, commenter le choix gu volume de suspension remise en culture.
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2 - Dosage du complément. (16 points)
Le complément doit &tre titré dans fes conditions de son utilisation pour un lot de complément

et d'antigéne donné.
2.1 - Matériel et réactifs.
* lot de complément a doser noté "C" (v = 400 ply;
* tampon véronal (v = 4 mL);
« solution d'Ag viral noté "Ag" (v = 600 ptL);
¢ systame hémolytigue: globules rouges de mouton (GRM) sensibilisés par des Ac
anti-GRM (v = 2 mL)} ;
« eay distillée;
o microplagque 2 fond rond (avec couvercle ou feuille autocollante);
» &tuve 3 37°C;
* pipette automatique: P100.

2.2 = Mode opératoire.

Réaliser en microplaque, sur la ligne A, 4 partir du lot de complément fourn, des dilutions
en série de ralson1/2, de 1/1 4 1/2048, sous un volume final de 50 pL.

Réaliser dans Fun des puits une dilution au 173 du lot de compiément foural.

Réaliser en microplague, sur la ligne B, & partir de la dilution au 1/3, das dilutions en sérig
de raison 1/2, de 1/3 4 1/1536 sous un volume final de 50 pl..

Toutes les dilutions seront réalisées en tampon véronal.

Ajouter dans les cupules A1 A AT2 et BT 3810: 25 pL d'Ag viral, puis 25 pL de tampon
véronal.

Recouvrir et incuber environ 15 minutes 4 37°C.

Ajouter dans toutes les cupules 50 pL de systéme hémolytigue.

Réaliser en paralléle un témoin © % d'hémolyse et un témoin 100 % d'hémolyse,
Recouvrir ia plague et homogénéiser.

Incuber 30 minutes dans I'étuve 2 37°C.

Sortir la plaque et 1a placer 3 4°C.

2.3 - Compie rendu,
Indicuer la composition des témoins 0 % et 100 % d'hémolyse réalisés,

MICROBIOL OGIE.

ANNEXEL . ANNEXE 2
GABARIT DE REALISATION DES STRIES. GABARIT DES DEPOTS POUR LE DOSAGE DE LA
PENICILLINE.
® ® @ g
® ® @ @
2 @ ® g
® ® ©® g

NDLR: pour ces annales, 'échelle des gabarits n'a pas é1é respeciée.
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MICROBICLOGIE ET BIGLOGIE CELLULAIRE ET MOLECULAIRE (90 points)

LES MILIEUX DE CULTURE DES CELLULES EUCARYOTES
25m jour Durée: 2 H

Au cours da I'épreuve, le jury appréciera les qualités d'organisation, ta précision des gestes
techniques, le respect des régles d'hygiéne et de sécurité en laboratolre.
L'ordre de déroulement des manipulations sera indiqué aux candidats en début de séance,

f - MICROBIOLOGIE (50 points)

1 - Mise en évidence de |'activité antimicrobienne de la nystatine.
Comparer la densité des stries obtenues sur les boites "test” avec celles abtenues sur la bolte
"témoin". Canclure,

2 - Vérification de ta bonne supplémentation du milieu de culture en pénicilline.

Mesurer les diametres des zones d'inhibition autour des puits.

A I'aide de Foutil informatique, tracer le glnlaphe: diamétre {en mm} = f (In [C Laime] )
Conclure quant 3 la concentration en péniciline du milieu de culture note "Pu".

Discuter de la présence du contaminant dans la culture cellulaire.

Il - BIOLOGIE CELLUEAIRE ET MOLECULAIRE (40 points)

1.- Entretien des cultures cellulaires.
Observer les cellules au microscope inversé et noter la couleur du milieu de culture,
Reporter les cbservations sur le compte rendu.

2 - Dosage du complément.
2.1 - Lacture,
Observer les résultats des témoins réalisés,
Evaluer I'hémolyse dans chaque puits des lignes A et B.

2.2 - Compte rendu.

Présenter les résultats sous forme de tableau,

Commenter les résultats des témoins,

Noter fa cupule contenant la plus forte dilution de complément donnant encore une hémolyse
totale. Une telle dilution correspond & une unité CH 100.

Exprimer le titre de ce lot de complément en unité CH 100 par mL.
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ELEMENTS DE CORRIGES

BTS BIQCHIMISTE

SESSION 2 002

FRANCAIS

Se reporter aux "Eléments de corrigés” du BTS BIOTECHNCLOGIES de ces
mémes annhales.

ANGLAIS

Se reporter aux "Eléments de corrigés” du BTS BIOTECHNOLOGIES de ces
mémes annales.

MATHEMATIQUES

Se reporter aux "Eléments de cotrigés” du BTS BIOTECHNOGI.OGIES de ces
mémes annales.
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CORBIGE DE L'BPREUVE DE SCTENCES PHYSIQUES T 8T8 BC 2002
1. CHIMIE ORGANIQUE . )

l.a} Classe de 1l’amine A : LA est une amine prianirﬂ

1.h) Formale semi—dévejoppde de la moldculs chirale de A
A

amine primaire ayant 4 atomes de carbone dont un carbone asynétrique

CH;- Cltﬂ — CH~ CI{2 butan-2~amine
NH A

1.¢) Reprdseptation de Cram viu stérdolsomdre {8) de A

Classer les différents substituants du carbone asymétrique dane llordre
dénroissant de priorité : .

X K
-R? »>-CfZH s»-cfH>-®
~H

a
La conflguration absolue ge 1it directement sur la représentation de
Cram 8l le subgtituant de moindrs priorité est placé veie 1‘arridre.
8i 1fon voit tourner les subgtitusnts dans ltordre ddorolesant de
prioritd et dans le sens inverse das aiquilles dfune nentre, alors le
stérdolsoméve conoerné a une vonfiguration sbsolue S.

( Chp-Clh lzonsre 3
H(C

=

2. Forsule semi-développée plane et nom de l'alcool B

CH,- CH — cHI— CH: butan=-2-01 alcoal eacm&ire1
X B

3. Bquation de la réaction

CH;~ CH — CH;» CH, + PCI. L m—— CH:_ li'!ﬂ - C]'!a—- CH= + PGCl) + HCl
|
OH Cl

C 1 Z=chlorobutane
4. Equation de Ia réactiom

7Ny cucn—cacm 2. @——Eﬂ—cm—cm + Y

— " Hy
D 2-phényllutane

Hétanisme de la rdaction : substitution électrophile (alkylation)

# Formation de l'attaquant positif grige au catalyseur

@
CHyCH—CH;CHy + AKCl; ——m CH;—CH~CHy—CHy + A!Ch@
]
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* Attague du noyau aromAtique par 1fattaquant positif
L&

® H
+ CHy-CH—CH;—CH; —* -
) ‘Eﬁﬂzﬁm

. : iy
* Régéndration du catalyseur

o /\
(=)
@H +  ltAlch -'——-I-VQ—I‘H—CHTCH;, + AICH + HOL-
%H%&—Cm - CHy

3

b

ITI. SOLUPYILITE -~ COMPLEXES
1.a) Soluvbilité s du chromate d’argent dmns 1’eaun pure

+ A=
Ag Cr0 —— 2 Ay + cro.
——

K «0s .C 2 =1,26.10™"
. a Ag rhd Ll
Dans la solution saturée : C ., = 28 C oz =8
EL ¢=ﬁ' FrL ]
1 o
K = 48® soit 8 = IK.,M = 6,80.107" mol.L™

1.h) Solubllité s’ du chromate d’argent dans uns solution de chromate da
sodium & 16,2 9.L7"

La solution de chromate de sodium apporte des lons cro:' et des lons Ha®
Na Cr0, -y 2 Ba' + crol

P":‘“‘“. 16,2 -
avec ¢ = C”:/Z = cmz- = =g = 0,100 mMol.L
. ua ceo,

Les iens CrD:' apportés par le solvant rétrogradent l.séquilibre
hétérogene dans le sens 2 i
1) + 2=
ag oro, L 2 Ag' + CrO]
—A
Le chromate d’argent est moins soluble dans une solution de chbromate
de sodium que dans l'eau pure : g8 < & .
< 6,80.107mol.L*
La solution saturde en chromate d‘argent, dans une solution de chyomata
da sodium, contient des lons Ag®, Na' et Cro;” tels que :
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€. = 0,200 mol.L™ .
Wa

¢ s = 28’
Lt

¢ s = 0,100 + &7
cxa ey

Dfob ¢ K ='(28")' (8! + 0,100)

Gonme s’ < 6,80.10"", on peut coneidérer que #f 4+ 0,100 F 0,100
P

B’ # |1<‘/o,4 ¥ 1,77.10"° wol.1™?

Ltapproximation faite est vérifide.

Donc K # 0,4(8°)" =

2. Strugture élsctronigne de ld moldcule d”ammoniac

oo 287 2p° H: 18

Ces &léments sont deg non-métaux @ iis vont metire en commun lewrs
électrons de leur couche de valence de fagon & compléter leur couche de
velence & 8 électrone (pour lrazote) et & 2 électrons (pour l/hydrogéne) de
fagon & acquérir la strugture stable du ¢az noble qui les guit dens 1a
clasaification : i1 se forme 3 liaisons de covalence simples ¥ = H.

H
Représentation de Lewls de cette moldaule : > N-H
. H
Géométria de la woléouls

i ggzgigtslilﬁgts} entourant 1‘atote @‘azote

Lz figure Ae vépuision de formule AXE est de géométrie tétraddrique.

s woléoule eat pyramidale A base triangulairs et les angles de
1laisons valant un peu moins de 109,5° A cause da la védpulsion du doublet
libre sur les doublets liés.

Catte moléoule est un agent cosplexant

Le doublet libre portd par 1'atome d‘azote peut étre mis en commun avec
un élément métallique (atome ou plus scuvent cetion) possédant des orbitnles
wagantes sur sa couche da valence : 11 se forme des lialsons de covalence pay
coordination entre 174lément métalligue central et les moléoules dfamnoniac
qizl. k?entourent (appelés ligands).

3.4) Eguation de 1’équilibre de solubllisation

L * ¢ 2
A9 Cr0 —— 2 Ag" + CrO) E
—
Equation de la réaction de complexation des iens Ag*

+ .
Ag' + 2 NH ——— AgQ(NH ) E
3.b) Solubilité 5" du chromate dargent dans la solution

Lfemmoniac introdult conplexe les icns Ag" apportds par 1‘4quilihra
hétéroghne £ : cet dquilibre est donc ddplacé dans l& sens 1.
Le chremnte dfargent est fonc plus solubla dens une solution §'ammoniac

qua dang l‘ean pure ;| 8% > 8
> 6,8,10™ mol.L™
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- Polarimétrie

@- Loi de BIOT
o=ledlc = [ol=_.&a .
ke
Méthode numérigue : on détermine Lo pour les différentes solutions étalons.

[+
gL 0 20 40 60 80 100
o_
degré 0 2,65 5,35 8,00 10,65 13,35
7]
“mlgllL 0,66 0,67 0,67 0,67 0,67

[o]= 0,67 “nrl.g'.l = 0,67 "' .kg*.m?
dol:

[l = 0,67 “.mf.kg’

Méthode graphique :on trace le graphe de la fonction « = (c).
On vérifie que 'on abtient une droite passant par 'origine, dont le coefficient directeur est égal &
fol L.

-3 c=_ « = C=__73 = 56 g.L

fed] | 0,67x0,2
cs = 280 g7 J

La solution a é1é diluée 5 fois = ¢s=5C =
b- La solution doit &tre diluée, car sa concentration initiale a une valeur situge en
dehors du domaine d'étalonnage.
e-Mélange ;o= o + 0 =[] 1 ¢ + [w) fc,
mais ¢4 = 3¢, = o = (o) 1 3¢, + [0l F € = (3ol + [0} | €

= Cp= 4,24 = 20,2 g.L”’

d'olt ¢, = =
{(3x0,66-0,93)x0,2

[+A
(Blow] + o) |

Saccharose : ¢, = 60,6 g.l"! Fructose : c =202 g.L"

V- Atomistigue

©- Configuration lectronique de 'atome de sodium *,;Na
Z=11 = 1s% 2s22p® 3s
Le niveau 3s correspond donc 2 I'état fondamental.

@- L'énergie d'ionisation est Pénergie nécessaire pour faire passer latome de I'état
fondamental 3s 3 I'état ionisé (E = 0).

On déduit que :
L Ego =~ 5,14 eV

©- a- I."atome dans I'état excité 4s revient & Pétat fondamental 3s
en cédant de 'énergle transportée par un photon émis,

E=hv= NG/ =Es~Eg
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b- Energie du photon

E=_he =86,62.10"x3.10" =51.107%}

M 389,10
E=5110" =319 6V
1,6.10M°

d'olt Eg=E+E;; = E,=3,19-5,14

By == 1,95 eV

9~ a- Pour que le photon soit absorbé, il faut que son énergie corresponde exactement 2
une transition & partir de F&tat fondamental 3s.

Energie du photon :  E,=_hc = 66210 x3.10° =211 eV

A, 589.10°x1,6.101¢
Energle de la transition 3p > 3s : Eap— Eas=-3,04 + 5,14 = 2,10 eV
l.e photon peut donc &tre absorbé.

b- Lors de cette absorption, fe photon apporte une énergie 3 I'atome pris dans I'état
fondamental 3s et te fait passer a 'état excité 3p.
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LA MULTIPLICATION CELLULAIRE: UN PHENOMENE UNIVERSEL.

- ; AlR 1 ENET

.1 r i
Base azotée — pentose - acide o- phosphorigue
Entre ose et basa: liaison N- osidique (liaison N- glycosidigue)
Entre ose et H,PO,: liaison ester.

1.2, Structure des ADN

1.1.2.1 - Osede ' ADN: B D- 2- désoxyribofuranose, Formule a donner
1.1.2.2 - S'pdApdT 3°. Formule & donner.
1.1.2.3 - 'ADN est bicaténaire: l.es 2 brins sont complémentaires (AT; GC) et antiparalléles (a
5'3' correspond 3'5' sur 'autre brin). L'appariement entre les 2 chaines se fait entre Aet T par 2
liaisons H et entre G et Cpar 3 liaisons H.
1.1.3. Le séquencagg des ADN,
1.1.31- ¥ rrrinpnp Bl BoUOCED e 5
5 E:ﬁ_scf’y sens de progression de Ia polymérase

1.1.3.2 - Dans le milteu, pour permettre I'élongation, dela chaine, il faut des désoxynucléosides
triphosphate (dATP, dGTP, dCTP, dTTP).

1.1.3.3 - 1l faut un 2',3'- didésoxyribonucléoside triphosphate (didésoxynucléotide). Ce
composé, n'ayant pas de 3' CH au niveau du pentose, améte la synthése de la copie d'ADN dés qu'il
est incorporé (arrét de l'élongation).

1.2.1.1. - mécanisme ping- pong : fixation du 17 substrat et libération du 1% produit. Enzyme

modifiée. Fixation du 2™ substrat et lib&ration du 2*™ produit.
E+ A —» EA ——p E'+P
FF+R——» FB —» E+0Q

Notation de Cleland: A ; B %

EA e F'B

E'P EQ
1.2.1.2. i 1/TA] = 0 {ou [A] tend vers =), alors vi = Vi / (1+ Kg/[B]) ot B = CDP. Ainsi la
courbe 1/V, = £(1/[B]) correspond A une raprésentation de Lineweaver et Burk pour une ernzyime
a un substrat limitant. L'ordonnée 2 Porigine correspond & 1/Vy et la courbe coupe Paxe des
abscisses a-1/Kg

12201 ton des nucléotides d \quiat

» E

.2.2.1, ~ AMPc = second messager
2

1
1.2.2.2.- Glycogénolyse musculaire
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AMPe
Protéine kinase *@ Protéjne kina:

AMP c- dépendante AMPc- dépendan
Inactive active
phospher ylase kinase P phosphor ylase kin
inactive ﬁ gctl V% Y @
ATP ADP
ghycogéne phosphoryl anm dycogdne phosphoryl@
inactive active
ATP  ADP *
Dégradati on du ¢ ycogne
= gycogtnol yse

Glycogénogénése : ajout au niveau de 'extrémité non réductrice d'une unité glycosyl par une
Haisona 1-4

CHz0H CH0H €H;0H I CHaOH CHLOH CHOH

Régulation: si AMPc, transformation de GS active (glycogéne synthase) en GS inactive par
phosphorylation par la protéine kinase (de plus la phosphatase est inhibée),

1.3.-_Chromatine et ADN
1 : nucléosome 2 : histone 3 :ADN

2:NOYAU ET. DIVISION CELL ULAIRE

2.1.1.  1=nuctéoplasme/2=pore nucléaire/3=chramatine/4=enveloppe nucléaire/5=RE
{granuleux}/ 6=nuléole,

2.1.2. Participe & la synthése des ARN ribosomauy constituant les ribosomes (assemblage avec des
protéines dans la zone granulaire)

2.1.3. Les procaryotes NE POSSEDENT PAS de noyau véritabie, séparé du cytoplasme par une
enveloppe. 1.'ADN est bicaténaire, circulaire et constitue I'unique chromosome. Celui-ci est associé
a des protéines non histones.

2.2.1. Les phases: mitose + (GO)YG1 + S +G2 .. . (puis A nouveau mitose)

2.2.2. G1 = des synthéses protéiques liges 2 la croissance de la cellule (enzymatiques et
structurales)

S= réplication de I'ADN (doublement de Ia quantité) et synthése de nouvelles histones

G2 = synthése de protéines préparant a la mitose (tubulines, protéines contrélant fa mitose )

2.2,3. 1=fibres kinétochorienngs/2=fibres fusoriales/3=centriolas
( diplosomes)/4=chromosomes (plaque équatoriale}/5=télomeére (bras
court)/6=centromére/ 7=chromatide/8=kinétochore/ 9=constriction secandaire.

2.2.4. microfilaments, filaments intermédialres, neurofilaments, tonofllaments, filaments
d'actine et de myosine peuvent étre cités (deux, exigés)

2.2.5. L'extrémité "+" correspond 2 la zone ol la tubuline globulaire est polymérisée ; I'extrémité
"-* 3 celle ol il y a dépolymérisation.

1y a donc un renouvellament permanent du microtubule qui s'allenge par une extrémité et se
raccourcit par l'autre : cette structure n'est donc pas figée mais au contraire dynamique.
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2.2.6. Si la polymérisation est inhibée alors que la dépolymérisation n'est pas atteinte, le fuseau
disparaftra progressivement, jusqu'a ne plus exister.

2.3 Chromosome bactérien et transfert
2.3.1 gyrase {topoisomérase); hélicase {+55B); primase; ADN polymérases; ligase

2.3.2.1 La conjugaison consiste en un transfert de matériel génétique unidirectionnel entre deux
bactéries (donneuse -> receveuse) et nécessitant un contact entre celles-ci.

2.3.2.2

Cellule donneuse F*: chromosome + épisome F

Cellule donneuse Hfr: F intégré dans le chromosome
Celiule receveuse F chromosome seul {pas d'épisome F)

2.3.2.3

Schémas montrant:

- Le contact (pili)

- La rupture de F & orlT

- e passage d'un brin d'ADN de la cellule donneuse (par le pilus ou par un pont
intracytoplasmique) dans la cellule receveuse F.

- La recombinaigon éventuelle de l'exogénote dans I'endogénote

Conjugaison interrompue:
- Chromosome ayant intégré un fragment d'ADN de la cellule donneuse; la cellule reste F

Conjugalson non interrompue:
- Passage dventue! de tout le chromosome: 1a cellule devient alors Hfr

Les recombinants sont surtout repérés leurs caractéres de prototrophie (au départ: cellule
donneuse prototrophe; cellule receveuse auxatrophe)

2.3.2.4

Différents temps de cantact soit expérimentalement (conjugalson interrompue) ou naturellement
{conjugaison non interrompue)

Passage des ganes dans Pordre of iis se trouvent dans le chromosome & partir de I'origine de
transfert {transfert orienté et progressif).

Les marqueurs transmis avec la plus grande fréquence sont ceux transmis en premier.

2.3.3
Site oriT, génes tra, sites d'insertion, génes de résistance aux antibiotiques, génes de virulence, de
caractéres métaholique (lac, H2S, ...), de bactériocines...

- I T

3.1, Linhibit sl

3.1.1. Les schémas du mécanisme de ['inhibition compétitive doivent montrer une analogle de
structure entre S et ! ainsi que la compétition entre ces 2 molécules pour PPoccupation du site de
fixation de lenzyme.

3.1-2. Equatlon dannant la vitesse initiale en fonction de [5] et [I]:

ma:

Vi T
K 21+ RT)+[S]
3.1.3. Aspect des représentations de Lineweaver et Burk .

3.1.4. K'y = Ky (1 + [11/KD)

s [I]ﬁo donc K'y, = KM et A=Ky

siXm=0 donc [[[=-Ki car {1+ [I}/Ki=0), donc B = -Ki
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3,21, inhibiti "

3.2.1.1 « L'acide tétrahydrofolique (FH4) intervient dans le métabolisme des radicaux
mongccarbonés.

3.2.1.2. - Le méthotrexate inhibe la reformation de FH4 & partir de FH2 donc il empéche
indirectement les étapes suivantes qui conduisent & la formation de dTMP (et ainsi de dTTP) et donc
finalement de 'ADN dont la thymine est un constituant essentiel.

Le méthotrexate a une formule assez voisine de FH2 (CH,, NH,) substrat de Ia réaction catalysée
par {a DHFR; don¢ analogie stérique et possibilité d'inhibition compétitive,

i
3.2.2.1. Les cellules en questions sont des lymphocytes, spécifiques de I'antigéne provenant d'un
animal immunisé (les plasmocytes, sécréteurs d'anticorps), avec des cellules myélomateuse de la
méme espice.

3.2.2.2. Las lymphocytes ont Ja propriété de permettre une production d'anticorps spécifiques et
possédent ['enzyme HGPRT (mais il ne peuvent pousser, In vitro : ils sont "mortels™),

Les cellufes myélomateuses au contraire, sont ‘immortelles” mais ne possédent pas I'HGPRT et ne
pauvent permetire la synthése d'anticorps.

3.2.2.3. Seules les cellules hybrides possédent 'enzyme permattant de se développer sur ce miliey
(HAT) et.la propriété de produire des anticorps. Les lymphocytes ne peuvent eux, proliférer :
pas plus gue les cellules myélomateuses, étant déficientes en HGPRT, et ['aminoptérine bloguant
l'autre voie de synthése des acldes nucléiques.

La sélection de ces hybrides, développés aprés |a fusion cellulaire (formation d'un hétérocaryon)
et qui peuvent proliférer va donc permetire une synthése importante d'anticorps menoclohaux.

nhibiti - . i

3.3.7 Un antiblotique est une molécule organique ayant une activité antibactérienne par un
mécanisme spécifique d'Inhibitlon de réactions essentielles. )l agit a faible dose, sur les micro-
organismes et pas sur les cellules de 'hdte (recherche de I'innocuité).

$.3.2 La sulfanilamide est un analogue structural du PAB. Il entre en compétition avec celui-ci
dans la synthése de I'acide folique. L'acide folique ne peut plus intervenir dans la synthése des
nucléotides. Il y a donc interruption de la multiplication des bactéries.

I-MULTIP L. E| i

4.1.1. Le thymus pour les lymphocytes T
La moefle osseuse (bourse de Fabricius chez les oiseaux) pour les lymphocytes B.

4.1.2. Des réarrangements génétiques permetient la synthése du récepteur antigénigue spécifique
{la possiilité de mutations augmente ia diversité des récepteurs possibies),

Des populations lymphocytaires acquigrent ainsi des marqueurs spécifiques (CD4 pour les T
auxiliaires, CD8 pour les Teytotoxigues).

La reconnaissance du non soi devient effective ; les ceflules "autoréactives™ sont prograssivement
éliminges (pas d'affinité convenable pour le CMH) et seules les cellules T alors "dduqués” se
développent {prolifération et différenciaticn).

4.2.1. Récepteur des B = immunoglobuline de surface de structure proche de celle des anticorps ; 2
chaines lourdes , 2 iégéres et le peptide de fixation 3 la membrane.
Récepteur des T = 2 chafnes polypeptidiques c et § fixées a la membrane.
Les molécules reconnues sont a la fois le peptide antigénique (traité et "présenté™ ET la molécule
du CMH classe 1l (double reconnaissance).
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4.2.2.1. L'-2 est produite par les T helper aprés stimulation antigénique, elle méme favorisée
par I'lL-1 produite par les CPA (& la suite de cette stimulation antigénique).
Ainsi:

- les T subissent prolifération et maturation ; production d'autres interleukines augmentée
(IFNy, IL-4, I1L-6)

- les B proliferent également et vont se différencier (plasmoblastes, plasmocytes) devenant
producteurs ¢ 'anticorps.

En général, les cytokines ont une durée de vie courte, une action de proximité (paracrine et
autocrine). Les actions sont de type "en cascade”, sur des réceptewrs spécifiques, aboutissant 4 des
actions diverses (de muktipfication ou de différenciation).

4.2.2.2. Seuls ces clones sont impliqués car le déclenchement est opéré par I'lL-2, elle-méme
consécutive 2 la fixation de la CPA et production d'IL-1, événements initiés par la rencontre de
antigéne en cause.

4.3.1. La PHA, ou la concanavalline, ou le pokeweed, ou le LPS peuvent étre cités.

4.3.2. Le sérum de veau (foatal ou jeune) fournit ces facteurs de croissance (les cellules eiles-
mémes parfois).
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EPREUVE PROFESSIONNELEE DE SYNTHESE
ETUDE D'OPERATIONS TECHNIQUES

Eléments de corrigé.

Diagnostic des Infeetions a Listerfa monocytogenes dans l'industrie alimentaire.

PREMIERE _PARTIE : Microbiologie.

Premiére partie: recherche et identification des Listeria monocytogengs dans 'industrie
fromagére par méthode bactériologigue traditionnelle (20 points)

| Recherche des Listeria monocytogenes (9,5 points)

1.1 3,5

1.1, 11,5

Dans un plan d'analyse & 2 classes : m est le critére microbiologique, n Je
nombre d'échantillons et ¢ le nombre d'échantillans ne répondant pas au
critdre,

1.1.2. 1

Analyser 25¢g de produit et prendre S échantlllons dans un lot.

1.2, 3

Le mode opératoire comprend 5 étapes :

-préenrichissement en boulllon de Fraser 1/1 incubé 24h 2 30°C
-enrichissement en houillon de Fraser 1/2 incubé 24 3 48h 3 37°C
perrnettant une muitiplication des Listeria

-isolement sur milieu séléctif ALOA

-identification des colonies suspectes grice au systéme API Listeria
-sérotypage de fa souche identifiée

Le bouillon de Fraser 1/2 est un milieu nutritif tamponné (sels de
phosphates) et sélectif (acide nalidixique, acriflavine, LICl, NaCl 2 20g/L) .
Il contient molns d'inhibiteurs bactérlens que le bouillon 1/1 pour permerttre

une meilleure revification des Listaria.

La sélection des colonies suspectes sur milleu ALOA se fait en vérifiant leur
appartenance au genre Listeria grace 3 'examen au Gram et 3 la
catalase.

Il Identification

des colonies suspectes sur galarie AP Listeria (11,5 points) .

I.%. 2

Précautions & prendre par le manipulateur ou la manipulatrice (non
enceinte)du réactif ZYM B :i porter des gants;il éviter de respirer les
vapeurs en utilisant un masque ou une hotte aspirante;iii additionner le
réactif loin du bec Bunsen

2. 2

Sous F'action de I'esculinase (B-glucosidase) I'esculine est hydrolysée en D-
glucose et esculéting (6,7 di OH dicoumaring).

1.3. 1

Ce test est fondé sur ['hydrolyse du substrat chromogéne par 'a-mannosidase
qui libére Je paranitrophénel spontanément coloré en jaune

1.4, 1

l.a fermentation des oses ou dérivés d'oses se traduit par une acidification du
miliey qui se traduit par le virage du rouge de phénol du rouge au Jaune.

.5 2.5

L3.1, |1

Le test DiM permet de différencier les deux espaces proches monocytogenes e
innocua toutes deux aMAN+, XYL-, RHA4, RIB-, G1P-, TAG-. et d'identifier
I'espéce contaminante comme étant monocytogenes

(5.2, |15

La fréquence modale Fm est le rapport de fa fréquence d'apparition du profit
trouvé (0,88} 2 la fréquence du profil le plus typigue de 'espace. L'indice de
typicité T est défini par la relation T= (fog Fm- log 5)/-logS avec S défini
comme la Fm au dessous de laguelle 'appartenance 2 'espéce est improbable.
Il exprime le caractére typique de la souche identifiée par rapport a l'espéce
type. Sa valeur, qui varie de 1 (profil le plus typlque } 4 0, ast ici inférieure

a1 car la souche étudiée posséde un test & I'encontre (G1P) du profil de
I'espéce type
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I.5.6. |3 sérotypage= recherche des antigénes bactériens pariétaux et flagellaires.
lysotypage=recherche de la sensibilité de la souche aux bactériophages

DEUXIEME PARTIE ; Biclogie cellulaire et moléculaire.

1-0,1 mL
Pipettes, tubes i essais stériles ou flacons d'erlenmeyer ...
Conditions aseptiques
111 a = anticorps spécifique des antigénes de surface de Listerla monocytogenes, sensibilisant la
phase solide.
b = antigéne recherché
¢ = conjugué : anticorps spécifique des antigénes de surface de Listeria monocytogenes
margqué par un enzyme.
1.2 - technigue immunocenzymatique qualitative en phase hétérogéne et sandwich (directe).
1.3 - Fluorescence
E.L.F.A. = Enzyme Linked Fluorescent Assay
IL4 - Phosphatase (alcaline).
.5 - Plus rapide.

1.1 - standard étalonner ou calibrer la technigque
Contrdle positif vérifier la validité des réactifs
Contréle négatif ; vérifier la spécificité de la technigue
lI.2 - Conservateur antiseptique
iI.3 - Présence d'un tampon : Réaction enzymatigue
Choix du pH 9,2: pH optimum de la phosphatase alcaline
1.4 - Rapiditg, reproductibilicé, sécurité (et pas de contamination inter-6chantillon)
V. 1-

Série | RFY | I, if, | REV | VT= | [ Serie | RFV | If; If, | RFV =
1 std BF | essai | essai |RFve/ 2 std BF | essai | essai {RFVe/
RFVst RFVst

Lot1|3858| 89 |2713 (2624 0,68 | |Lot6 |3795| 104 | 180 | 76 0,02
lor2 3858 | B8 |3753|3665]( 0,95 Lot7 [ 3795 ) 105 | 143 38 | 0,01
Lot 313858 90 513 [ 423 | 0,11 Lot 813795 | 104 | 218 | 114 | 0,03

lot4 {3858 | 90 | 167 | 77 | 0,02 Lot9 (3795 106 | 182 | 76 | 0,02

Lot5 [3858 | 86 163 | 77 _; 0,02 lot10[3795( 103 | 140 | 37 | 0,01

C+ | 3858 88 |3869|3781 (0,98 C+ |3795| 105 | 290 | 185 | 6,05

C- 13858 90 94 4 0,00 C- 3795 104 | 107 3 0,00
BF : Bruft de fond: IF en unitgs arbitraires; C+: VT attendw.0,8-1,2 G4 VT attendu : 0,8-1,2
RFVe/RFVstd powr : RFV essai/ RFV standard

IV.2 - Dans les deux séries, les contréles négatifs donnent bien une VT inférieure a 0,05.

Pour la premigre série, le contréle positif donne un résultat compris dans I'intervalle attendu,

cette série est donc validable.

Pour [a seconde série, le controle positif ne donne pas un résultat compris dans lintervalle attendu
{probléme d'altération d'un des réactifs ... ).

On ne peut donc pas valider cette sérle.
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V.3~

|§rie 1REV  [IF, | I RFV VT = Interprétation
std BF | Essal | essai | RFV essai/ (Positif
RFY std ol Négatif)
lot1 |3858 |89 (2713 | 2624 0,68 +
Lot2 (3858 [88 |3753 | 3665 0,95 +
Lot3 [3858 190 [513 423 0,11 +
Lot4 3858 |90 |167 77 0,02 -
Lot5 (3858 [86 |163 77 0,02 -

TROISIEME_PARTIE: Biochimie

1.1.1 - PCRGO de 747 & 770 (fixé sur le brin complémentaire de 'ADN représenté),
PCRBO de 1171 31134

1.1.2 Amplifiat de 388 pb

1.2.1 Extraction

Lysozyme : hydrolyse du peptidoglycane

Saccharose: évite la lyse cellufaire et la fuite d"ADN

SDS: détergent, lyse chimique de la membrane, dénaturation des protéines
EDTA: complexe Mg?* ce qui inhibe les nucléases (DNases)

Protéinase K: hydrolyse les protéines nuckéaires et libére I'ADN

Furification

Phénci: dénaturation des protéines et élimination des lipides {dans la phase phénolique) et des
protéines dénaturées (interface entre les deux phases (eau / phénol)). Les acides hucléigues sont
dans fa phase aqueuse.

NaCl: modification de la force ionique pour permettre la précipitation de YADN par 'éthanol.

RNase: “détruit” les ARN

1.2.2.1 Solution Al= 2 gL Solution A2 = 2 pl
Dilution de |2 solution stock de dNTP 1/25 . Solution B = 7 pL

1.2.2.2 1 min & 94°C = dénaturation de I'ADN bicaténaire
1 min 4 65°C = hybridation des amorces
2 min 3 70°C = élongation des amorces
Notion de cycle d'amplification: les trois étapes précédentes sont répétées 3G fois. La répétition des

trois étapes aboutit & une amplification exponentielle, en théorie, égale 4 2N (n : nombre de cycles
d'amplification).

2.1~

1 [A] et 2[A] un fragment d'environ 400 pb (+ ou - 20 pb)

1 {AH] et 2[AH] deux fragments d'environ 250 et 145 pb; & comparer avec la taille théorigue

Résultats: lots 1 et 2 positifs = L. monocytogenas et lots 3, 4 et & négatifs
Concordance des résultats avec VIDAS: probléme avec le lot n°3 positif avec la méthode VIDAS

I.2.1. - Vitesse initiale = AA/At X 44 mol.min.L7" de solution enzymatique

i.2.2 - La concentration en H,0, de 0,015% optimise la méthode,
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Définition de fa nature des épreuves
1. Epreuve de francais

® Epreuve écrite
® Durée maximale : 3 heures
® Coeffident: 3

Objet et contenu de I'épreuve

L'épreuve a pour but de vérifier I'aptitude du candi-
dat & d‘une part, saksir dans un texte les idées essen-
tielles et leur organisation logique, d’autre part a s'ex-
primer correctement et avec simplicité.

On proposera un texte de 50 & 100 lignes dactylo-
graphiées qui offrira par lui-méme un sens assez com-
plet, qui soit clair bien composé et qui se préte & une
analyse d'idées.

Le texte proposé portera sur les problémes de la vie
moderne, prob?émes de culture personnelle et de rela-
tions sodiales qui peuvent intéresser un futur techni-
cien. On tiendra compte dans le choix du texte des
caractéristiques particuligres du domaine professionnel
auquel le candidat se destine.

Le candidat devra :

résumer Je texte en un nombre limité de mots.

@ repondre & quelgues guestions destinées a lui faire
préciser et expliquer le sens de notions et de mots
importants du texte en témoignant de la culture
générale qu'il a regu.

& exprimer gans un commentaire succinct et compose
ses vues personnelles sur 'ensemble ou sur un
aspect particulier du texte.

. Epreuve d'anglais
Epreuve écrite durée = 2 heures
Oral : durée maximale 30 min.
Coeffident: 2 :
L'épreuve &crite entrera pour deux tiers et I"épreuve
orale pour un tiers,

Partie écrite

I*dpreuve doit permettre de vérifier les capacités du
candidat :

@ lire une lettre a caractére technique et en rendre
compte;

® comprendre des articles de revues spécialisées

@ utiliser des notices, modes d'emploi, diagrammes et
schémas en anglais concernant des matériels étran-
gers.

Cette épreuve comprendra d'abord une traduction
ou le compte rendu d’un texte extrait d'un document
technique; lui fera suite la rédaction d'un texte se rap-
portant au sujet étudié précédemment.

Partie orale

I'épreuve consistera en en entretien avec le jury,
desting & vérifier la maitrise des structures essentielles
de la langue.

Epreuve facultative de langue vivante Il

® Epreuve orale de durée maximale : 30 min.

@ Coefficlent I.

Seuls les points au-dessus de 10 seront pris en compte

pour le total obtenu par le candidat.

[‘épreuve doit permettre d'apprécier les capacités du

candidat :

® 2 lire, analyser et commenter succinctement un
document se rapportant au domaine professionnel
et écrit dans la langue choisie

@ Asexprimer convenablement dans les domaines de
ses futures ackivités, dans cette langue.

@ Cette épreuve, qui pourra étre précédée par une
préparation de 30 min au maximum, consistera en
un entretien avec le jury et pourra comporter la lec-
ture et le résumé du texte par le candidat et une
conversation sur ce texte.

*eed N

3. Epreuve de mathématiques

et sciences physiques
® FEpreuve écrite
® Durée: 4 heures {2 h+2 h)
® Coefficient : 4.
I'épreuve comporte deux parties obligatoires et indé-
pendantes.

Mathématiques (coefficient 1,5)
Objectifs :

Venseignement des Mathématiques a pour triple
objectif de fournir un outll efficace pour les Sciences
hysiques et biologiques et la Technologie, de déve-
opper la formation scientifique et de contribuer a la
formation personnelle et relationnelle. Par suite, cette
premidre partie d'épreuve doit permettre :

@ d'apprécier la solidité des connaissances des candi-
dats et leur capacité a les utiliser dans des situations
variées,

® de vérifier leur aptitude au raisonnement et leur
capacité & analyser correctement un probléme, a
justifier les résultats obtenus et a appréder leur
portée,

@ d'apprédier leurs qualités dans les domaines de 'ex-
pression écrite et de ['exécution soignée de taches
diverses {tracés graphiques, calculs & la main ou sur
machine}

Nature de cette partie d’épreuve :

Cette partie d'épreuve écrite est prévue pour une
durée de deux heures.

Les sujets comportent deux exercices de
Mathématiques recouvrant une part trés large du pro-
gramme. Les themes mathématiques qu'ils mettent en
oeuvre portent principalement sur les chapitres les plus
wiiles pour les Sclences physiques et hiologiques. Le
nombre de points affects & chaque exercice est indiqué
aux candidats.

L'épreuve porte sur des applications directes des
connaissances de cours.

i convient d'dviter toute difficulté théorique et
toute technicité mathématigue excessive.

La longueur et 'ampleur du sujet doivent permettre
4 un candidat moyen de traiter le sujet et de le rédiger
posément dans le temps imparti,

Lutilisation des calculatrices pendant i‘épreuve est
définie par la drculaire n°86-228 du 28 juillet 1986
publiée au Bulletin officiel n°34 du 2 octobre 1986.

Les deux points suivants doivent étre rappelés en
téte des sujets :

@ laclarté des raisonnements et la qualité de la rédac-
tion interviendront pour une part importante de
Iappréciation des copies,

® lusage des instruments de calcul et du formulaire
officiel de mathématigues est autorisé.

Sciences physiques {coefficient 2,5)

Cette seconde partie de I'épreuve doil permettre
d'apprécier e niveau de connaissances en. sciences phy-
siques du candidat et son aﬁtitude 4 les utiliser dans
des situations concrétes proches du domaine technique
ol 1l est appelé & intervenir.

Elle comporte plusieurs questions indépendantes ou
exercices indépendants.

Les questions posées se rapportent a des applica-
tions concrétes dont la compréhension ne doit faire
appel 3u'a des notions fondamentales du programme.

Il doit &tre vérifié que le candidat :
@ analyse convenablement un probléme pose en uti-
|fisant judicieusement ses connaissances scienti-
iques,
® ﬁrend en compte I'ensemble des données et des
ypothéses,
® propose une solution justifiée par un raisonnement
ogique, élaborée en faisant appel au contenu du
programme



4. Epreuve de sciences biologiques

fondamentales et génie biclogique

@ CEpreuve éqite
® Durée maximale : 4 heures
® Coefficlent: 6

Cette épreuve doit permettre d’apprécier le niveau
des connalssances du candidat dans les domaines de la
hiochimie, de la microbiologie, de la biologie cellulaire
et meléculafre et de la physiologie. Elle doit avoir un
caractére pluridisciplinaire.

Elle comperte plusieurs questions indépendantes.

5. Epreuve professionnelle de
synthese : étude de projet et
réalisation pratique d’'opérations
de génie biologique

Epreuve écrite et pratique

Durée maximale : 12 heures

Coefficient: 12 )
Cette épreuve comporte deux parties obligatoires

Etude de projet
@ Partie dcrite
@ Durée : 4 heures
® Coefficient: 4
Cette partie a pour but de vérifier les capacités de
réflexien en vue de la résolution d'un probléme bio-
technologique simple pouvant relever des domaines de
la bigchimie, de la biologie cellulaire et moléculaire, de
la microbielogie et du génie biologique.
Elle doit permettre d"apprécier les capacités :
® d‘analyse du probléme,
@ de conception et de définition d'une stratégie
expérimentale,
® d'utilisation de documents, éventuellement de
langue anglaise,
®
L J

de prise en compte des aspects concernant la sécu-
ritg, la législation et la gestion,
d'utilisation des techniques et du matériel notam-
ment informatigue,
et l'esprit diinitiative.
Réalisation pratique d’opérations
de génie biologique
® Partie pratique
® Durée maximale : 8 heures
® Coefficient: 8
Cette partie d'épreuve a pour but de vérifier les
savojr-faire dans ies domaines de ia biochimie, etlou de
la microbiologie, et/ou de [a biologie cellulaire et moié-
culaire, etfou, de la physiclogie.
Elle est piuridisciplinaire.
Elle doit permettre de vérifier les capacités :
® de mise en oeuvre d‘un protocole opératoire dans
des conditions satisfaisantes de sécurité et d'effica-
cité,
® d'organisation,
@& de rigueur et de précision dans l'exécution,
® d'exploftation des résultats,
Elle peut se dérouler en plusieurs parties.
Elle comporte plusieurs questions lides ou indépen-
dantes.
Elle a un caractére essentieflement pratique.
Elle donne lieu & un compte rendu et peut éventuel-
lement, faire appe! aux techniques de I'informatique.

6. Epreuve de soutenance du

rapport de stage ou d’activité

professionnelle
® CEpreuve orale
® Durée maximale : 1 heure o
® Coelficlent : 4 {2 pour les compétences scienti-
fiques, technologiques et professionnelles, 1 pour

les compétences en frangais, 1 pour les compé-
tences en sciences économiques)
L’épreuve a pour but de vérffier :

1. En ce qui concerne la connaissance professionnelle
et humaine de Fentreprise, si le candidat est
capable de :

® saisir les données constitutives d'une entreprise

ou d’un {aboratoire,

® comprendre le fonctionnement d‘une entreprise

cu a'un laboratoire sur les pians de la technique
et de l'organisation,

& présenter les activités d'un stage en analysant |es

problémes  techniques rencontrés et les
démarches adoptées

2. En ce qui concerne la communication et "expression,
si le candidat est capable de :

® dégager, ordonner et mettre en valeur les points
assentiels d'un document 4 caractére technique,

® maitriser les technigues de la communication orale
devant un auditcire non familier,

[ ] ultifiser la langue francaise correctement et avec
clarté,
Le candidat présentera et soutiendra oralement |e
rapport qu'il aura établi 3 lssue de son stage de
deuxiéme année en entreprise sl s'agit d'un candidat
scalarisé ou un rapport sur son activité professionnelle
sil s'agit d’'un candidat dispensé de stage en raisop
d'un emploi salarié,
Il devra notamment faire appara'tre le caractére spé-
cifique de I'entreprise ou jl aura effectué son stage ou
exercé son activité professionnelle, rendre compte de la
visée, du déroulement et de I'aboutissement du stage
lui-méme ou de l'activité professionnelle, exposer les
réflexions en particulier d'ordre technique que le stage
ou I"activité professionnelle lui aura inspirées,
La présentation n'excédera pas 20 minutes,
La seconde partie de I'épreuve pourra tre consacrée
& un dialogue entre le jury et e candidat.
Le rapport de stage ou d'activité prefessionnelle de
dix a vingt pages dactylographiaes (quinze A trente
pages manuscrites) sans compter les documents tech-
nigues comprendra :
® une présentation schématique de I'établissement
de stage et du déroulement du stage de deuxieme
année ou de |activité professionnelle exercée dans
le domaine de la biotechnologic,

@ le compte rendu d’un travail personnel,

® une réflexion personnelle concernant I'activité pro-
fessionnelle et un hilan sur ce stage cu sur ceite
activité profassionnelle,

Ce travail devra Frendre en compte les problémes de
sécurité et de législation.

Les documents indispensables a la compréhension
de ce rapport pourront figurer en anhexe.

Pour les candfdats scolarisés, la fiche de stage sera
jointe.

L'évaluation des aspects scientifiques et techniques
et professionnels se fera sefon la répartition suivante -
® dossier écrit : coefficient 1
® présentation crale et entretien : coefficient 1

la commission de jury pour cette épreuve com-
prend :
® un professeur de frangais,
® un professeur de sciepces économigues,
® un professeur chargé d'enseignement technolo-

gique.
Les candidats autorisés ayant échoué & I'examen
peuvent :
® soit présenter de nouveau le rapport soutenu Jors
de {a session & laquelle ils ont éc cué,

® soit, s'ils le jugent nécessaire, modifier celui-ci dans
le sens qu'ils estiment opportun ou refaire un neuy-
veau stage et rédiger un nouveay rapport gui tient
compte des situations rencontrées au cours de ce
second stage et qui peut reprendre des ohserva-
ticns rassemblées au cours du premier stage.



ANNALES BTS-BIOTECHNOLOGIE

Les annales sont divisées en années. La numérotation est jiée a chaque
année.

Les énoncés des sujets et les éléments communs aux BTS Biochimiste et
Biotechnologie ne sont publiés qu'une fois, les renvois permettent de retrou-
ver facilement les documents.

SOMMAIRE
Année 2001 :
# Francais Voir les annales de BTS BIOCHIMISTE ........ p 2001-1
® Anglais Voir les annales de BTS BIOCHIMISTE ........ p 2001-7
Eléments de corrigé Voir les annales de BTS BIOCHIMISTE ...... p 2001-74
e Mathématigues Voir les annales de BTS BIOCHIMISTE ........ p 2001-8

Eléments de corrigé Voir les annales de BTS BIOCHIMISTE ...... p 2001-75
Sujets spécifiques ne figurant que dans les annales du BTS Biotechnologie :

@  SCIENCES PhYSIQUES oueieeirr et s p 2001-1
® Sciences Biologiques Fondamentales et Génie Biologigue ........... p 2001-4
Proposition de COTTIGE ..ot p 2001-7
® Epreuve professionnelle de synthése 1° partie :
Etude de PrOJET cucovcecireciniceesinssmsens s s s st p 2001-10
PropoSiion de COMfIGE ..t p 2001-18
® Epreuve professionnelle de synthése 2° partie :
Réalisation pratique d’opérations de Genie Biologique ......... p 2001-20
Année 2002 :
@ FTANGCAIS crrcerenscmitreresas st st p 2002-1
Eléments de corrigé et remarques du JUTY ..o p 2002-6
@ ANGIAIS ovrrereeserrererersssssssnssins e p 2002-7
EISMENts e COMIGE ommimimmmrnmerreesmissssrmis s p 2002-8
®  Math@MatigUeSs ..ocveceiemcierrersscs s s p 2002-9
FIMents 0e OGO ...t p 2002-11
Sujets spécifiques ne figurant que dans les annales du BTS Biotechnologie :
@  SCIENCES PRYSIQUES oeereiriescneenrisisemnas s s s s p 2002-13
ElIBMents de COITIgE immmransissisimasnss s s p 2002-17
@ Sciences Biologiques Fondamentales et Génie Biologigue ........- p 2002-12
Proposition e COrrigé ... s p 2002-21
® Epreuve professionnelle de synthése 1° partie :
ELUAE dE PrOJBT cooreccirinrersensrmisermssssne s st p 2002-26
Proposition de COMrige ... s p 2002-34

® Epreuve professionnelle de synthése 2¢ partie :
Réalisation pratique d’opérations de Génie Biologique ......... p 2002-37



EPREUVES
DE LA SESSION
2001






RAPPEL

EPREUVE DE SCIENCTS PHYSIQUES

Durée : 2 heures Coefficient : 2,5

: La clarté des raisonnements et la qualité de la rédaction interviendront
pour une part importante dans I'appréciation des copies.
Seul 'nsage d'une calculatrice électronique, autonome, non imprimante,
a enirée unique par clavier, est antorisée pour cefte épreuve.

Matériel a fournir : wne feuille de papicr millimétré.

T) CINETIQUE CHIMIQUE (18 points)

Dans un récipient indilatable vide d'air, on introduit du pentoxyde de diazote N2Os gazeux.
Celui-ci se décompose spontanément 4 45°C suivant la réaction :

N2Os (g} 5= 2NOz (g) + 17202 ()

On suit I'évolution de la réaction en déterminant la concentration de WN,0;5 en fonction du
temps. Les résultats sont regroupés dans le tableau suivant :

{ en min

0o 1 20 40 60 80 100

[N2Os] enmol L™ [12,4.107 [6,8.10° [3,7.107 [2,0.107 [1,1. 107 10.,6. 10~

1

2)
3)

4)

Montrer graphiquement que cette réaction de décomposition est d'ordre 1 par
rapport 4 la concentration en N;Os.

Calculer la constante de vitesse de la réaction.
Définir et calouler le temps de demi-réaction.

L'énergie d'activation de la réaction est égale & 102 kJ.mol™

4-1) Quelle est la valeur de la constante de vitesse 4 65°C 7

4-2) Comparer les constantes de vitesse et les vitesses initiales, pour des
concentrations initiales en réactif identiques, lorsque la température passe
de 45°Ca 65°C. '

Données : R=8§31 J.molt K"
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1I) CHIMIE ORGANIQUE (15 points)

1)

2}

3)

4)

5)

6)

Un composé organique A de masse molaire 102 gamol™ contient du carbone, de
I'hydrogéne st de 'oxygéne avec Jes pourcentages en masse suivants :
C:588% H:98% 0:314%

Déterminer sa formule brute.

Le composé A a le spectre infrarouge ci dessous :

28 3 o4 s o8 1 A0 2.5
100 1 T T i I L ' ' |
T 1 | |
o i 1
80 1 ! - i )Y AN
= 7 ; FrT \ T
B LY 1IN z X
B e ¢ |y
E I T ¥ v ki
g | LY, - . .
,:40 i ll
® VJ 1
201 i
T i
D " I I ! !

Mo mo dm W 2000 1800 600 300 1200 o0 %0 600
Friquenca {sm™h

Au vu de ce spectre et du tableau donné page suivante, identifier le groupe fonctionnel
présent dans ce composé. TJustifier votre réponse.

Déterminer la formule semi-développée de A sachant qu'il posséde un carbone
asymétrique, puis donner son nom.

Le composé A est obtenu au conrs de Ia réaction d'hydrolyse du 2-méthylbutanoate
d'éthyle

! 1

CHy O

Ecrite 1'équation bilan de cette hydrolyse et nommer V'autre produit de la réaction.

En appliquant Ia méthode VSEPR, donner la géoniétrie de la molécule au niveau du
carbone du groupement fonctionnel de A.

‘Dessiner en représentation de Newman et en justifiant votre dessin, l'isomére de

configuration R pour le composé A.

Données ¢ masses molaires atomiques Mc 1 12 g.mo]'l Myu:1 g.mol“1 Mo : 16 gmol™

Spectroscopie infrarouge, tableau des fréquences des vibrations (page suivante)
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SPECTROSCOPIE INFRAROUGE

TREQUENCE DES VIBRATIONS DE VALENCE ( OU IPETIREMENT ) ET DES VIBRATIONS DE DEFORMATION

Liaison + environnement Nature Nbre d’onde (cru™) [Iutensité (1)
Cqs~H valence 2810-3000 F
Ca-H (CH; -} déformation 1365 -1385 F
Cpe-H valence 30003100 m
Cye-H déformation 790 - 960 F
Cyz - H (aromatique ) valence 3030 - 3080 m
Caz - H ( aromatique monosubstitug ) déformation hors du plan 690 - 770 F
730 - 770 F
Cepz - H ( aromatique ortho.-disubstitué ) déformation hots du plan TI5-T7T0 F
Cyp2 - H ( aromatique méta.-disubstitug } diéformation hors du plan 68¢ - 725 m
750 -810 F
C. - H ( aromatique para.-disubstité ) déformation hers do plan 800 - 860 F
Cype - H (aromatique 1.2,3 substitug ) déformation hors du plan 685- 720 m
770 - 800 F
Cya - H (aromatique 1.2.4 substirué ) déformation hors du plan 800 - 860 F
) 860 - 900 m
Cya - H (aromatique 1.3.5 substitué ) déformation hors du plen 675 - 730 F
810 - 865 F
Cyz - H (aldéhyde ) valence 2750 - 2900 m
Cy-H valence 3300 - 3310 m
O - H iibres valence 3580 - 3570 F
O - H alcool et liaison H valence 3200 - 3400 F
0 - H (acide carboxylique ) valence 2500 - 3200 F
N - I (amines + imines } valence 3100 - 3500 m
N - H (amides ) valence 3100 - 3500 F
c-C valence 1000 - 1250 F
C=C - valence 1625 - 1680 m
C=C valence 2140 - 2250 f
C = C { aromatique ) valence vers 1600 m
si le ¢ycle est conjupud, ces 2 bandes sont déplacées de - 20 et vers 1500 m
-40emt et elles deviennent F
c-0 valence 1050 - 1450 F
C = 0 (aldéhydes et cétones ) valence 1630- 1730 F
C=0(acides) valence 1680 - 1710 F
C =0 (esters ) valence 1700 - 1740 F
C= 0 ( anhydrides ) valence 1700 - 1840 F
(2 bandes )

CC=0(amides) valence 1650 - 1700 E
C-N valence 1000 - 1400 F
C=N valence 1600 - 1636 F

C=N valence 2120 - 2260 m.F
C-F valence 1000 - 1400 F
c-Cl valence 700 - 800 F
C-Br valence 600 - 750 F
C-1 valenice 500 - 600 F
N=0 valence 1510 - 1580 F

1325 - 1365
(1) F = forte m = moyenne = faible
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IT) POLARIMETRIE (17 points)

N 1) Enoncer ka loi de Biot pour une substance optiguement active en solution dans
un solvant inerte. Expliciter tous les termes employés.

1-2) La source lumineuse miilisée est une lampe & vapeur de sodivm. Justifier ce
choix.
2) L'acide (D) lactique a un pouvoir rotatoire spécifique [ ap 15 =- 0,19 °m? kg,

2-1)  Faire la représentation de Fischer de l'acide (D) lactique. On ﬁlppelle la
nomenclature officielle de 'acide lactique : acide-2-hydroxypropanoique.

2-2)  L'acide (D) lactique est-il dextrogyre ou lévogyre ? Jusiifier votre réponse.

2-3)  Quel est le pouvoir rotatoire spécifique de l'acide (L) lactique ? Y-a-t-il
d’autres propriétés physiques qui distinguent ces deux énantioméres ?

2-4)  Onréalise une solution So d'acide (D) lactique en dissolvant 10 grammes
d'acide (D) lactique dans 100 em® d'eau distiliée. (On considérera que la
dissolution se fait sans variation de volume). La solution S, est placée dansun
tube polariméirique de longueur 20 centimétres. Caleuler son pouvoir rotatoire
oig & 20°C.

2-5)  Lamesure du pouveir rotatoire d'une solution §; d'acide lactique de
concentration 100 g. L™, placée dans un tube polarimétrique de longueur 20 .
centimatres donne o = - 2,28° 2 20°C.

2-5-1) Comparer oy et oy, Conclure.
2-5-2) Caleuler la concentration de chacun des deux énantioméres de 'acide
lactique dans la solution ;. '

EPREUVE DE SCIENCES BIOLOGIQUES FONDAMENTALES

ET GENIE BIOLOGIQUE

Durée : 4 heures Coetficient ;: 6

Calculatrices norn autorisées.

1ES BIOTECHANOLOGIES AU SERVICE DE LA THERAPIE GENIQUE

La thérapie génique vise 4 iraiter los maladies d’origine génétlque. :

Elle nécessite le franspart, intégration et 'expression de gines ihérapeuiiques an sein des cellules du patient, afin d'y
corriger lour déficience génélique ou de les détruire (dans le cas de cellules cancéreuses). Pour remplir celle pission,
on utilise des vecleurs, notamment réiroviraus.,

De récenly développenients permettent d'espérer fraifer . efficacement des patients aftelnts de syndrome
o ‘immunodéficience.

Ainsi Vexemple suivant illustre une thérapie génique uhilisant un rétrovirus pour infecter des cellules hématopoiétiques
'un patient atteint d'une déficience en adénosine désaminase (AD4).

Cette déficience conduit & des anomalies du métaboliste des nucléosides puriques qui sont sélectivement toxigues pour
les lymphocytes, .
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CONSEQUENCES DU DEFICIT EN ADENOSINE DESAMINASE (ADA)

(29 points)

L.L

1.2,

La mutation du géne codant pour ’ADA entraine une diminution de 1*activité de cette
enzyme. Définir Iactivité enzymatique et 'unité d’activité katal. Donmer, en les justifiant,
les conditions expérimentales de mesurs de cette activité.

Cette mutation & aussi pour conséquence une diminution de la synthése d’ADN et une
augmentation du niveau de dATP et des métabolites associés.

1.2.1. Donner la formule du dATP et écrire la structurs chimique du fragment 4 ADN
suivant : pApTpGpC. Les formules détaillées des bases azotées ne sont pas exigées.

1.2.2, Préciser le nom et le r8le des protéines impliquées au niveau de Ia fourche de
réplication,

2. LES VECTEURS RETROVIRAUX (32 poiuts)

2.1,

2.2,

Caractéres généraux
2.1.1. Donner la définition d’un virus.

2.1.2. Réaliser le schéma d un rétrovirus,
Préciser ses constituants biochimiques et la fonction biologique des diverses
structures. -

2.1.3. Comparer les modes de réplication et de transeription des rétrovirus et des virus 4
ADN comme les adénovirus, eux aussi utilisés comme vecieurs dans les thérapies
géniques. Présenter les résultats sous forme de tableau ou de schémas.

Particalarités du rétrovirus utilisé pour la thérapie génique ADA.

Le rétrovirus initial a la carte génomique suivante ;

cig 1 gag pel eny cis 2

cis : pégions régulatrices nécessaires en position cis.

gagcode  MA  protéine de matrice
C4  protéine de structure de Iz capside
NC  protéine de I nucléocapside
PR protéase

polcode  RT . transcriptase inverse
IN intégrase

env code  glycoprotéines de surface
Le rétrovirus modifié, utilisé comme vecteur dans Il thérapie génique ADA, est défectif et

recombiné. Il es! produit dans des cellules transcomplémentantes. 52 carte géndtique est
schématisée ci-dessous.

cis 1 ADA Cis 2

Les cellules transcomplémentantes ont 8té prépardes par iniégration des génes gag, pol et
env dans letr génome,
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2.2.1, Expliquer le sens général des termes “yirus défectif recombiné” et “cellule
transcomplémentante”, '

Quel est le but de la séparation des génes viraux en deux stocks génétiques, I'un chez
la virng défectif ot I'autre chez 1a cellule transcomplémentante 7

992, Dans le contexte de la thérapie génique ADA, préciset les fonctions assurées par les
séquences cis et ADA.

3. PRODUCTION DES VECTEURS RETROVIRAUX (37 points)

Les premiéres étapes de praduction consistent & transfecter de | "ADN viral recombiné dans la lignée
de cellules encaryotes ranscomplémentantes et & la mettre en culture. o

3L

3.2.

3.3.

Caractéristiques génétiques de la lignée transcomplémentante

La lignde cellulaive utilisée exprime, Sous le contréle d’un promot_eur fort et inductible, les
protéines virales de structure.

3.1.1. Montrer au moyen d"un schéma la place du promoteur d'un géne.

4.1.2. Présenter le tole du promoteur dans 1'expression d'un géne. Quelles sont les
particularités &’un promoteur fort et inductible ?

Transfection de 1a.]iguée cellulaire transcomplémeniante
3.2.1. Définir le terme de lignée cellulaire établie.

3.2.2, Donner le principe de 3 techniques ' introduction d' ADN étranger dans les cellules
eucaryotes animales.

Culture des cellyles transfectées

3.3.1. Conditions de cnltures

3.3.1.1. Justifier I"importance de 1" utilisation de sérum de veau fostal lors de la
culture de cellules animales.

3.3.1.2. Quels sont les avantages liés 4 I'utilisation d'un milien de culiure de
cellules animales sans sérum de veau foetal dans le cadre de la production
de virus recombinés 3 visée thérapeutique ?

3.3.2. Risques de contamination micrabiologique

Les mycoplasmes sont des bactéries irés particulidres contaminant irés Jfréquemment
les milieux de culture.

L'analyse de leurs ARN ribosomiaus 168 et 58 montre qu'elles sont en relation
phylogénétigue avec le genre Clostridium. '

1.2 classification actuelle des bactéries s'attache 4 étre phylogénétique.
Expliquer trés succinctement ce que cela signifie. Pourquoi 'analyse des ARN 163
a-t-¢lle &t4 choisie pour établir les relations phylogénétiques ? . -

33.3. Purification des particules virales

La chromatoggraphie 4'affinité est une technique de choix pour purifier les paticules
virales. Présenter les différentes étapes de cett#+technique en Pappliquant aux vires.
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4. INFECTION CORRECTRICE DES CELLULES HEMATOPOIETIQUES (22 points)

Le déficit en ADA se traduit par une thymopoidse réduite d’ott un nombre de ymphocytes T elrculants
trés faible.

4.1, Déficit en Iymphocytes T

4.1.1, Lors de la maturation thymique des lymphoeytes T, une sélection positive et une
sélection négative se praduisent. Préciser leur intérét. ’

4.1.2, Expliquer comment un déficit en I'}mphccytes T conduit & une immuno-déficience
affectant les réponses celiulaire et humorale. -

4.2, Infection correctrice des cellules souches hématopotétiques

Les cellules souches hématopoiétigues sont mises en cultyre en présenca de cyfolines
adapiées puls infectées par un rétrovirus recombiné portant le transgéne ADA,

Aprés irois jours, les cellules ayant intégré le transgéne sont réimplantées chez le patient.
Pendant I'année qui suit la transplantation, on recherche ;

- la présence de leucocytes transformés par PCR,

- la persistance de I'expression de 'enzyme ADA par la technique dite de RT-PCR
(transcription inverse et réaction de polymérisation en chafne).

- 4.2.1. Donner une définition générale des cytokines.

4.2.2. Déerire le princips de RT-PCR en vous appuyant sur la connaissancs de la structure
des ARN chez les crganismes eucaryotes, Justifier la nécessité de détruire toute trace
d’ ADN lors de ["extraction.

PROPOSITION DE CORRIGE

dverfissement important : VUPBM sionole I/ il s'agit d’é e
) : J wignale au lectear qu'il s'agit d’cléments de coryi
Puider it micux les Studiantfels dans leur Dréparation i b Cexamen, ef non d'un corrigé-type, © fyant pour but

L1. Acfivité ensymatique ; quantité de substrat fransformde ou de ii ] iti
ymatigue ; : produit formé dans des conditions de m
donndes. Elie‘est déterminée 4 partir de In valeur de Iz vitesse fnitiale de Iz réaction. : e
gatal_ :.quantlté d’enzyme qui transforme une mole de substrat pat seconde,
nndltl!)ns cxp@rimcntales i, conceniration définie en substrat particulier, T et pH optimaux, milieu réactionnel
adapid (ions, activateurs, cofacteurs, fampon), car activité dépend deg paramatres physico-chimiques de ce miliey,

1.2.1. _ _ . '
ATP: (’) O' (l)
1{—10-'1’)-0-f|’-0--1%-0,(11.412 o N
O 0 o .

|
7
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pApTpGpC : T A C G
1 i J1 I
P : groupement A T G
phosphate
1.2.2,  Primase : assurc Ia synthdse des amorces Hdlicage : déroule la dovble hélice
Gyrase on_topoisomérase J1 ; élimine les supertours SSB : protéine siabilisant I’ ADN simple brin

ADN Polvmérase ; activité cxonucléasique éliminant 1°amerce ’ARN de 5° en 3°, puis assurant 1'élongation
de I'ADN de 5° en 3* avec une activité correctrice de 3° en 5’
ADN lipase : assnte les liaisons entre les fragments d°Okasaki

2.1.1. Panicule ou entité acellulaite formée de protéines et d'un seul fype d'acide nucléicque, parasite intracellnfaire
obligatoire, incapable de se multiplier d I'exiérienr d’un hbie,

2,1.2.  Schéma de Ia patticule virale du V.LH., virus de
Pimnumodéficicnce lnnniaine, agent du STDA,
syilrome Pimnunodéficience acquise,

ARN 1 acide mucléigue support de P'information

génétique virale, ARN (+) o~

RT : transcriptase réverse assutant. 1 synthése de 1’ ADN,,
simple brin puis double brin A partir de 1’ ARN génamique-

Capside : structure protéique protégeant le génome —_—— T

Enveloppe : bicouche phospholipidique
Glycoprotéines de_surface : assurent la reconnaissance de la.cellule-cible

2.1.3.  Deux aspecis essentiels : réplication du génome et expression (transcriplion et traduction)

DENOVIRY

RT : obtention &’ ADN, & partir de ' ARN, puis |« Réplication de i‘ADN'par-Ies polymdrases

intégration duw provirus dans lé génome © cellulaires
cellulaire = Pis d’intégration de 1"ADN viral dans I"ADN
Transcription de I' ADN, en ARN (+) vitaux celliilaire

RESSION.. | Tracuction de PARN () par la machifierie cellulaire [ Transcription directe 4 partir de " ADN vital

22,1, Virus défectif (absence de certaing gdnes) recombiné (intégration de matériel génétique d'origine oxogéne).
Cellnlc franscomplémentante ; celiule ayant requ les génes manquant au virys défectif et qui sonl nécessaites
2 Ia production de virions.
Séparation : e buf est de « ddsarmer » le virus en enlevant les ghnes viranx indispensables au powyoir
infectieux et de « faire de Ia place » dans le génome du virus afin d’y intégrer le tmnsgéne.

222, ADA 1 géne codant 'enzyme déficiente chez le malade.
CIS : zones nécessaires (signanx) A Ia transcription inverse, 4 I'intégration ef 4 Iexpression du génome viral.

3.LLet3.12,
Promoteur ; séquence nucléotidique silude en amont d’un géne permettant I fixation du complexe d'initiation
de Ia transcription.
Promoteur fort : séquence A forte affinité pour I’ ARN polymérase, donc permettant doblenir un taux
dexpression élevé (surexpression) de la protéine codée par le géne.
Prometeur inductible : Ja présence d*un inducteur est nécessaire 4 la transcription, des protéines se lient &
cerlaines séquences du promoteur {en cis) et ¢cela parmet de choisir le moment de la production de la protéine
d’intérét par addition de Pinductonr dans fe milion de culture des ceflules transcomplémentantes,
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3.2.1. Celinles immortelles maintenues en cultare in vitro par repiquages successifs,

3.2.2. 3 techniqees parmi celles ci-dessous :

Phosphate de ealcium_| Formation d un précipits ADN/phosphaic de cateinm qui est internaliss parenddcylose

Lip £’ ADN est placé dans une vésiculs sphérique constitude de lipides

Electroporation Chac électrique bref et ifitense ayant pour effel de créer dé maniére transitoire dés micropores dans ls
membiane plasmique, te qui permet entiée de I'ADN-

Biolistique Bombardement des cellules par de micropanticules d°or sur Iesquelles est plicé P AN’

Microinjection Injection de I"ADN dans Tn ceflule gtice 4 nne aignille sous observation microscopique

Vecieur viral Introduction du(des) géne(s) d’intérét dans le pénome dun virus 3 ADN

3.3.1.1. Le sérum de veau foetal (SVF) apporte des factenrs de croissance, des fcteurs d’adhésion des cellules au
suppoert et des protéines assurant e transport des hormones, dles oligodiéments ...

3.3.1.2. Réduction des risques biologigues liés 4 la manipulation de produits d’origine animale et ditninution du codit du
milieu.

3.3.2. Classification phylogénétigue : basée sur le génome, sur I'évolution el la conservation de I ADN au cours de
T'évolution des espéces par comparaison des séquences, Plus los séquences sont praches, plus les espéces auxquelles
elles appartiennent le sont aussi, ¢’esi-2-dire que fa séparation de ces espdoes est « réconte » au regard de I’évolution,

ARN 16 8 ; les fonotions en sont nniverselles chex les &tres vivants, les séquences d”ADN qui ies codent sont trés
consarvées phylogéndétiquement.

3.3.3. L'application de la clromatographie d*affiniié aux particules virales est basée sur les glycoprotéines de surface.

o Prépamation d’mn gel contenant un figand spécifique du virus (anticorps, lectines) fixé par linison covalente

s I36pot de I'échantilfon, rélention des particules virales

¢ Lavages : élimination des éléments nen viraux

¢ Elution des virions : modification du pE (qui induit des changements conformationnels par dénaturation partielle
réversible et modifie I'affinité virion/ligand), utilisation de solutions concentrées (en kectines ou en glycoproléines
de surface) qui provoquent une compétition aboutissant au « relarguage » des virions

4.1.1. Sélection positive : clle permet la resiriction au complexe majeur d*histocompatibilits du soi (Classe II/CD4,
classal/CD8)

S¢lection népative : ¢’est I'élimination des lymphocyles T qui réagissent avec des antigéncs du sot, ce qui fait qu'ils ne
Ppeuvent reconnaitre qu’un anfigéne éiranger associd au CMH du soi.

4.1.2. Les dilféronts rbles des lymphocytes T sont :

¢ LT helper ;: production de cytokines, fes LTH(!) stimulant phutdt 1a réponse & médiation cellulaire et les LTH(2) la
réponse humorale, done ces denx modss de réponse sont affectés,

* LT cytotoxiques ¢ responsables de la RMIC,

4.2.1. (Glyco)protéines produites par des cellales ayant un effet avtocrine on paracrine, agissant par reconnaissance
un récepteur spéeifique et ayant des effets pléiotropes (activation ou inhibition),

4.2.2, Rétrotranscription

»  transcription de I’ARN en ADNsb par 1a transcriptase inverse grfice A wie amotce non spécifique polydT ou une
amorce aléatoire (hexanucléotide) oy une amorce spécifique : formation d*un Lybride ARN/ADN

«  synihdse du 2°™ brin d'ADN

Amplification :

+  ATalde d'une amorce spécifique ou non, et griice A une ADN-polymérase thermostable
*  ddnaturation 4 94°C

*  hybridation (vers 55°C, en fouction des Tm des amorces)

+ dlongation a 72°C

Destruetion de PADN ; nécossaire, car on risque d*amplifier de 1) ADN (puisque los séquences sont présentes dans les
génes), ce qui signerait Ja présence d'un géne, mais pas forcément Le fait qu'il soit exprimé,

2001-9



EPREUVE PROFESSIONNELLE DE SYNTHESE
1** PARTIE : ETUDE DE PROJET
Durée : 4 heares Coefficient : 4.

Lugage d*un dictionnaire anglais-fancais est autorisé,
Calculatrice antorisée,
Une feuille de papier milliméiré,

Les protéines de fusion :
mise au point d'un systéme d'expression et application

L'optimisation du systéme permettant Vexpression 4 haut niveau de protéines hétérologues est capital

pour le succés dun pracédé bioctechnologique.

Le PinPoini™ mis aut point ef commercialisé par la firme PROMEG permet d'améliorer Vexpression des
protéines de fusion chez E. coll.

Leg divers aspects éudiés successivement seront !
. Jes éléments du Pin Point System"™

- lamise au point du systéme

- un exemple d'application

Principe du Pin Point Systemm 3 (8 points)
P

Clest la capacité de la bactérie E. colf de fixer, par covalence, de la biotine sur un fragment protéique (de
biotinyler un fragment protéique) porteur d'upe séquence spéeifique d'acides amings qui est utilisée ici.
La biotine ainsi fixée peut ensuite servir de marqueur et &tre reconnue par de l'avidine oude la
streptavidine. Ceéi peut &re utilisé pour la séparation de la protéine recombinante. Ceite derniére pourra
alors étre séparée de la séquence marqueur ("tag") par hydrolyse grice 3 une endopeptidase.

Le document 1 schématise les divers tomps du mode opératoire permettant l'obtention d'une protéine
dans E. coli par le systéme considéré. 11 est indigué que la technique peut &tre mise en ceuvre sur
colonne ou en batch.

Nommer le type de purification réalisé ici. Indiquer les avantages et les inconvénients d'une mise en
ceuvre dun ¢dté sur colonne et, de 'autre, en batch. :

Etude e certains aspects d'éléments constitutifs du PinPoint System '™ (40 points)

Les éléments constitutifs tudiés seront : la biotinylation, la liaison biotine - avidine, la résine ayamnt fixé
l'avidine. .

La biotine est un coenzyme, cofacteur des carboxylases du métabolisme.
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21.

La biotinylation in vivoe

La biotinylation réalisée dans la cellule héte est possible grice & Pexistence dune séquence
spéeifique d'acides aminés reconnue par la biotine ligase (EC 6.3.4.9) de K. coli. La biotine se
fixe sur la lysine 89 de cette séquence marqueur ("Tag sequence"). La séquence spécifique
d'acides aminés provient de la sous-unité 1,3 § de 12,5 kDa du complexe de la, transcarboxylase
de Propionibacterium shermonit . Elle est codée par une séquence nucléotidique de 386 pb ;
celle-ci pent &tre introduite dans une cellule héte grice, par exemple, A un plasmide,

On s'intéressera jci 4 la bactérie dont a &t extrait le géne de la transcarboxylase,
Propionibacteriwm shermanii, puis au vecteur d'expression susceptible d'étre utilisé pour le
clonage du géne & exprimer, :

2,11, Propionibacterivm shermonii

2.1.1.1,

2.1.1.20

L'émde préalable de la sonche de Propionibacterium shermani utilisée pour
fournir la séquence d*ADN encodant la zone de marquage a été réalisée dans les
conditions décrites par le document 2.

Dans quelles catégories classer cette bactérie, pour ce gui concerne sa source
d'énergle, sa source de carbone, son type respiratoire, sa tempéreture et son
pH optinnan. Justifier les réponses

Le document 3 rassemble des réstltats obtenus sur milieu glucosé d*une part, et
sur milieu glycérolé d*autre part,

Quel milieu est-il préférable de choisir pour cultiver cette bactérie en vue du
clonage de la séquence d’intérét 7 Justifier la réponse.

D’aprés les données des documents 2 et 4, tracer la courbe de croissance
obtenue dans ces conditions expérimentales et déterminer graphiguement son
temps de génération. Calculer la biomasse obtenue en fin de croissance.

2.1.2. Un exemple de vecteur d'expression

2.1.2.L

2.1.2.2.

Divers vecteurs d'expression ont été mis zu point.
Les documents techniques de présentation du vecteur d’expression utilisé
fournissent les indications suivantes : ‘

"DNA. coding for the protein of interest is cloned into cne of the three
PinPoimtTM Xa Vectors, which differ only in reading frame, The DNA. is
inserted downstream from a sequence encoding a peptide that is biotinylated
in vivo as the fusion protein is expressed.”

- "The sequence connecting the coding regions for the two fusions partners
encodes an in-frame site for Endoproteinase Factor Xa cleavage.”
Dans les indicarions précédentes, relever et expliquer les caractéristiques
qui sont impartemtes pour la construction du vecteur recombinant,

Le veeteur PinPoin(™ Xal T peut &ire wuiilisé. Les diverses séquences
nucléotidiques présentes dans ce vecteur sont schématisées dans le document 5.

Indiquer le réle des diverses séquences mucléolidiques présentes dans ce
vectewr PinPoint Xal T. Le choix d’une insertion aux sites Eco RI o Sea I est-il
Judiciews ? Expliquer.
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2.2, Laliaison biotine - avidine : les deux types de résine

L'avidine est un tétramare, Elle peut néanmoins étre utilisée 4 1'état de monomare. Les formes tétramére
et monomére sont fixées par covalence sur une résine métacrylique. Les constantes de dissociation des
formes tétramére et monotmére sont respectivement 1077 M et 107 M.

2.2.1. Ecvire Méquilibve dassociation de In biotine-avidine monomére el calculer les constamtes
d'association powr les dewx formes de l'avidine avec la biotine.

2.22. Quelle résine utiliser pour réaliser une chromatographie, celle ayant fixé la forme
biramére ou celle avant fixé la forme monomeére ? Justifier votre réponse.

La mise au point du systéme : I'expression d'une B-galactosidase active (10 points)

Afin de valider le PinPolnt Systent’™, la B-galactosidase a &é clonée et exprimée avec le vecteur
dexpression PinFoint Vector. Aprés expression, les bactéries ont été lysées et le lysat passé sur une
colonne remplie de résine sur laquelle de Iavidine a été fixde par covalence.

3.1. Dans le document 6, dire ce gue permet de quomtifier la mesure d'absorbance & 280 nm? Justifier
voire réponse.

32. Envous aldant des indications fowrnies dans Ie document §, cominenter le diagramme d'élution

obtemu, Emettre une hypothdse expliquant I'absence de pic & 280 nm correspondant aux fractions
obtenues suite & {'addition de biotine.

Utilisation dn systéme dans la purification Qanticorps (22 Points)

Le systéme décrit précédemment (PinPoint (TM) Xal T-vector/ E.coli JM 109 / avidin linked resin ) a
&5 utilisé pour purifier les anticorps dirigés contre la chloramyphénicol acétyltransférase (CAT) & partir
d*eeufs de poulets immmisés contre cette protéine.

4.1. A partir des figures 1 ef 2 du document 7 el en vous atdant du document I, récapituler les
différentes étapes de la purification.

4.2. Rappeler la définition d'un « sérum polyclonal », Indigquer Vintérét du systéme précédent povr la
purification d’un anticorps spécifigue d'un antigéne particulier.

43, Analyser les résultots de la figure I du document 7.
4.4, Analyser les résultots de la figure 2 du document 7.
45. Le decument 8 montre les résultats d’un test ELISA sur les différentes fractions,

- Les puils somt traités préalablement qvec de la BSA & 1%. Pourquoi? Schématiser la
technique urilisée. Analyser les résultats.
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Document 1: Schéma de l'obtention de protéines de fusion par utilisation de PinPoint System™

PinPoint™ Expressicn Vector

1. Express fusion protein in E. coli.
2. Lyse cells, digest with nuclease.
3. Pellet cell debris. g

Biotinylated firsion protein
in erude cell supernatant

Bind to Softlink™ So]f Release Avidin Resin,

column : 1 hr
batch : 1-4 hr

1, Wash.
] colurin : 5 volumes
E batch : 2x10 volumes, 10 min
2. Compete with free biotin
column ; 3 biotin, 15 min
batch : 5 mM biotin, 1 bhr
. Collect eluate.

Proteolytic remcval of

Déteotion nsing . :
avidin teagents biotinylated tag peptide
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Document 2 ; Medium and growth conditions

Inoculwn culture was prepared in 120 ml, flask containing 60 mL nitrogen-gassed, sterile, medium
110 g/L yeast exiract ; 5 g/L. tryptic soy broth ; 2,5 g/L KoHPO4 and 1,5 /L KH)POq4). Flask was sealed with
butyl rubber caps and incubated for 30 h at 30°C. Batch fermentation was performed using 1,2 L glass
reactor containing 1 L of the same culture mexivm supplemented with 20 g/L glucose or glycerol. Except for
the concentrated solution of glucose or glycerol, which were sterilised separately, medium was antoclaved
for 20 min at 120°C, then gassed with sterile nitrogen gas to remove any traces of oxygen. The inoculum
consisted of 100 mL (10% v/v) fnoculum cultare ; the temperature was maintained at 30°C by a thermostated
water-circulation system, the pH was controlled at 7,0 by automatic addition of 10M NaOH, and the medium
was stirred by magnefic agitation (250 pm). .
Growth yield determination

Growth vield was calculated using the optical density of the culture broth after calibrating the dry
oell mass to this parameter. The abscrbance was mesured at 578 nm (dry cell mass in g/L = 0,35 x Aszng) with
a spectrophotometer afler appropriate dilution in distilled water,

Document 3

Fnd-products ylelds, biomass and kinetic parameters of fermentations with Propionibacterium
shermanii(ts, biomass production rate ; rs, glucose or glycerol consumption rate ; Ip, propionate production
rate ; 1y, acctate production rate.) Products yields are expressed in mol product / mol equivalent pyruvic acid
from glucose or in mol product / mol glyeerol

product yield (mol/mof) biomass kinetic parameters (gL h™)
(&L
acetate | propionate | propanol | succinate T ax I ds T d _dﬁr
*dx *dx Pt de *
glucose | 0,26 0,40 0,06 0,01 8.8 0,09 0,21 0,07 0,12
Lg,l_ycerol 0,16 0,58 0,09 0,04 5,2 0,13 0,29 0,18 0,07
Document 4
Absorbances & 378 nm
temps (heures) absorbance
] 1,92
12,1 2,29
29.6 4,29
484 8,28
59,2 ] 11,71
76,7 16,57
94,2 21,43
102,2 23,43
118,4 24,57
126,5 25,71
148 25,14
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Document 5 : Structure d'un vectenr d'expresswn du PinPoint System™ ; le vecteur PinPoint
System™ Xal T
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«  Pst]3256
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" BstX I 264
Sac1377
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e Hind 11 392
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tag sequence Bami'T 404
1-386 Aco65 I 410
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T-Veetor Xa site b Bl 422
(3331 bp) 379390 ; Smal 430
Noti 433
452
/ Nae1 532 T ses

Fsp1 1483 Xmal 1106

Pvuli337  Scall225
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=
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Purification of the f-palactosiduse fusion protein

One hundred mL cultures of E. coli F 11 recA (Bgalt+) canying the fusion plasmid pCY74 were
grown to early exponential phase in a broth medium, induced with } mM IPTG for 3 h and harvested. The
strain also carry pBA11, a compatible plasmid that overproduces biotin ligase ca 10-fold. These colls were
harvested and distupted in a buffer called Z. The resulting lysate was centrifuged at 48 000 g for 1 hr and the
supernatant {ga 2 mg protein} were applied to an 0,5 mL column of avidin-Sepharose, The columin is eluted
with Z buffer or Z buffer containing 20 mM bictin (arrow) . Fraction of ca 250 pl were collected and
assaved for B-galactosidase (Miller, 1972) and protein (absorbance at 280 nm of a twenty fold dilution).

adapté de Cronan E. Jr., 1990, J Biol. Chem., 10333

Document 7

Figure 1, Preparation of a resin containing bound CAT fusion protein.

A plasmid containing the CAT gene fused to the biotinylation segment was constructed and introduced into
IM109, Fusion protein was expressed by addition of IPTG to the growth media and cells were harvested
approximately 14 hours post-induction. Cells were lysed by somication, the resin was incubated with the
cleared lysate overnight (4°C on a roiating platform) and the resin was washed with five column volumes of
TRS. A small amount of the washed resin was removed and SDS sample buffer was added to remove the
bound protein, The lysate and the bound protein were analyzed by SDS-PAGE (4-20% Tris-glycine) under
reducing conditions and subsequently were visualized by Coomassie® staining. The position of the
tolecular weight markers (Promega's Mid-Range Protein Molecular Weight Markers (Cat# V5231)) are
indicated, Lane [: E. coli lysate; Lane 2: bound protein. -

The bound sample shows purified CAT fusion and a small amount of biotinylation domain that was present
in the preparation due to the proteolysis of the fusion protein.

12 Kba,
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Figure 2. Affinity purification of anti-CAT antibody.

A polyclonal antibody pool was prepared from eggs produced by immunized chickens using the EGGstract®
" IgY Purification System and passed over the avidin linked resin containing bound biotinylated CAT fusion
protein (see Figure and the texf). The various fractions were analyzed by SDS-PAGE (4-20% Tris-glycine)
under reducing conditions and subsequently were visualized by Coomassie® stzining. Lanes; Lane 1, 4ul of
total IgY pool; Lane 2, 4ul of non-specific IgY flowthrough; Lane 3, 4l of antigen-specific IgY eluate.

e

Document 8 ;

Antigen binding of the polyclonal antibodies in an ELISA format.

Ten-fold dilutions were prepared from the fractions indicated and incubated with 50ng/well of CAT protein.
Bound antibody was detected using 2 goat anti-chicken alkaline phosphatase conjugate (Cat# G1151) and p-

nitropheny] phosphate substrate.
— % Flowthrough
—®— Onput

ook -Flugte |

10° 107 10° 10° 107 10° 106
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PROPOSITION DE CORRIGE

Avertlssement important : PUPBM signale au lectear qu'il 8'agif déléments de_corvigé, apant pour buf
dalder an nieny les Sudiamtie)s dans leur préparation & Uexamen, g Hon d'un cortigd-type,

1. Chromatographie d*affinité, avec reconnaissance de la biotine fixde sur Ja protéing par avidine présente sur le gel.
Avantages de I solonne : durés plus courte pour I fixation (1 1 an Hen de 13 4 b} e "élution (15 tin au lieu de 1
1), voluimes nécessaires pour le lavage plus fajbles.

2.1.1.1. Camg_téristi jucs de la souche .

Chimioorgauotrophe Nutriments énergéliques organiques {zlucoss;
Hitéroirophe Source s € orgamique : extrait de levure, peplone de soja, glucose
Anaérobie siricte e cultive pas en préssice de-dioxygene; qui cst éhminé dr ‘mitien per 1o diazote ot fe réctient
e curttare est fermpé parun bowchon de caoutchous:
Mésophile Crltive & 30°C, vraisernbtablement en comditions trds favorabies, voire optimates; paisqu’ o
veut produire o maximuny de biomagse pourgbtenir de 1 AP enqquarniité suffisante
Neutraphile Crlture & pH = 7, vraisembiablement on conditions teés Tavorables, voire optimales, puisqn'on
veut prodiire k' maximum ds biomagse pour chitenir de I ADN'en quantité suffisanie

2.1.1.2. On vent produire le maximum de biomasse pour obienir de 1 AN & cloner, donc on choislt le miliew avec du
ghicose, puisque Ia bionasse obtenue est do 8,8 g/L au lien de 5,2 sur glycérol.

Courbe ¢ eroissance 3 CRQISSANGE DE Proplonibaotarium shemrant!

titre de la.manipulation et

loi mathématique de la 100 r j
représentation tracée,
grandewrsfunités/praduation
g sur les axes, échelle, 3
report correct des points sur -
la courbe, ct soin du tracé.

Détermminalion claire de G
lisible sur la courbe
G=40-20=20h - —

o 20 40 €0 B0 100 120 140 160
Temps de cultura fen houres)

Tésulat de biomasse exprimé en concentration de matiére séche | X =251 25,71 x 0,35 = $329,0g/L.

2.1,2.1. Pour que 1a protéine soit fongtionnelle, il faut que Ie géne inséré soit en phase, et 1a séquence codant le peptide
doit &tve en phase pour conserver le site de P'endoprotéase Xa @ c’est-A-dire qu'il ne doit pas y aveir décalage du cadre
de lecture. ’ :

Le gne dintérét doit &tre en aval de la séquence marquenr (« Tag sequence » citée dans le « chapeau du sujet en 2.L)

2.1.2.2,
SERTENGE: et 2
ORI Origine de réplication chez Fsckerichia colt
Awp™ Gene de résistance & I ampicilline permetiant Ia sélection des transformants
SP6, Tac, T7_| Promoteurs pormetiant initiation-deta teanscription
SmcC "Site multiple de clonage permettant Pinsertion de br séquence-a cloner et contenant des sites urcues-
Tag sequence | Séquence marqueur gui sera biotinylée -
Xa Site de clivage por Pendoprotéase -

Remarque ; d’autres sites de restriction figurent sur le vecteur présenté dans le document 5.
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Sca I est sitné dans le géne de résistance A I'ampicilline, dong 1] y aura vn probléme de sélection des transformants.
EcoRI est situé en amont du géne de la séquence marquenr, done le clonage ne sera pas satisfaisant.

2.2.1, avidine + biotine =g avidinebiotine K, = (avidinebiotine)/(avidine)x(biotine} = /Ky = 107 mol L
Pour Jg tétramére : K, = /Ky = 10 mol L

2.2.2. Laforme monomére est préférable, car sinon 1’élution sera trop difficile,

3.1, L’absorbance & 280 nm permet de quantifier les protéines, car ¢*est Ja longueur d*onde du maximum o’ absorption
par les acides aminés aromatiques (Tyr, Phe, Ttp),

3.2, 1% pic, & 280 nm : sortie des protéines ayant une activiié [B-galactosidase mais non bioihml_ées, dong 1on
retenues. -
2¥™ pic : fractions présentant une activité B-galactosidase, protéines non détectables car dilution imporlante 4
cause da Ia grande quantité de biotine ajoutée

4.1 1 : Fusion du géne CAT-Tag 6 ; Incubation de Ia résine avec lo fysat
2 : Transformalion (E.coli) IM 109 7 : Lavage de [a résine
3+ Induction par 'IPTG 8 : Additien de Ia solution d’cenfs
4 : Récolie 14 h aprés U'induction 9 : Elution des anticorps
5 : Lyse par sonication 10 : Contrdles par éleclrophorése SDS-PAGE

4.Z. Bérum palyclonal : selution d’anticorps différant par lear spécifité antigénique
Productien d’antigéne biotinylé par génie géndtique et recyclage possible de I’ensemble résine/avidine

4.3, Ligne 1 : protéines présentes dans le cytoplasme d’Escherichia coli
Ligne 2 : présence de 2 bandes :
¥ prosse fraction | protéine de fision CAT-bictinylée
> petite fraction ; vraisemblablement e fragment biotinyié, libéré par hydrolyse
Conclusion : fixation de la protéine CAT rénssie, la colonne est préte pour la purification

4.4.: Ligne 1: fraction anticorps fotale, les Ig ne sont pas séparées
Ligne 2 : fraclion aniicorps non retenue
Ligne 3 ; fraction anticorps retenue

4.5. SAB 4 1% : permet la saturation des sites non spécifiques
Linpes ; Fixation de I"antigéne (protéine CAT) sur les puits de Ia plaque de microtiteation
Saturation des sites non spécifiques par ia SAB
Lavage .
Dépot de "anticorps dilué 10x & partir des fractions oblenues
Lavage
Addition du conjugué Ac chévre anti-poulet/phosphatase
Lavage
Révélation par addition du substtat PNPP

Courhes : on porte en ordonnée 1'absorbance cbtenue aprés tévélation en fonction de (en abscisse) 1a dilution de
I"échantillon, Plus la dilution permettant {oltenir un signal impartant est faibie, plus la'solution d"anticorps lesiée est
concentrée, la comparaison des dilutions permettant ¢ obterir ce signal important avant et aprés purification do
'anticorps sur la colonne permettra de caractériser Pefficacité de la purification.

»  Courbe « gnput » ; ¢’est Ia solution que 'on a déposé sur la colonne de résine poriant i"avidine, Le signal le plus
élevé (2,5) est oblem pour wne dilution proche de (et supérioure &) 10°7, :

>  Courbe « flowthrongh » : elle correspond 4 Ia fraction qui a été exciue de Ia colonne dés le débat de Ia
chromatographie, elle montre bien, par un signal faible de 0,25 (cependant non négligeable car il représents 10 %
du signal préeddent), qu'une faible quantité d’anticorps n’a pas &té retenue par ta colonne, ce qui montre Iefficncité
(90 %)de la méthode.

¥ Courhe « elugte » ; Ia fraction élwée aprés addition de biotine présente an signal maximal (2,2 eniviron) obfenu
pour ue dilution plus faible (entre 107 et 107), ce qui montre que la feaction atticorps obtenue a été concentrée
(d*un factenr Iégérement infériewr 4 10 : le signal 2,2 <2,5 pour la fraction déposde, mais I*écar! entre les dilutions
est d’environ 10),
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EPREUVE PROFESSIONNELLE DE SYNTHESE
éme pA RTTE : REALISATION PRATIQUE D*OPERATIONS DE GENIE BIOLOGIQUE
Durée : 8 heures Caefficient : 8 .

Aucun pipetage ¢ la bouche n'est autorisé et le port de luneites de sécurité est recommandeé.
Calenlatrice aulorisée.

PRODUCTION D*UN IMMUNOQCONJU GUE RECOMBINANT

PREMIER JOUR

Durée : 5 heures 30
Toutes les valeurs expérimentales dolvent Btre commurtiguées immédiaternent aux examinateurs.

Le sujet comporte 4 parties indépendantes et qui peuvent étre réalisées dans um ondre différent de leur
présentation. Il est important que le candidat réfiéchisse & I’organisation du travail dans le temps.

Ces manipulations stinscrivent dans le cadre dun projet de production chez Escherichiacoli dun
immunoconjugué recombinant.

Cette molécule hybride bifonctionnelle est constituée du fragment Fab), d'un anticorps murin d'une part et de la
phosphatase alcaline (PhoA) d'E.coli d'autre part.

La souche productrice d'E.coli a été obtenue en transformant une souche héte par un vecteur plasmidique
comportant la construction génétique adéquate.

PREMIERE PARTIE :
CROISSANCE DE LA SOUCHE RECOMBINANTE (25 points)

On souhaite déterminer la vitesse spécifique de croissance de cette souche en milieu LB additionné d'ampicilline
(3 200 pg/ml) 4 37°C.

1.1. Matériels et réactifs
On. dispose de ;
« 1 erlen contenant 50 mL de milieu LB + ampicilline préchaufté & 37°C
« 1 tube contonant environ 5 mL de préculture de la nuit en milieu LB -+ ampicilline de 1a souche
« 1 flacon contenant environ 10 mL de milieu LB

1.2. Mode opératoire

+  Ensemencer lerlen de milieu préchanffé avec 2,5 mL de la préculture fournie et le mettre & incuber
dans fe bain thermostatd & 37°C agité.

+  Prélever 1 mL de culture dans une semi-microcuve au temps 0 puis toutes les 30 minutes pendant
3 heures.

+  Lire immédiatement I'absorbance & 600 nm contre du milieu LB ; (placer la cuve dans la glace en cas
d'attente).
L'absorbance limite de lindarité est de 0,6,

Les résultats des mesures doivent ftre fournis an fur et & mesure é l'examinateur.
1.3. Résultais

Consigner dans un tableau les temps de prélévement et les valeurs d'absorbance.

Tracer la courbe de croissance,

Analyser cette courbe.

Déterminer la vitesse spéeifique de croissance maximale dans les conditions opératoires.

a = o &

2001-20



DEUXIEME PARTIE :
CONSERYATION DE LA SOUCHE RECOMBINANTE (30 points)

La souche est conservée par congélation a —20°C en présence de glycérol. On souvhaite déterminer le
pourcentage de cellules viables aprés décongélation.
Une numération par culture sur milieu solide est effectuée sur la suspension aprés décongélation,

2.1. Matéricls et réactifs

On dispose de :

* 1 microtube contenant 1 mL de culture congelés fraichement décongelée.
» ] flacon d'eau physiologique stérile
*  cOnes stériles

*  (ubes 2 hémolyse stériles

*+ 6 boites de gélose LB + ampicilline
* billes de verre ou étaleur stériles

2.2, Mode opératoire

+  Distribuer 900 pL d'eau physiclogique stérile dans 5 tubes 4 hémolyse.
+  Effectuer une série de dilutions en progression géométrique de raison 1/10 jusqu'a 1075,

Réaliser ces dilutions devant un examinateur

«  PBtaler 100 pL de chacune des dilutions 10~4 107 sur gélose LB, en réalisant 2 essais par dilntion.
« Incuber & 37°C les boites clairement identifiées,

TROISIEME PARTIE :

EXTRACTION DE L'ITMMUNOCONJUGUE : COMPARAISON DE 2 PROTOCOLES (65 points)

La construction génétique est telle que Timmunoconjugué synthétisé est localisé dans le périplasme de la souche
producirice, ve qui permet de I'extraire sans lyse cellulaire.

Pour cette extraction, deux protocoles différents seront comparés : le "choc osmotique” et le "choe lysozyme.
Un contréle de I'affinité de l'enzyme conjugués pour son substrat sera également effectud.

3.1. Matériels et réactifs

On dispose de @

50 mL de eudture de la nuit en milien LB + ampicilline de la souche productrice d'E, coli
5 mL de tampon TSE = tampon Tris-HCL 0,1M pH 8,2 + saccharose 4 200 g/L + EDTA 5mM
3 mL de Thype = tampon Tris-HCI 10 mM pH 8,2 + MgCl, 0,5 mM

10 mL de Tris-Mg-Zn = tampon 200 mM pH 8,2 + MgCI, 1 mM + ZnC], 0,1 mM
100 pL de Iysozyme & 10 mg/mL

10 mL de pNPP 5mM en ¢au déminéralisée

10 mL de NaOH 2M

1 mL de NaCT2 9 g/L

réactif de Bradford en distributeur

0.5 mL de SAR & 0,3 mg/mlL.

2 tubes de 50 mL & centrifuger

1 pipette de 10 mL 4 usage unique

® % ® ® % B a2 & 4 s &0

3.2. Extraction par "choc osmotique"

Aprés séjour en milien hyperosmotique, en présence dEDTA qui fragilise la membrane externe, les
cellules sont remises en suspension en milien hypoosmotique, L'entrée d'eau conséeutive provagque alors
une expulsien des pretéines périplasmiques. Réaliser & partir de la culture fournie une extraction selen le
protocole ci-dessous,
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Mode opératoire

o Centrifager 15 mL de la culture fournie pendant 5 minutes & 3500 rpm (soit 2500 g), & 10°C.
Elimiuer le surnageant dans l'eau de Javel.

«  Remetire les collules en suspension dans | mL, de tampon TSE et transférer en microtube. Laisser
séjourner 10 minutes dans la glace.

«  Cenirifuger 3 minutes. Eliminer fe surnageant dans U'eau de Javel.

«  Remettre les cellules en suspension rapidement dans 1 ml de tampon Thypo glacé. Vortexer
immédiatement énergiquement puis effectuer quelques aspirations-refoulements.

Réaliser cette remise en suspension devant un exominateur

»  Laisser séjourner 10 minutes dans la glace.
- Centrifuger 3 minutes. ' )
«  Prélever le surnageant qui constitue lexirait et le transférer dans un autre microfube. Le conserver
dans la glace,

Remargues :
- Les centrifugations en microcentrifugeuse sont effectudes 4 vitesse maximale.
- Tout matériel contaminé sera déposé dans un bac contenant de Peau de Javel.

3.3. Extraction par "choc lysozyme"

Le séjour en miliew hyperosmotique provoque une sortie d'eau qui entraine wne fuite des protéines
périplasmiques & fravers la membrane externe rendue poreuse par 'TEDTA. Le lysozyme facilite cette fuite
en s'attaquant au peptidoglycane.

Réaliser & partir de la culture fournie une extraction selon le protocole ci-dessous.

Mode opératoire

o Centrifuger 15 mL de la culture fournie pendant 5 minutes & 3500 ipm (soit 2500 g), 4 10°C,
Eliminer le surageant dans l'eau de Javel.

Remetire les cellules en suspension dans | mL de tampon TSE et transférer en microtube.

Ajouter 15 pL de lysozyme et homogénéiser,

Laisser séjourner 30 minutes dans la glace,

Centrifuger 3 minutes.

Prélever le surnageant qui constitue l'extrait et le transférer dans un autre microtube. Le conserver
dans la glace.

3.4, Détermination des concentrations d'activité catalytique

La concentration d'activité catalytique (catc) de la PhoA dans les extraits préparés est déterminée 4 partir
de 1a mesure de la vitesse initiale par la méthode en 2 points.

3.4.1, Mode opératoire

Mesurer les vitesses initiales pour chacun des 2 extraits selon le protocole ci-dessous.
Dans un tube & hémolyse, introduire :

950 pL.  de Tris-Mg-Zn
1 mL de pNPP 5 mM
50 uL dlextrait.

Incuber 2 minutes exactement 4 30°C,
Arréter Ia réaction en gjoutant 1 mL de solution de NaOQH 2M.
Lire 'absorbance 2 405 nm contre un témoin convenable.

L'une des 2 déterminations sera effectuée en présence d'un examinateur.
3.4.2. Résultats

s  Préciser la composition des témoins.

«  Calculer les concentrations d'activité catalytique (catc) de la PhoA dans chacun des extraits
préparés en tenant compte des données ci-dessous.

«  Une unité de PhoA est définie comme la quantité d'enzyme hydrolysant une micromole de
pNPP (4-nitophény] phosphate) par minute dans les conditions opératoires proposées. 2001-22

- Le coefficient spéoifique d'absorbance molaire du pNP est de 17500 L.mol™.cm™
(soit 1750 m”.mol™) dans les conditions opératoires,



3.5, Dosage des protéines

Les protéines sont dosées dans chacun des extraits par la méthode de Bradford.

3.5.1. Mode opératoire
*  Protocole : en cuves pour spectrophotométre, introduire :

x UL de solution protéique & compléter jusqu’ 4 50 plL avec NaCl 2 9 g/L.
2,5mL de réactif de Bradford

Lire I'absorbance 4 595 nm aprés 10 minutes de séjour & l'obscurité c:ontr'e le blanc de gamme.

+ CGamme étalon : une gamme en 6 tubes, contenant de 0 & 15 pg de protéines par tube, sera
réalisée a partir de la solution étalon de SAB fournie.

*  Essais : les protéines des extraits enzymatiques seront dosées avec des prises d'essais de 50 pL,
4 priori, volumes & adapter si nécessaire. Effectuer 2 essais pour chaque extrait.

3.5.2. Résultats
*  Présenter un tableau de réalisation de la gamme étalon,
¢ Tracer la courbe &taton.

*  Déterminer graphiquement les masses de protéines dans les prises d'essai de chacun des
extraits.

*  En déduire les concentrations en protéines de chacun des 2 extraits préparés,

3.6. Comparaison des activités spécifiques

¢ Résultats

« Déterminer les activités spécifiques (expr;mees en Ufmg) des 2 extraits,
* Les comparer, Conclure.

QUATRIEME PARTIE :

UTILISATION DE L'IMMUNOCONJUGUE PRODUIT (40 points)

On étudiera l'immunoconjugué recombinant produit le deuxidéme jour.
Pour des raisons techniques, certaines opérations doivent éire réalisées immédiatement,

4,1, Matbriels et réactifs

On dispose de :

« 1 plaque de microtitration

¢ 5mL de réactif "471-A"

* 50 mL de solution tampon phosphate salin (PBS)
+ 10 mL de réactif "4J1-B"

4.2. Mode opératoire

+  Distribuer 200 pL de réactif "4J1-A" dans chacun des puits A1 2 A10 et Bl 2 B11.

*  Incuber la plague recouverts de son film autoadhésif a I'étuve & 37°C pendant 4 heures.

*  Rejeter le contenu des puits et les rincer en tampon PBS,

*  Distribver 250 pL de réactif "4J1-B" dans tous les puits (Al 4 A12 et B1 4 B12).

*  Recouvrir Ja plaque {clairement identifiée par le numéro de poste) de son film autoadhésif et Ja
laisser sur le pian de travail,
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Avcun pipetage & la bouche n'est awtorisé ef le port de luneties de sécurité est recommandé.
Calculatrice autorisée.

PRODUCTION I’UN IMMUNOCONJUGUE RECOMBINANT

DEUXIEME JOUR
Durée : 2 henres 30 minutes

DEUXIEME PARTIE :
CONSERVATION DE LA SOUCHE RECOMBINANTE (30 points)

2.2, Mode opératoire

« Compter les colonies.

2.3, Résultats

«  Présenter les résultats sous forme d'an tablean,

o Analyser ces résultats et en déduire la concentration en celiules viables dans la suspension aprés
décongélation,

e La suspension congelée avait été préparde en mélangeant 700 pL de culture & 7.10° celiules par mL et
300 pL de glycérol & 50%. En déduire le pourcentage de viabilité aprés décongélation,

QUATRIEME PARTIE

UTILISATION DE L'IMMUNOCONJUGUE PRODUIT (40 points)

On se propose de s'assurer que la molécule hybride recombinante produite est utilisable dans un dosage
immunoenzymatique en phase hétérogéne,

Dans ce but, une pamme étalon sera réalisée en double essai.

La partie anticorps de limmunoconjugud est dirigée contre une hormone humaine hH.

Le réactif "4J1-A" déposé dans les puits le premier jour était une solution de Ihormone hH.

Le réactif "4J1-B" déposé dans les puits le premier jour était une solution de SAB 4 2%.

4.1, Matériels et réactifs

On dispose de :

1a piague de microtitration traitée la veille

50 mL de tampon PBS

50 mL de tampen PBS-Tween

0,5 mL d'hormone hH & 500 pg/ml en PBS
2,.5 mL d'immunoconjugué recombinant

5 mlL de solution tamponnée de substrat pNPP
2 mL de NaOH 2M

S % = & & & 8
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4,2. Mode opératoire

La veille, les puits A1 & A10 et Bl 4 B12 ont été sensibilisés avec 200 KL de solution de d'hormone hY &
20 pg/mL ; tous les puits ont ensuite été traités par de la SAB 4 2%.

Rejeter [e contenu des puits ; laver 3 fois en tampon PBS-Tween et rincer 2 fois en tampon PBS,

A partir de la solution étalon dhormone WH fournie & 500 pg/mL, réaliser 10 dilutions en série de
progression géométrique de raison 1/2, sous un volume de 125 ul., jusqut la dilution {1/2)", en
utilisant comme diluant du tampon PBS.

Réaliser en double la série de dilutions.

Utiliser pour ces dilutions des cupufes vides de la plaque.

Distribuer 100 Lo de chacune de ces dilutions dans les puits Al & A10 d'une part, B1 4 B10 d'autre
part. .

Déposer 100 pL d’hormone hH 2 500 pg.mi, dans la cupule B12,

Distribuer 100 pL de Ia solution dimmunoconjugné fournie dans les puits A1 4 A11 et B1 4 B12.

En A12 ; distribuer 200 L de tampon PBS,

En All,B11 et B12 : ajouter 100 pL de tampon PBS.

Le schéma ci-dessous visualise la disposition des puits.

1 2 3 4 5§ 6 7 8 9 10 11 12

1/2 (%)10

1/2 (1/2}10

Le puits Al2 constituera le zéro optique.

Placer la plaque pendant 2 minutes sur agitateur rotatif,
L'incuber, recouverte de son film auioadhésif, i I'Stuve 3 37°C pendant 45 minutes.

Laver 3 fois en tampon PBS-Tween et rincer 2 fois en tampon PBS.

Distribuer dans tous les puits 150 uL de solution substrat pNPP. Recouvrir du film autoadhésif et
incuber 15 minutes & I'étuve 4 37°C,

Distribuer dans tous les puits 50 L de solution de NaOH.

Placer la plaque pendant 2 minutes sur agitateur rotatif puis lire les absorbances de chaque puits
4405 nm contre le puits A12 dans un lecteur de microplaques a lecture automatique avec imprimante.
La feuille d'impression des résultats aprés identification sera jointe au compte-rendu.

Les lectures seront réalisées en présence d’un examinatenr.

4.3, Résultats

Présenter sous forite de tableaux les dilutions effectudes et la composition des témoins.

Calouler et présenter dans un tableau les quantités d'hormone hH exprimées en ng déposées dans les
puits le deuxidme jour pour chacune des dilutions,

Tracer sur un méme grapiie les 2 courbss représentant la variation d'absorbance 3 405 nm obtenue en
fonction du Jogarithme décimal de I quantité d'hormone ajoutée le deuxiéme jour,

Commeriter l'allure de la courbe obtenue en précisant sous forme d'un schéma légendé le principe du
dosage réalisé,

Préciser le réle du puits A11, B11 et B12 ; discuter les résuliats obtenus pour ces puits,

On utilise {a courbe étalen pour doser deux sofutions de hII dont Ies concentrations sont estimées a
15 jug/mL et 65 pg/mL,

Comment opérer pour déterminer ces concentrations 4 aide de la courbe étalon obtenue ? Justifier.
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EPREUVE DE FRANCAIS GROUPE 1 : SYNTHESE DE DOCUMENTS
Durée : 4 heures Coefficient : 2

LAUSAGE DES CALCULATRICES ELECTRONIQUES EST INTERDIT

Vous ferez une synthése ordonnée concise et objective des docuaments suivants, qui livrent une réflexion suy

certains aspects de la rumeur, Dans une concliusion personnelle, vous donnerez votre opinion sur 1a {uestion
abordée,

Document 1:  BEAUMARCHAIS, « Le Barbier de Sévilley, 1775, acte I, scéne 8 (extrait)

Document 2 :  « Rumeurs : prévenir plutdt que guériry

Maitrise et information adminisivative, n°154, octohre 1982

Document3 :  Jean-No#l KAPFERER, « Rumeurs, le plus vienx média du monde », Editions du Seuil, 1987
Documentd ¢ Jean-J acqlies BOZONNET, « La rumenr &’ Abbeville », avril 2001

Document 5:  PESSIN, Le Monde, 2 octobre 2001

DOCUMENT 1 « La calomnie, Monsieur ¢ »

BAZILE

Bone Deus (1) | Se compromettre | Susciter une méchante affaire, 4 la bonne heure,
et, pendant la fermentation, calomnier a dire d'experts (2) ; concedo (3).

BARTHOLO
Singulier moyen de se défaire d'un homme !

BAZILE

La calomnie, Monsieur ? Vous ne savez guére ce que vous dédaignez ; j'al vu les
plus honnétes gens prés d'en &tre accablés. Croyez quil n'y a pas de plate
méchanceté, pas d’horreurs, pas de conte absurde, qu'on ne fasse adapter aux olsifs
d'une grande ville, en s'y prenant bien; et nous avons ici des gens d'une
adresse | ... D'abord un bruit [éger, rasant le sol comme hirondelle avant Forage,
pianissimo (4) murmure et file, et sérne en courant le trait empoisonné. Telle bouche
le recueille, et piano, piano (4) vous le glisse en l'oreille adroitement, Le mal est fait,
il germe, il rampe, it chemine, et rinforzando (4) de bouche en bouche il va le diable :
puis tout & coup, ne sais comment, vous voyez calomnie se dresser, siffler, s’enfler,
grandir & vue d'cell; elle s'élance, étend son vol, tourbillonne, enveloppe, arrache,
entraine, éclate et tonne, et devient, grace au clel, un cri général, un crescendo (4).
public, un chorus (5) universe! de haine et de proscription — qui diable y résisterait ?

BEAUMARCHAIS,
(1) Bor Dicu. Le Barbjer de Séviile,
(2) Calomnier sans retenne et efficacement, i 1775, acte ||, scéne 8 (extrait),

(3) Jeaccorde.
(4) Ces termes de musique empruntés i PXtalien marquent le tempo,
(3} Un chaur, :
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DOCUMENT 2 Rumeurs : prévenir plotdt que guérir.

La rumeur se développe généralement trés vite lorsqu'il existe un état
d'inquiétude qui touche 'ensemble du groupe. C'est un phénoméne coliectif.

Les rumeurs sont d'autant plus nombreuses et extravaganies que les
informations objectives et officielles sur la situation sont plus rédultes. L'absence
fotale d'informations aprés connaissance d'un événement-choc favorise le
développement des rumeurs.

A Tintérieur d'un groupe humain, la propagation de la rumeur est en rapport
direct avec l'importance et la nature du contenu de la rumeur pour l'existence des
membres de ce groupe,

La rumeur se propage selon des «canaux informels » et souvent
incontrblables. '

En se propageant de bouche & oreille, la rumeur se transforme selon des lois
de simplification, amplification, orientation dans le sens des sentiments dominants du
groupe.

Dans l'offensive anti-rumeurs, les effets de l'information vraie ne sont ni
immediats, ni certains. lis sort inversement proportionnels a l'ampleur de la rumeur
et au vécu de la population concermnée par la rumeur. Environ la moitic des
personnes sont suffisamment atteintes pour ne pas étre rassurées par les premieres
informations officielles contredisant la rumetr.

Les rumeurs: se développent selon l'une ou ['autre de ces trols directions
principales : ’

- colére-agressivité : ce type de rumeur accuse des groupes interieurs ou
extérieurs, des personnes, et s'oriente facilement sur des houcs émissaires ;

- panique-anxiété : ce type de rumeur grossit 'événement et produit des
fabulations diffusant et accroissant la peur ;

- joie-espérance : ¢e type de rumeur traduit 'espoir, le réve de l'élimination du
danger. :

Dans lordre des fréquences, les rumeurs du premier genre sont les pius
nombreuses et les pius faciles & déclencher, celles du delxieme genre viennent
ansuite avec 25 %, celles du troisiéme genre sont les moins fréquentes, avec 2 % -
{un certain pourcentage résiduel concerne des rumeurs inclassables).

Maitrise et information administrative, n°154, octobre 1982

DOCUMENT 3

Malgré les médias, le public continue a tirer une partie de son information qu
bouche & oreille. L'émergence des premiers, loin de supprimer la rumeur, la
seulement rendue plus spécialisée : chacun a désormais son teritoire de
communication. .

Malgré cela, on ne sait pas grand-chose sur .Ies rumeurs. Rag_ement un
phénoméne social aussi important aura été aussl peu étudlei événement
mystérleux, presque magigue, la rumeur constifue encore un no man's land ou un

Mato Grosso (1) du savoir.
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Ot commence et ol s'arréte le phénoméne appelé rumeur ? En quoil est-il
différent de ce que l'on appelle communément le bouche 2 oreille 7 En fait, le
concept se dérobe quand on croit l'avoir cerné. Chacun croit savoir reconnaitre une
rumeur quand il en rencontre une, mais personne n'arrive 4 en donner une définition
satisfaisante, En somme, si chacun a le sentiment trés fort de lexistence des
rumaurs, aucun consensus n'existe pour délimiter avec précision ol commence et ol
finit le phénomene [...]. :

Jusqu'd ce jour, Pétude des rumeurs a été gouvernée par une conception
négative : la rumaur serait nécessairement.fausse, fantaisiste ou irrationnelle, Aussi
a-t-on toujours déploré les rumeurs, traitées comme un égarerment passager, une
parenthése de folie. D'aucuns ont méme vu en la montée des mass médias
l'occasion d'en finir avec les rumeurs: la télévision, la radio et la presse
supprimeraient la ralson d'étre des rumeurs. :

Nous avons montré que cette conception négative est intenable. D’une part,
elle @ mené'la compréhension des rumeurs & une impasse : la plupart des facettes
du phénoméne restaient inexpliquées et qualifiées de pathologiques. D'autre part,
cette conception semble surtout mue par un souci moralisateur et des partis pris
dogmatiques. En effet, il n'existe qu'une seule fagon de prévenir les rumeurs : en
interdisant aux gens de parler. Le souci apparemment légitime de ne voir circuler que
des informations fiables méne droit au centrdle de l'information, puis & celui de Ia
parole : Jes médias deviendraient la seule source d'informations autorisée. Alors il
n'existerait plus que des informations officielles.

Nous sommes A au ceaur de la ralson d'étre des rumeurs. La rumeur nest
pas nécessairement « fausse » ; en revanche, elle est nécessairement non officielle.
En marge et parfois en opposition, elle conteste la réalité officielle en proposant
d'autres réalités. C'est pourquoi les mass médias ne l'ont pas supprimes,

Pendant longtemps, on a cru que la rumeur était un ersatz (2): faute de
médias fiables et contrdiés, il fallait bien trouver un média de substitution, un pis-
alter. La coexistence des mass médias et des rumeurs démontre Pinverse : celles-ci
sont un média compiémentaire, celui d’'une autre réalité. C'est logique : les mass
meédias s'inscrivent toujours dans une logigue de communication descendante, de
haut en bas, de ceux dut savent & ceux qui ne savent pas. Le public ne regoit donc
que ce qu'on veut bien lui dire. La rumeur est une information paralléle, donc non
contrélée.

Pour lingénieur, le technicien, le journaliste, cette absence de contréle évogue
le spectre d'une défaillance sur Tautel de la fiabilité de lnformation. ! faut donc ia
supprimer. Pour I'homme politique, le citoyen, absence de contréle signifie absence
de censure, la levée du secret et laccés & une réalité cachée. !l faut donc la
préserver, :

la conception négative asscciant rumeur et fausseté est dordre
technologique @ il n'est de bonne communication que controlée. La rumeur oppose
une autre valeur : il n'est de bonne cemmunication que libre, méme si Ja fiabilité doit
an souffrlr. En d'autres termes, les « fausses » rumeurs sont le prix & payer pour les
rumeurs fondées,

Jean-No#l KAPFERER, « Rumeyrs, lc plus vieux média du monde » Editions du Senil, 1947

(1) Maio grosse : tat riche du Brésil,
(2) Ersatz ; produit de remplacement de moindre qualité
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DOCUMENT 4

« La rumeur 4’ Abbeville »

{a décrue de la Somme devraif prendre au minimum plusieurs semaines, et
certains habitants pourralent avoir les pieds dans l'eau Jusqu'en juin comple tenu de
fa geéologie particuliére de cefte valie, selon Favis de plusieurs spécialistes. A
Abbeville, linondafion provoque la déiresse des habitants, pris en charge par une
cellule de soutien psychologique, et continue de nourrir fa rumeur sur forigine de la
calastrophe. :

ABBEVILLE
de notre envoyé spécial

Dans les rues d’Abbeville ol la Somme s’est installée durablement, la rumeur
court comme l'eau vive. Rien ni personne ne Parrétera. Surtout pas le maire Joél Hart
(RPR) désormais « persuadé que la biutale montée des saux ne s'explique qu'a
70 % par la pluviométrie exceptionnelle de cette année ». Alors, d'oll vient le reste 7
Ses administrés ont une réponse toute préte qu'ils ont placardée dans les quartiers
les plus touchés par ia crue : « Pour préserver Parls, on nous a inondés », peut-on
jire ici et Ja. Malgré les démentis énergiques des experts et les commentaires
ironiques des médias, la thése du complot est inlassablement ressassée par les
sinistrés de la valiée de la Somme. L'air entendy, iis avoquent encore aujourd’hui les
ardres « d'en haut ».

« Clest révélateur de I'état desprit de la région, explique Christian Pourquier,
porte-parcle départemental des Verts. f y a dans les esprits une victimisation
partieflement fondée car la Picardie connait depuis flongtemps un mal-
développement ». ici, on s'estime mal aime, méprisé, oublié. « Heureusement que
Jean-Fiere Pemaut a accepté de nous aider », dit Jo&!| Hart, obligé de faire jouer
ses amitiés picardes dans les médias au début des inondations « pour que les
pouvoirs publics s'intéressent enfin & notre sort ».

L’eau a commencé & monter le 27 mars, la rumeur aussi. Dés le 30 mars, au
cours d'une réunion organisée 2 la préfecture, un maire g'est écrié : « On parle, on
parie et personne ne ferme le robinet », accréditant ainsi lidée que quelqu’un Faurait
ouvert. Ce jour-la, Daniel Cadoux, préfet de région, avait convoqué le ban et l'arriére-
pan des spécialistes pour mieux informer les glus de la situation. I} reconnait
aujourd’hui son erreur : « Nous avons déversé trop d'arguments rationnels sur une
popuiation et des élus qui étaient dans fémotion ».

« CES BRUITS RIDICULES »

Les rumeurs &chappaient alors & tout controle. La plus insistante évoquait des
déversements du canal du Nord dans la Somme. Dimanche & avril, le préfet tentait
de Pendiguer en menagant les élus de jes poursuivre en diffamation s'ils colportaient
« ces bruifs ridicules ». La maniére forte est restée aussi vaine que la pédagogie
tentée une semaine plus tdt. Dés le lendemain, dans une lettre ouverte & Lionel
Jospin, Maxime Gremetz déclarait: « Ne faul-il pas examiner sérieusement
pourguoi, vendredi dernier, j‘ai constaté que dans la journée, la Somme recevaif de
Peau du canal du Nord ? Comme tous les Picards Jje me pose des questions ».
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DOCUMENT 5

Internet A Ia sulie des attentats o Lr
du 11 septentbre 2001, oL

PESSIN,
Le Monde, 2 octobre 2001

i e D SRR e 1 9 ResteR |- |

informations  ¢ivenlant  sur o ez it

Pour de nombreux cbservateurs, |z spontanéité et la persistance des rumeurs
viendraient du caractére inédit de la catastrophe. « L'opinion constate un phénomane
qu'elle ne peut expliquer, commente M. Cadoux. Jamals la Somme n'étalf sortie
aussi loin et aussi vile de son lit». « C'est cette montée énigmatique qui fait
s'interroger », dit Jean Pilniak, délégué pour la Somme de Chasse, péche, nature et
tradition.

les techniciens de la Direction déparementale de I'équipement (DDE) ne
cessent de répéler que les lachers d’eau depuis le canal du Nord représentent un
faible cubage et gue cefte eau Irait de toute fagon 4 la Scmme. Incrédules, des

Tiverains diligentent leur propre enquéte. [...]

Président du Comité de défense des. riverains de la Somme, André Boulogne
n’est pas non plus & l'origine de la rumeur, Mais ce retraité du Trésor pubiic n'hésite
pas & la refayer pour obtenir wdes réponses rapides ef précises» sur les
déversements du canal du Nord. « Dans fe but de protéger les voies sur berges &
Paris, vous avez pris la liberté d'inonder la valiée de la Somme », at-il &crit au
directeur de la DDE, avant d'organiser une manifestation de un millier de personnes,
le 11 avril, dans les russ d’Amiens.

« UN SCHMILBLICK QUELQUE PART »

L'ancien contréleur des impéts est formel, « Ja pluie n'explique pas fout. if y a
un schmiitlick quelque part ». Une telle suspicion est largement partagée dans la rue
ol l'on cite Tcherncbyl, U'Erika, l'amiante, eic. Abondant dans ce szns, Gilies de
Robien, maire UDF d’Amiens, a demandé une commission d’enquéte. Et Joal Hart
va créer une association pour « faire toute fa lumiére sur les causes réelles des
inondations ».

Mercredi 11 avril, le maire d'Abbeville a faif constater par huissier que le
deversoir d’Epenancourt, sur le canal du Nord, débiait dix rmétres cubes a Ia
seconde, soit, dit-il « fe contenu de 10 000 camions-citemes déversé chaque jour
dans la Somme ». Quant aux eaux qui proviendraient du bassin de la Seine, des
experts en hydregraphie lui ont promis des études gratuites. Mystérieux, il ajoute :
« Des spécialistes de la Mairie de Paris parleront bienidt ».

A qui profite une rumeur aussl vivace ? Le préfet refuse de croire a son
instrumentalisation politique. Néanmains, avoue-t-il « je me sens blen seul pour fa
démentir »..

Jean-Jacques BOZONNET, « La rumeur A’ Abbeville , avril 2001

U CH R ot R,
- ILPARA'{T QuE CEYr Ri) QUF:_' i
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PROPOSITION DE, CORRIGE
Averfissement important : PUPBM signale aiu lectenr qu’il s"agit d’éléments de corrigé, ayant pour but aider an
mienx: les dudiant(e)s dans lenr préparation & Dexamen, ¢f non d'un corrigé-fype.

La rumeur emprunte Ic bouche & oreille, elle se répand en dehors de tonte possibilité de contrdle et apparait comme
essenticllement niétaste, Elle véhicule le plus souvent de fausses informations (cf document 4). Elle cherche souvent 4 nuire (cf
document 1y, Elle se développe en méme temps gue 1°angoisse 3 laquelle elle se donne pour répense (cf document 2).

Neéfaste, il doit &ire possible, a-t-on pensé, de *éradiquer. 1T suffirait pour cela d'utiliser les moyens de communication
modernes qui rendent le contrdle possible. Cependant ces médias propres & I'ére de Ja technologie 'y font ren (cf docoment
5). Lo phénoiméne est domc A examiner daps touls sa complexité. On voit alors que les gens privilégient la rumeur, par
méfiance des ponvoirs de contrle (of docnent 3). Dans ces conditions, quelle analyse du phénoméne peut-on formuler 7 Y-a-
{-il dems cette analyse los moyens d’une prévention 7 (of document 2).

Ia rumeur se répand par le bouche 3 orcille. Aucun contrdle ne pent s’exercer sur les informations le plus souvent
fapsscs qu'elle répand trés vite. Personne ne peut Parréter, ct les essais méme 'y metire un terme ka renforcent. La rumeur
&’ Abbeville, on le voit, se développe 3 partir d'un soupgon, 4 partit d*aliégations dénudes de prudence, qui sont reprises,
déformées, amplifiées. Elle enfle, 4 la recherche d’ne réponse qui doit bien exister, malgré tout, ef &ire domnée a 1"angoisse et
an désespoir. Cest une sorte de thérapie sociale par le mal. Le mal devient vite le fait d’un bouc émissaire, cl ce boue
&missaire cst sonvent le pouvoir, Ies hommes qui le Teprésentent. Toute information qui vient &'inscrire misonmablement en
contre émanera done de ces personnages auxquels 1a haine s’attache. Le procédé du bouc émissaire est 4 rapprocher de la
calomnie que Beaumarchais dénonce, L'intention de nuire so dissimuic sous Ta virolence mame des accusations, L"absurdité du
prapos maqué par passion n°apparait plus 4 ceux gui sont pris dans 1a rumenr et qui trouvent jusque dans la contradiction
logique une expression plausible de [ peur qui les éircint. La tomeur est essenticllement émotionnelle et décharge
apparsmiment l¢ sujet pensant de son devoir de réflexion.

1l faut en outre considérer que Ia fagon dont ka rumneur, cn tant que phénomene, est pensée par le jugement qui la
condamne, tie pormet pas d’en dire la complexité. En effet, si le fait de 1a condamuer anmougait son éradicatlon, si, par le
moyen des médias qui ne véhicnleraient que des informations contrdlées, on pouvait metire un terme & ses ravages, elle ne
renaitrait pas sans cesse.

Clest qu’elle est ancrée dans la peur el Ia violence que Ia peur engendre. Si conx qui doivent avoir le pouvoir d’écarler
je mal en sont los agents, cela signifie que 1’on se méfie, inconscienment méme, de tonte information descendanie, et que I'on
est prét 4 croire tout bruit qui se développe ¢n dehors de contrdle des maitres, Cela signific que tont cc qui ¢st marqué par le
sceau de I raison est suspect et gu'il semble misonnable d°accroitre celle peur et cefte haine dont on soudlre.

Ainsi *éradication de la rumeur est impossible. Elle est impossible en raison de la méfiance qu’entretient tout individu
par rapport 4 un pouvoir qu'il suspecie de décider de ce qqu’il doit savoir et ce qu'il ne doit pas savoir.

Si celic éradication est impossible, ’analyse du phénoméne permet peut-Gtre de le prévoir et d’en limiter les effets
déplorables,

11 faut, dans ce sens, retenir que la rumeur est une réponse d’ordre magique lorsque le malhewr qui frappe un groupe
ne peut an recevoir d’autre ; qunne fois lancée, aucun raisonnement ne pent ka combaltre et qu’elle se développe dans le sens
des sentiments dominants du groupe.

Est-il raisonnable d’espérer 7 )

Espérer que e politique preanie cé sens que, dans un pays ol Iintérét général serait le souci viai de chagque citoyen, la
rumeur perde son terrean nuturel qui est fait de haine, de soupgon, d*accusation. Tl fandrait que les Hommes de ce pays s¢
comprennent cux-mémes comme devant naitee 4 la citoyermcté, Majeurs, ils auraient apptis A considérer toute proposition sans
¥ apporter d’abord foi, ils s¢ refuseraient & véhiculer des bruits, 3 désigner des boucs émissaires, Les dirigeants de ce pays
seraient capables d’anatyser, de construire une pédagogie pour dloigner le peuple de la rancoeur ¢t de la haine,

COMMENTAIRES DU JURY

1. De nombrenx candidat(e)s ne savent pas faire Ie travail qui consiste & metire & distance la représentation qui est la leur
atiachée au mot, 3 Ia notion proposée : ils ne peuvent donc pas conslryire la problématique.

2. Trop de¢ copies montrent que leurs auteurs ne savent pas live ct discerner les oppositions entre Jes théses,

3. Techniguement, beancoup de candidat(e)s ne font pas de plan ou bien niilisent un plan « passe-partout ». Tls n’annoncent
pas leur plan dans leur introduction.,

4. L’orthographe et Ia syntaxe sont souvent relichées.

5, Concernant ce sujet, en particulier, il fatlait comprendre que le pour/contre n*avait aucun sens. Le fexts de Kapferer était
central mais ne « défendait » pas la rumeur, Tl fallait comprendre que fa condamnation de Ia rumeur gu nom, plotdt an moyen
de Ja maiirise ot de la clarté de Iinformation, interdisait wne approche plus subtile du phénomene.
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EPREUVE I ANGLAIS

Durée : 2 heures Cocfficient : 1

Y’usage de la calcnlatrice est interdit, Llusage d*un dictionnaire bilingue est antorisé.

[ Biotechnologie [ 1

CONDITION CRITICAL

An exclusive leok at a UN. assessment of Larth’s ecosystems shows they are stramed to the
Hmit. .

For more than 40 years, Earth has been sending out distress signals, At first they were subtle, like
the thin shells of bald-eagle eggs that cracked because they were laced with DDT. Then the signs wers
unmistakable, like the pall of smoke over the Amazon rain forest, where farmers and ranchers set fires

- 1o clear land. Finally, as the new millennium drew near, it was obvious that Earth's pain had become
humanity’s pain. The collapse of the North Atlantic cod tishery put 30,000 Canadians out of work and
ruined the economies of 700 communities. Two years age, deforestation worsened China’s floods,
which killed 3,600 people and left 14 million homeless. Population pressures and overcrowding raised
the toll from last year’s rains in Latin Amerjca, which killed more than 30,000 people and created
armies of environmental refugees.

And how have we responded to four decadss of ever louder distress signals? We've staged a
procession of Earth Days, formed Green parties, passed environmental Jaws, forged a few internationaj
treaties and organized global gabfests and photo ops like the 1992 Earth Summit in Rio de Janeiro, All
the while, the decling of Earth’s ecosystems has continued unabated.

. What wﬂl itfake. for us

,One crucial step is a true accounting of the state of the planst, a thorough assessment of the health
of all Earth’s major ecosystems, from oceans to forests. Only a comprehensive global survey can show
how damage to one system is affecting other systems and can dstermine whether Earth as a whols is
losing its ability to nurture the full diversity of life and the economies of nations.

That was the thinking behind the launching of the most ambitious study of global ecosystems ever
undertaken: a Pilot Analysis of Global Ecosystems (PAGE)}. The findings of the $4 million study will
be pubhshed in the 2G00-C1 edition of the World Resources Repert titled People and Ecosystems. The
Fraying Web of Life. PAGE will also set the stage for a larger $20 million Millennjum Ecosystems
Assessment, scheduled to begin next year. The goal is to answer the most important question of the
century: What is happening tc Earth’s capacity to support nature and sivilization?

Adapted from Eugene LINDEN, TIME, April-May 2000

#5  cod: morue
(£12) pablest: usetess talking 20027
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QUESTIONS

L Compréhension (10 points)

1. Proposez un compie-rendu, en francais, du fexte ¢l meitez en &vidence les idées essentielles.
(environ 150 mots)
2. Traduisez, en frngais, le texic de fa ligne 14 : « What will it take for us ... » Ataligne 18 : « ... fowns and cities
everywhere 7 »

11, Expression ¢n anglais (10 points)
Answer the following guestions in English.

1. Say in your own words why the journalist writes that we ate not « serious about saving our environment. »
(100 mots, + on — 10 %)

2. Cive your opinion on the PAGE project abd say what you personnaly do to hefp save the planct.
(160 mots, + ou — 10 %)

PROPOSITION DE CORRIGE

Avertissement imporfany ; I'UPBM signale ar lectenr qu’il s'agit d'élémentts de corripé, ayant pour but &aider an
sriewx les Stadiant(e)s dans lenr prdparation & Pexamen, gt non d'un corrigé-type.

1.Compréhension (10 points)
1.1, Compte-rendu

Une &tude des Nations-Unies a montré que les écosystémes planétaives étaient trés fortement attérés, En effet, depuis un
peu plus ife quarante ans, certaing signes de coei sont visibles : Peffondrement de Ia péche i la morne au Canada, en
Chine, des inondations de plus cn plus ravageuses, du fait de la déforestation ... Les réactions i travers Je monde 3 ces
effets furent sijptement des rencontres (des sommets, des « Journées de ka Terre ») mais cela n’a pas empéché le déclin
des éeosysidmes. 1l faut prendre conscience du fait que Ia destruction de la nature pent nous menacer, De e fait, une
étude mondiale et compléte, appelée « Pilot Analysis of Global Ecosystems » (PAGE) va &trc menée pour connaitre les
interactions enire les écosystémes et savoir quelle est la capacité de la Terre 4 concilier nature et civilisation, Cette
éinde marque u pas dans ka volonté de préserver la nature.

147 mots
1.2. Traduction

« Que fandra-t-il pour que nous prenions au sérieux Ja sauvegarde de mofre environmement 7 Quand Pécologic
&voluera-t-elle d'une philosophie défendue par une minorité de passionnés 3 ua mode de vie régissant le comporfement
et I'attitude générale du plus grand nombre 7 Comment parvenir A comprendre que la Terre est une seule ef vaste
organisation naturcfle et que metire le fea aux foréts tropicales humides ct détruire les massifs coralliens finira par
menacer, partout, ¢ hien-2ive des villes et des centres urbaing e

2. Expression en anglais (10 points)
2.1, Le(la) candidat(e) devait s’appuyer sur les éléments suivants :

TFor several decades, Farth has been sending out more and more obvious distress siguals.

What had been affecting natare and wildlife eventually affected people through cliwatic changes or cconomic crises.

The only response kas been political or symbolic —ie., what is likely to get media attention.

In the meantime, the situation of the ecosystems has worsened.

Andl vet, people are unaware of the serionsness of the threat to our enviromment.

Environmentalism is still but a philosophy instead of being the way of life of a majerity of peaple.

People still do not understand the Earth is one globat ecosysiem and that destroying one part of it might affect the planet as
awhole.

& 4 % & ® & @

2.2, Idéalement, le(la) candidat(e) donnera, hridvement, son opinion sur Pétude Jancée par "ONU, puis proposera
alors ges solutions accompagnées d’cxemples personncls.
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SOUS-EPREUVE DE MATHEMATIQUES
Durée : 2 heures Coelficient : 2

Biochimiste
Biotechnologic 1,5 1

:l..a ctnrité des raisonnements et la qualité de 1a rédaction interviendvont pour un¢ part importante dans Pappréciation
cs copies,

I nsage des instrinments de calenl et du formulaire officiel (e mathdwatiques est rutoriss,
Le formadaire de mathématiques est joint an sujet, ’
2 feviliey de papier millimétré par candidat,

EXERCICE 1 (11 points)
Les trois parties peuvent &tre traitées indépendamment IPune de ["auire.

Pour une étude cardio-vasculaire, on effectue une perfusion lente 4 débit comstant d*une
solution marquée par un indicateur radioactit.

PARTIE A : Etude expérimentale

On reléve 1’évolution de la concentration au niveau du ventricule droit et on obtient les
résultats suivants :

—

i 2 3 4 3 6 7
{; 1 temps en minufes 0 2 4 6 3 10 12

¢reoncemtrationen o g b s | 1p0 | 109 | 114 | 117
MICTOEramines par cm

Dans cette partie, les résultats seront arrondis an centiéme le plus proche.
1. Onpose z, =(120—¢,) (In désigne le logarithme népérien).
Donner les valsurs de z, pous { variantde 14 7.

2. Déterminer par la méthode des moirdres carrds une équation de la droite de régression de
zent.

3. Donner une expression de la concentration ¢ en fonction de ¢ déduite de cet ajusternent.

PARTIE B : Résolution d'une équatior différentielie
On admet que la fonction ¢ est solution de 1'équation différentielle (E) : 3’ + 0,3y = 36.

1. Résoudre I’équation différentiells: 3"+ 0,3y =0,
2. Déterminer ure solution constante de 1’équation différentielle (E),

3. En déduire les solutions de {E} et donner la fonetion ¢ solution qui véifie (0)=0.
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PARTIE C : Eiude d*une fonction.
Soit 1a fonction 1 définie sur [0; +cof par f()y=12001-¢""*").

1. Chercherles variations de f'sur [0 ; +cof.

3. Déterminer la limite de fen +w ; que pent-on en déduire pour sa courbe représentative ?

Représenter graphiquement la fonction fdans un repére orthogonal (unités : 1,5 cm pout
une unité en abscisse et 1mm pour une unité en ordonnée).

4. Calculer la valeur moyenne de fsur Pintervalle [2 ;12] et en donner un(f;IVaI_eur approchée
4 une unité prés.

EXERCICE 2 (9 points)
Un atelier produit eﬂ grande série des disques de diamétre pominal 25 mm.

PARTIE A

On désigne par X la variable aléatoire qui & chaque disque de la production, associe son
diamétre en mm. On admet que X suit une loi normale de moyenne m et d'écart type &. Un
disque est considérs comme valable si son diamétre est compris entre 24,90 mm et 25,08 mna,
sinon il est considéré comme défectueux.

1. On suppose que o = (,04. Caleuler la probabilité qu'un disque pris au hasard dans la
production soit défectueux, dans chacun des deux cas suivants :

la:m=25
1.b:m=2499

2. Onnote X la variable aléatoire qui, & chaque échantillon de 100 disques de la production,
associc la moyenne des diamétres de ces 100 disques. On admet que X suit la loi normale
de moyenne m ct d’éeart type 0,004.
On préléve au hasard et avec remise un &chantillon de 100 disques dans la production. On
souhaite construire un test bilatéral de validité d’hypothése, pour savoir si ’on peut
considérer, au risque de 5%, que la moyenme i des diamétres des disques de la
production est égale & 25. ‘

2.a Sous P'hypothése nulle Hy (m = 25), caleuler la valeur du réel d tel que:
P( X -25| < d) = 0,95.

2.b La moyenne des diamstres des 100 disques de I*échantillon prélevé dans la
production est 24,994, Quelle est 1a conglusion du test 7

PARTIE B

On suppose que 3% des disques de la production sont défectueux. On préléve au hasard un lot
de 60 disques dans la production ; la production étant trés importante, ce prélévement peut
étre assimilé & un tirage avec remise.

On désigne par ¥ la variable aléatoire qui, & chaque lot de 60 disques, associe le nombre de
disques défectueux. :
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1. L.a Quelle est la loi suivie par ¥ ? Donner ses paramétres,
L.b Calculer la probabilité qu'un lot de 60 disques contienne au moins deux disques
défectueux (arrondir au millidme le plus proche).

2. On admet que 1a loi de ¥ peut &tre approchée par une loi de Poisson,

2,a Donner e paramétre de cette loi de Poisson.

2.b En utilisant cette loi de Poissen, calculer ia probabilité qu’un lot de 60 disques
contienne au moins deux disques défectueux (arrondir au millidme le plus
proche), -

PROFOSITION DE CORRIGE

Avertissement lmportant ; I'UPBM signale an lectenr que'il s*agit d*éléments de corripd, apant pour but d'aider au
mideux les dindiont(e)s dans leur préparation & Vexamen, of non d'un corrigd-fype.

Exercice I: 11 points Partie A : Etude expérimentale
i temps en
L minutes

0 2 4 6 8 10 12

Z=In(120 - ¢;} 4,79 4,19 3,58 3,00 240 1,79 1,10

2. Alacaleulatrice : z= - 0,30 t+ 4,81
3. Ondéduit que efty = 120 — 122,73 ¢ ~ %1

Partic B : Résolution d'unc équation différentictle

< est solution de I'équation différentiells (E) ¥y =36

1. Soluiondey'+0,3y=0 y=Ke

2. Solution constante dey' + 0,3y =38 y=A alorsy =0
Dol : 0,3 A=36ctA=120 .

3. Solution générale de (E) : y=Ke¢ "'+ 120
Solution de (E) vérifiant 1a condition initiale c(0) =0 : e(ty=120(1-¢"%"

Partie C : Etude d'une fonction

Soil Ja fonction £ définie sur [0; +oo [ par f(f) =120 (1- e~ ")
1. fr=360""" £(6) >0 done T est strictement croissante sur [0, +co |
2. Hm €-030=-c  dol lim e %! =0el lim fit)=120.
13 o = do 153 o
La courbe représentative de £ admet une asymptote horizontale d'équation y=120cn +eo
3. Représentation graphique (échelle non respactée)

€0

41

Ve
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4. La valenr moyenne M de f est dormée par : M= A 1i(t) dt

TR
Utie primitive de £(f) est : 120 t+ 400 ¢ "%
On en déduit que M =~ 99

Remargue ; eeite question, hors programme a &t€ compice en bonus pour Ies candidats ['ayant traitée corvectement,

Exercice 2 3 9 points

Partie A
Rappel : X snit une loi normale de moyenne m et décart-{ype o alors T= X—;ﬂ suit la Toi normale cenirée réduite N(0 § 1)

1. Onsupposeo = 0,04
On cherche [a probabitité qu'on disque soit défectucux c'est & dire 1- P(24,9 < X < 25,08) dans les cas snivants :

a m=23
On a alors Pi=1-P-255T< 2)
= 1-(T(2) - B(2,5)
= 0,029
b, m=24,99

On a alors
Pp=1-P(-225<T<225
=12 T2 -1
w 00244
2. Soit ¥ lavariable aléatoire, qui & chaque échantition de 100 disques de la production associe la moyenne des

diamétres de ces 100 disques . On admet que X suit 1a loi normale de moyenne m et d'écart type 0,004
a. Hypothése nulle Hy (m = 25)

on cherche d tel que P25 - d < X <25+ d) =095
Onaalors P -S<T<% y=095
a o

soit ln(m']::m) -1=095.

Dol d & 0,0078

b, On abticnt d'aprds ce gui précdde I' intervalle [24,992 ;25,008 ]
Au risque de 5%, la moycnne de 25 mm est donc acceptée.

Partic B

On suppose que la probabilité quin disque soit défactuews est égate a 0,03,
A chaque Jot, scit Y la variable aléatoire & qui on associe le nombre de disques défectucux,
1. A chague prélévement, deux issues possibles : disque défectueux avec une probabilité de 0,03 ow disque non
défecinenx avec une probabilité de 0,97.
Chaque prélévernent ost indépendant des auires
On recommence 60 fois 1a ménze opération dans les mémes conditions.
alors Y suit une loi binomiale de paramétres 60 et 0,03
et P(Y = k) = €%, 0,03* 0,97 *avec 0 < k< 60
Dol P(Y 2 2) =1~ (P(Y =0) + P(¥ = 1))

= 1,541
2. Onapproche Y par ung loi de Poisson
a A= 60x003
=18
b P(Y22) =1-(0,1652+0,2975)
~ 0,537
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SOUS-EPREUVE : SCIENCES PHYSIQUES
Durée : 2 heurey Coefficient ; 2,5

Rappel : Liv clarté des raisonnements et 1 qualité de Ia réilaction interviendront pour une part impoertante dans
Pappréciation des copies,

Seul Pusage d’une calculatrice flectronique, autonome, non imprimante, & entrée unique par clavier
est autorisé pour cetie épreuve, ’

Les trois exercices sont indépendants.
Cet énoncé est composé de quatre pages

I) Conductimétrie - Composés peu solubles (15 points)

Afin de déterminer le produit de solubilité de {*hydroxyde de cadmium
(Cd{OH),), on mesurs, 4 25°C, la conductivité d’une solution saturée de ce sel.
On trouve o = 630 uS.m'l.

1} On rappelle que la conductiviié d'une solution a pour expression

o=y z,.|.Ai.C, . Domner la signification de chaque terme, préciser les
i

unités dans le systéme international.

2) Le pH de I’eau pure &tant égal 4 7, calculer la conductivité de ’eau pure,
Comparer le résultat obtepu 2 la conductivité de la solution saturde
d’hydroxyde de cadmiun. Conclure.

3) Exprimer 1a conceniration des ions présents dans la ‘sclution saturée
d’hydroxyde de cadmiuin en fonction de la solubilité s de hydroxyde de
cadmiuim.

4) Exprimer la conductivité de la solution en fonction de s, Fn déduire une
valeur expérimentale de s (en molL et en g L),

5) Donner ’expression du produit de solubilité de I"hydroxyde de cadmium en
fonction de s. Calouler numériquement cette constante.

Données ;
A= 5410781, ; A"M =350107S1.; A _=19,9.10"S.1.
Masses atomiques molaires M, = ! g.mol?
M, = 16 g.mol”
M =112 g.mol”
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IT) Spectrophotométrie (17 points)

1. Le principe de fonctionnement d’un spectrophotométre peut dtre schématisé
comme indiqué sur le document 1 de P'annexe.

1.1)

12)

1.3)

Compléter le schéma en indiquant la fonetion ou le nom de chacune des
parties constituant I'appareil.

Une lampe 3 vapeur de mercure conviendrait-elle pour équiper cet
appareil ?

Fiude du résean : )

On observe des maxima principaux d’absorption tels que pour I'ordre 1
et de longuear d’onde de 600 nm, le pinceau diffracté est normal au
plan du réseau. (Voir docurent 2). Dans ces conditions, calculer, pour
cetite longueur d’onde, I"angle ¢'incidence i (tel que a.sin i=kl),

sachant que le réseau comporte 1,2.106 traits par métre.

Document 2

2. Application analytique

2.1)
2.2)

2.3)

Définir [a transmittance T et ’absorbance A d"une solution.
Enoncer la relation de Beer-Lambert, en précisant la signification de
chaque terme ainsi que les unités dans le systéme international,

Une étude préliminaire a montré que la longueur d’onde correspondant
4 un maximum d’absorption pour une solution aqueuse de _
permanganate de potassium est A=525 nm. A cette lonigneur d’onde, on
mesure 1"absorbance d'une gamime obtenue par dilutions successives
d’une solution mére de permanganate de potassium avec une cuve de
longueur utile égale 3 1 em. Les résultats obtenus ont permis de tracer le
graphe en annexe (document 3).
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2.3.1) Pourquoi la précision de la mesure de A est-elle optimum a cotte
longueur d’onde ?

2.3.2) Calculer, & partir du graphe, une valeur expérimentale du
coefficient d’extinction linéique molaire du permanganate de
potassium 4 la longueur d’onde sélectionnée.

2.3.3) Dans les mémes conditions, une solution de permanganate de
potassium de concentration inconnue présente une absorbance
de 0,774, Calculer la valeur de sa concentration,

III) Chimie Organique (18 points)

Ay cours de la réaction de chioration du propane, en présence d’une irradiation
ultraviolette, le 2-chiloropropane est obtenu.

b

2)

3

4)

5)

6)

Dorner la formule semi-~développée du 2-chloropropane,
Quel est I'autre composé monochlozé obtenu au cours de la méme réaction ?
Donner son nom et sa formule semi-développée.

En traitant du 2-chloropropane avec un excds de benzéne en présence de chlorure
d*aluminium (Al Cls), on obtient un composé aromatique A. Donner sa formule
semi~-développée.

L’acide éthanofque est traité par du chlonwe de thionyle (SOCIL) pour donner le
compoesé B. Donner la formule semi-développée du composé B,

La réaction enire A et B, en présence de chlorure d’aluminium, donne deux
composés C et C* (ot C est le composé qui présente le moins d*encombrement
stérique).

4.1) Donner les formules semi-développées des composés C et C*,

4.2 De quel tyjae de réaction s’agit-il ? Donner son nom. Quel est le rdle du
chlorure d’aluminium 7

La molécule C réagit avec ’éthylamine pour donner un composé D de formule
brute CpsHigN, qui, 4 son tour, donne un composé E par hydrogénation
catalytique. E a pour formule brue C3Hy N,

5.1) Donner les formules semi-développées des composés D et E.

5 .2) Citer deux catalyseurs d’hydrogénation.

Le composé E est-il optiquement actif ? Justifier.
Dans Paffirmative, représenter I’énantiomére S en représentation perspective.
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DOCUMENT A JOINDRE A LA COPIE

Document 1 (3 compléter)
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Document 3
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longuenr d’onde A = 525 nm
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PROPOSTTION DE CORRIGE

Avertissement imporiant : PUPBM signale an leetenr qu’il s'agit rl’élemeuts de carrigé, ayant pour but &'aider au
nieux les dtudiant(e)s dans leser préparation & Vexamen, ef non d'un corvipé-

L CONDUCTIMETRIE

1. o conductivité en S.m™
IZ:  valeur absolue de [a charge de ['jon i
A% conductivité molaire équivalente de I’ion 1 en S.m% mol !
[o'H concentration molaire de 1'ion i en mol.n

2. Eau pure pH = 7 [H;0'] = [OH] = 107 mol. L

o eau: pure = [+1] AH, 07, [, 0] ++ [-1] . ACOH [OH] = 5,49 pS,m?
o il pure << o solution Cd(OH), satarée

3. Cd(CH), ﬁ cd+a20u [Cd**)=5 [OH] =

4, =2 Aocd“ 8 || - APOH 28 = 25.(A°Cd™ + A°OH )
$=1,24.107 molm™ = 1,24.10” mol.L* = 1,81,10° .1

3, K,= [Cd*L.[OH] = 4 § =7,6.10"°
I SPECTROPHOTOMETRIIL

1.1. Document 1 complété

O SR em
: | /% e

R | _h 3 - .,S::_i
3 FZII U o » T,

.

MWEMEOM.‘PTEU.Q ECHANTILLON DETE cTEUR Amphiu_n—mm AR CHEVR

P el

Réseau

1.2. Nom, it faut une source  spectre contin,
13.0rdrel,  a=83310"m sini=0,72 i=d6°

2,1, T'= /g ot © = flux lnmineux transmis et $p = flnx uminenx incident A=log (1/F)
22. A=gle 1= longueur de la cove en m ‘
¢ = concentration molaire de Ia solution (molxi?)
& = absofbance kndique molaire (mol™.n™)
A sans unité
231 Au maxunum d’abmrbance, Ia prémsaou est maximale. AA/A est mininmtm, AA/AR =0, A est pey sensible 4 JL
232, el=22mol m® done x; = 220 mof ! m*
233 e=A/c1=0,35 molm®

1L, CHIMIE ORGANIQTE
L. - CH; - ('IH ~CH;

Autre composé : 1-chloropropane 'Cl - CH; - CH; - CH; Cl
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3. Composé B

4.1

Composé C

0

2
CH; —C < a

CH; Ciks
NS
CH

c
/\0

CH;

4,2, Réaction d’acylation de Friedel et Craft.
Le r6le du chlornre d*aluminium estd e erder I'ion acylium.

]
CH; <
~ Cl
5.1
Composé D

5,2. Palladium, nickel de Rancy, platine.

AN

Composé A CH;;\ CH;
CH

Composé C” CH

+  AIC —— CH;-C=0 +  AlCL
C]:b\ /CH; CH; CHl,
CH CH
:ll Composé E
/N } E
CH; \N —CH, - CH; CH; \NH'—' CH; — CH;
CH;
6. E est optiquement actif car il posséde un carbonce asymétrique. CH;,
NH
c Ty H
CH;
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EPREUVE DE SCIENCES BIOLOGIQUES FONDAMENTALES

ET GENIE, BIOLOGIQUE
Durée : 4 heures Cocfficient ; 6

Calculatrices non autorisées.
L’AMIDON ET SA TRANSFORMATION

L’amidon est la principale forme de réserve carbonée chez les végétaux. 11 peut étre
extrait en grandes quantités des céréales (bld, mafs, riz en particulier) ov d’autres plantes
cultivées comme fa pomme de terre, I .

Ce composé est trés utilisé dans 'indusirie agro-alimentaire en tant que matiére
premiére et comme épaississant et agent texturant. En effet, sous I'action de diverses enzymes
(o-amylase par exemple), il génére des moléeules entrant en jeu dens la fabrication de la hicre
4 basses calories (sans dexirines), des farines précuites pour enfants et des sirops sucrés
comme le sirop de glucose ou de maltose,

En France, de nombreux micro-organismes (bactéries, levures) sont utilisés pour
produire industriellement de I'a-amylase, dont Bacillus subtifis qui produit cette enzZyme sur
un milien contenant des pelures de pommes de terre.

1. Structure, métabolisme et bioconversion de Pamidon (30 points)

1.1, Représenter la structure de Pamidon en déerivant I'ose qui le constitue et les
différentes liaisons osidigues présentes.

1.2, B'agissant d’un polysaccharide de réserve, expliquer quelles sont les relations entre
la structure et 1a fonction de cette melécule.

13.  Les c-amylases sont des endoglucenases irds largement répandues chez les
animaux, les plantes, les bactéries ot les champignons. Elles catalysent 1a
dépolymeérisation de l'amidon et des poly- ou oligo-saccharides apparentés, par
hydrelyse sélective des liaisons a-1,4 glycosidiques. Leur numéro d’ordre est E.C,
3.2.1.1. Rappeler la signification des initiales " E.C. " ainsi que du chiffie " 3 " dans
le numéro d’ordre. .

1.4, L'hydrolyse de l'amidon produit entre antres molécules du maltose ou
D glucopyrannosyl o (1->4) I3 glucopyrannose, Ecrire sa formule développée,

1.5, Le maltose est lui-méme hydrolysé en oses simples. Eerire I'Squation de cette
réaction en précisani le nom des oses libérés ainsi que le nom de lenzyme
responsable de cette hydrolyse, ’

1.6, L'hydrolyse totale de P'amidon produit du sirop de glucose. Le glucose peut étre
converti en fructose par la ghicose isomérase immobilisée par co-réticuiation avec
de la gélatine, .

1. Indiguer ’intérét de produire du glucose & partir de 1’amidon,
2. 1’isomérisation du glucose est une bioconversion.
Définir une bioconversion et donner son iniérét dans ce cas précis.
1.6.3. Exposer un autre exernple de bioconversion industrielle,
1.6.4, Rappeler le principe de l'immobilisation par co-réticulation,
1.6.5. Quel est 'avantage de la co-réticulation par rapport 4 la réticulation simple
de l'enzyme ?
1.6.6. Cetle bioconversion aboutit 4 un équilibre ol sont en présence 58 % de
glucose et 42 % de fructose. Que proposeriez-vous pour améliorer ce
rendement ?
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2. Clonage du gine de I'a-amylase dans des bactéries et des levares (44 points)

21. Le géne de l'a-emylase de Bacillus amyloliquefuciens a été cloné dans un plasmide
porteur de la résistance & I'érythromycine et introduit dans Lactobaciifus plantarum.

2.1.1, Définir un plasmide.
2.1.2. Déerire les trois conformations possibles d'un plasmide.
2.1.3. Préciser les autres vecteurs classiquement employés en génie génétique.

22. Des enzymes de restriction sont utilisées pour cloner un insert tel que le géne de
J'a-amylase dans un plasmide.

2.2.1. Définir une enzyme de restriction.

222 Quelles sont les particularités des sites reconnus par les enzymes de
restriction ?

2.2.3. Dans un tablean, indiquer ie principe, Ies coniraintes techniques et les
avantages dun clopage non directionnel et d'un clonage directionnel avec
des sites cohésifs dans les deux cas.

2.3, Citer deux techniques dintroduction d'un plasmide dans une hactérie et en expliquer
le principe.

2.4. Indiquer le milieu de sélection 4 utiliser pour ne sélectionner que les bactéries ayant
éé transformées avec le plasmide recombinant exprimant l'insert o-amylase.

2,5, L'w-amylase peut &tre également produite chez une levure. Ainsi, l'acide
désoxyribonucléique complémentaire (ADNCc) codant pour Ta-amylase d'dspergillus
oryzae a été placé sous le contrble d'un promoteur fort, puis introduit au sein du locus
des ADN ribosomiques de la levare de boulanger.

2.5.1. A l'aide de schémas, représenter une technique permettant la fabrication d'un
ADNe.
2.5.2. Quel est l'intérét d'introduire un ADNc dans un locus ribosomique?

2.5.3. Pourquoi les levures sont-elles parfois préférées, comme cellules hbtes, aux
bactéries ?

2.5.4. Schématiser, en mettant en évidence les organites impliqués, le parcours
d’une glycoprotéine séerétée, depuis sa traduction jusqu'a sa sécrétion, dans
une cellule eucaryote.

3. Production de Px-amylase en fermenteur (46 poinis)

3.1. Les souches utilisées pour cette production sont toutes chimio-organotrophes.

Définir le terme de chimio-organotrophe.

Exposer les autres types trophiques énergétiques.

Présenter sous forme d*un tableau les principaux composants d'un milieu
de culture pour ce type de microorganisme, 4 I’échelle du laboratoire et a
I’échelle industrielle. Quels sont les avantages et les contraintes liés aux
milieux utilisés & I’échelle industrielle ?

3.1.4. Dans le cas particulier de la production d’amylase, quel composant
important doit étre présent dans le milien de culture ? Justifier.
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3.2, Citer un sutre micro-organisme productewr d’amyiase.

3.3. Toute production par fermentation nécessite Iz sélection d’une souche, 1’ optimisation
et le choix d*un procédé.

33.1.  Citer les critéres retenus pour choisir une souche "bonne productrice”
d’enzymes,

3.3.2.  Définir 'optimisation de la production et citer les différentes méthodes de
régulation et de modélisation utilisées pour optimiser wn procédé.

3.3.3.  Le procédé choisi est un procédé continu de type chemostat.

3331, Schématiser I’appareillage.

3332,  Expliquer précisément le mécanistme de fonctionrement,

3.3.33.  Définir le taux de dilution d’une cutture continue. Donner un
exemple,

34.  L'o-amylase peut étre détectée par une technique ELISA :

341, Décrire, a4 I'aide de schémas, la structure des différentes
immunoglobulines.

342, Dommer le oprincipe général des méthodss de dosages
immunoenzymatiques.

3.4.3. Proposer un protocole de détection de I'o-amylase dans un moit de
fermentation par une technique ELISA,

PROPOSITION DE CORRIGE

Avertissement important : P UPBM signale au lectenr gl s'agit déldments de corriyd, ayant pory but aider an
nrietx tes dtudiantfels dans lewr prépavation o l'examen, of non &' un corrigd-fype,

[
1.1 L’amidon comprend 2 moléculss aw“ oA 6

»  TI'amylese, polymére lindaire de glucose en o 1 =» 4 I
+  Pamylopecting, polymére de glucosc en o, 1 -9 4 CH;
présentant des branchements en o 1 =% 6

| GLUCOPYRANNOSE
0

1.2. L’amidon est une molécule de réserve, il est donc sous forme condetsiée
dans 1a cellule afin de limiter Ja pression osmotique. Son hydrolyse libére
du glucose (ou un ester de glucose) wlilisable A des fing énergétiques.

1.3. Les initiules « E.C. » signifient « gnzyme commission », 3 définit la classe d’enzymes, ici, les hydrolases,

1.4, CH,OH CH,0H
o MALIOSE 0 -
R G~glueosida
15. o maltose + 0 BN cose

1.6.1. Le procédé (Inycirolyse & chaud en miliew acide) est simple et d*un codt linmitd , Pamidon est un substrat produit en
grande quantité par I"agriculture, il n’est pas fermentescible dong if est intéressant de 1¢ valoriscr antrement que par
fermentation alimentaire,

1.6.2. Une bloconversion est ung transformution stéréospécifique d'un substat par un systeme biologique, L intérét d*une
biaconversion pouvait étre compris selon dewx aspects : .
+  ilestinidressant de produire du fructose : c’est un ose plus sucrant que Je glucose, il est moins carlogine et
ctistaliise moins factlement
¢ labioconvezsion estun procédé intéressant pour produire du froctose : car la voie enzymatique est pins facile que
1a voie chimique, et I'extraction du fructose A partir des Truits ou di mial est 1rss difficile
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1.63. La production des hormones stéroides utilisées pour la préparation des pilules contraceplives : Ia sofution de substrat
origine animale on végétale est ajoutée dans un milien de culfurs en présence de bactéries (Strepfomyces, Bacillus,
Arthrobacter, Mycobacterinm) ou de moisissures (Aspergillus, Fusarium, Rhizopus).

Des acides aminés de la série L (Ala, Met, Phe, Trp, Val) sont procuits par résolution des mélanges racémiques obienus par
synihése chimique, en raison de [a solubilité différente des isoméres : les cnzymes qui infervienment apparliennent 4 des
bactérics (Achromobacter, Bacillus, Pseudononas), des levures (Cryptococcus, Rhodotorula) ou des moisissures (Aspergiiius).
L’acide ascorbique (vitamine C) est oblenn aprés plusicurs étapes : réduction chinique du glucose en sorbitol par
Tydrogénation, oxydation bactétierme du sorbitol cn sorbose par Acetobacter, acélylation, puis oxydation chimique du sorbose.
Production des antibiotiques senmi-synthétiques ; de trés nombrenx cxemples, las phis connus élant I'obtention des pénicillines
el des céphalosporines par des meisissures ou des bactéries 4 partir de Uacide 6 amino-pénicillique (6-APA).

D’antres procédés permeitent d’abtenir des prostaglandines, de Ia dilydroxyacétone, de 1'acide malique, des médicamentis
antiparasitaires.

1.64. 1lya création de liaisons covalentes enire fa gélating et la glucose isomérase en présence d’un agent bifonctionnel
petmettant la réticulation. Cet agent est appelé « agent de poutage ».

1.65. Laréticulation simple est obtenue par le mélange direct de Penzynie 3 immobiliser aves Pagent pontant, ce qui crée
des pontages enire les moléeules et induit donc des contraintes stériques trés fortes ot il y a perte importante de 1 aclivité.

1.66, 1l faudrait déplacer I’équilibre en faisant disparadire le fructose ! Le procédé le plus simple est de faire recirculer le
imilien téactionnel dans la colonne o se trouve Penzyme immuobilisée.

2.1.1.  Clest unc molécule ¢’ ADN circulaire bicaténaire, de 1,5 & 3,5 kb, capable de s”autorépliquer.

2.1.2. Forme surenroulée (% twistée »} : pas de coupure, Forme reldchée : coupure d'un brin, Forme linéaire : conpure des 2
brins.

2.1.3.  Virus infectant des bactérics (phages) ou des cellules eucaryotes, cosmides (vectents hybrides : plasmides comportant
Ia séquenge cos du phage &, ce gui permet leur encapsidation dans des viriens de A), YAC (yeast artificial
chromosomes) ...

221 Cest e endonucléase clivant ’ADN double brin et reconnaissant un site spécifigue.

227, Les sites reconnus sont de 4 3 6 mcléotides, ils sont palindromigues ou possédent un axe de syméirie.
Pour les enzymes de type IT : les sites sont parfols dégénérés, le site de coupure peut #tre différent du sitc de
reconnaissance
Pour les enzymes de type I et III : les sitcs sont parfois agymétricues, on d’one longueur différente.

2.,2.3,

TRAIN ANTACG

: PRINGIEE:
CLONAGE 2 sites de resiviction

rification de Finsert el du | In: n orientée de 'insert (trangcriplion
DIRECTIONNEL |différents aux vectenr aprés la double dirigée) permeitant I'cxpression, donc un
extrémitds de I"insert | digestion nombre dlevé de clones intéressants.
el dy vecteur
CLONAGE NON |Méme siie de Traitement des extrémités | 2 sens possibles d’orientation de insert dans le
TIRECTIONNEL | restriction différents | du veclenr par une vecteur (expression génélique non dirigée).

aux exiréniiiés de phosphatase pour limiter Ia | Quantité de clones exprimant le géne plus
Pinsert et du vectenr | religature du vectenr sur faible.

lui-méme Forte probabiliié do formation de concatémeres
d’insert dans le vectour.

23. Transformation bactérienne  acquisition de la compétence par traitement pu CaCl; (déstabilisation de In membranc
plasmique par Ca™ el refroidissement de la menibrate & 0°C) puis choc thermique provoquant la fracture de Ia membrane.
Electroporation : décharge électrique 3 haute tension provoquant I"apparition de nanopares dans ia membrane,
Biolistique : projection 3 trés grande vitesse de particules mélalliques (or, lungsténe) sur lesquelles sonl. adsorbdes les
molécules d” ADN.
Transformation des bactéreis Gram’ ; elles sont « namreliement » compéientes.

24, Le milien doit permetire :
e La sélection des clones iransformés par le vecteur, dong il contient de 1*érythromycine puisque le vectenr
comporte m géne de résistance 3 cet antibiolique,
e Le criblage des clones transformés, grice 4 la révilation de Uactivité amylase directement sur le milicy en
vérifiant par I’iode Ia présence on non d’amidon résiciuel dans Ie milieu aprés incubation,
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l Amorcg « oligo dT' ﬂ
2.5.1.

Amorces <random hexan
ou permetiant I’amorgage

/ « au hasard »

AGTETA 4. @) CGAGTT

5?

AAAAA B
Terminal transferase + d CTP assurant 1'addition de C en
3’ du brin &’ ADN néosynthétisé
CCCCCCCC o
+ | Destruction de I’ARN matrice en milieu alcylin
CCCCCCCC o

syntliése du brin complémentaire par la rétrotransriptase on lo

l Hybridation de 'amorce oligo dG en 3” du brin ndosyuthétisé ot
 Tragment Klenow de PADN polymérase I d'Escherichia colt

CCCCCCCC 4
GGGGGGGE

emarque ; d’aufres méthodes pouvaient &tre citdes (translation de bréche, amorgage spécifique, RT-PCR non spécifique ..,)
5.2, Les locus ribosomiques ont un irés fort taux d'expression, I’ ADN, introduit sera donc exprimé activement,

3.3, Les levates sont des cellules cucaryotes, elles assurent done les modifications post-traductionnelles. De plus, leur
ible pathogénicité les rend intéressantes pour une production 3 destination alimentaire,

5.4,
Synthése de la chaine
ARN, protéique munie de son
peplide signal, puis passage
dans ia famiére do réticulum
Clivage du peplide signal,
Réticulum puis passage dans Ia hymidre
endoplasmique de I"appareil de Golgi
granulenx =

Maodifications post-izaductionnelles
et préparation 4 ¢ U'exporiation »

Appareil
de Golpi

Visicule de
séorétion
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3.1,1. Une souche chintio-organotrophe dégrade un substral arganique 1éduit par des réactions ’oxydo-réduction pour

produire de énergie,

3.1.2. Chimio-lithotrophes : elles dégradent un substrat minéral récuit par des réactions dPoxydo-réduction pour produite do
1"énergie.
Les phototrophes exploitent ['énetgie tirée de In photosynthdss, & partir do donneurs d*&lectrons et d’iotss H' de nature
minérale (photo-lithetrophes) ou organigue (phote-organotroplies).

) Sms—pmdurté@z

industries agrd.-alin{émam (adrir
steep, dextrines, farine de soja ...} :

Peplones, hydrolysals de protéines

Drée; sels d*anmionium, protéines ¢ origine végétale on

MNaCl, SO, ) Sels purs

Source de N o ! animale contenues dans les sous-produits des industries
d'origine végétale ou animale ‘agro-alinsentaires
Tons minéraux Sels purs, en complément des ions déja présents dans les

Aulres constiluatits

Systéme lampon | KHPOW/KHPO,

Absuré par les conslituants des milieux

Otigonutriments | assuré par Pexirait de levure), d’ions

Addition éventuclic de vikunines (apport

Exirait de levure, corn sieep, pas de supplémentation
des miliewx par addition de vilamines (coflt trop.éleve)

minéraux particuliers

Avantages : Jos constitvants des milienx de culture industriels sont souvent des sous-produits des industries agro-alimentaires,
e qui perimet de [cs valoriser on d’éviter la pollntion de U'environnement, leur coit est de plns Hmite.

Tncgryénients : on recherche, en production industrielle, des rocédés sinples, reproductibles et productifs, Los sous-produits
des industries agro-alimentaires posent des problémes de reproductibilitd, limitent I’apitation et I"oxygénation (& cause du
moussage), sont parfois difficilement solubles ou contiennent une fraction insoluble impartaute, provoquent Paugmentation de
a1 viscosité du miliew, limitent le transfert du dioxygéne, présentent souvent une forte charge microblenne qui contraint &
appliquer des barémes de sicrilisation €levés,

3.1.4. I amidon doit atre obligatoiretnent ajouté au milieu e culturc car il est indispensable 4 I'induction de I'expression du
géne cloné et dong 4 la production de I'enzyme,

3.2. Bacifius, Aspergilius, Rhizapus, Streptoniyces, cerlaines souches de levures.

3.3.1. Une telle souche doit &ire stable, tolérer des pH ou des températures élevécs (ce qui permet d’évider les contamingtions) ,
présonter un niveau d*expression élevé de I’enzyme recharchée lout en procuisant un mininmm de co-produits, se développer
rapidement (pu &levd), dre peu exigeante d'nn point de yue nutritionnel et ng pas 8tre inhibée par les constituants du miliew, ne
pas présenter de caractére de toxicité ou de pathogénicité. Les enzymes doivent étre faciles 4 purifier (donc plutdt extm-
eellulaires), produites en grande quantité (Ja souche sera de préférence un mutant dérégulé).

3,32, [’optimisation est nue dématche qui consiste 4 augmenter la productivité tout en dimingani les coiits de production.
Les méthodes utilisées sont, par exemple :

 la planification expérimentale, qui pertuet de rationaliser les essais en erlenmeyers ¢t en biordacicurs de laboratoire

»  ['étmde des régulations nécessaires au cours du suivi dn procédé de fermenation : température, pH, %0,

» e contrdle des mousses

s 1z modélisation mathématique de la croissance, de Ia production de I"enzyme et de 1a produotivité volumique horaire

33.3.1

Pompe =
d’alimentation

Pompe de
soutirage,

Sortie dela
culiure
Biomasse X

Concentration S

Milien siérilc —— f CSTR
Coneentration S, Biomasse X,

Conceniration §
 Velume V constant
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3.3.3.2. Réles des différents éléments figurant sur le schéma de la question 3.3.3.1, :

Bioréacteur CSTR ; « Continuous Stirred Tank Reactor », bloréacter agjté (¢’est indispensable) fonctionnant en confinu,
c’est-d~dire recevant en permanence du milieu stérile et subissant en permanence un prélévement de culture,

Alimentation : apport de milien stérile contenu dans la réserve (appelé parfois « nourrice » ou « feed ») grace 3 Ia pompe
dalimentation dont le débil est noté F on Q exprimé en wnité de velumerusité de femps. Ce milieu est caractétisé par un
Substrat limitant 4 [a concentiation So. La notion de chémostat est due au fait que c’est fe débil en ce substrat, dont In
concentration § dans [a cuve du bioréacteur est constanfe pour un déhit donné, CPest ceite concetrtration S ¢ui va conditiormer
la vitesse spécifique de croissance (i) de Ia biomasse présente dans la cuve : p < iy,

Soutirage ; prélévenient permanent de culture dans le bioréacteur, selon un débit F oun Q identique A celui d 1 "alimentation, ce
qui a pour conséquence que le volume présent dans la cuve est constant,

3.3.3.3. Le rapport entre le débit " atimentation F (ou Q) et le velume contem: dans le biordaglenr permet d'obtenir le taux de
ditution D = %V (ou Q/V) exprimé en unité de temps™, Lorsque le régime coninu esl établi, 1a concentration de biomasss X
dans 1a curve est constante et on a dX/idt = 0, soit d¥/dt = (u-DOX = 0 (dquation différentielle qui régit la croissance continue)
doncp=D

3.4.1. Structure du monomére ¢’inpuunoglobuline (tvpe IeG) : 2 chaines ¢ Iégéres », 2 cliaines « lourdes », ynies par des
« ponts disulfores » interchaines, présentant des régions constantes et des réglons vatiables (domaines),

Caiégories d*immunoglobulines ; G, A, N, D, E,

Paratope (site de
liaison 4 Iépitope
porté par I’antigéne}

G

IgA

Chaine 1égére

3.4.2. Dosaze en phase hétérogéne ; if petinet de doser un anticorps (Ac) ou un antigéne (Ag) par réaction Ag-Ac, qui est
révélée par un Ag on nn Ac marqué par un enzyme sans qu'il y ait modification de Pactiviid enzymatique,

Dosage en phase homogéng ; seuls les antigénes peuvent &tre dosés, pacun Ac qui se fixe & Phapténe marqué par un cnzZyme,
ce qui A pour effet de modifier 'activité enzymatique,

3.4.3. On peut utifiser des placques sensibilisées, apras satursitfon des sites non spécifiques par In sérumalbumine bovine SAR :

«  LAc anti-amylase ; la révélation a lieu respectivement soit grice A lamylase marquée par une enzyme révdlatrice B
{méthode pat compélition), soit par un Ac anti-amylase couplé & I'enzyme E (méthode sandwich)

*  par Pamvylase ; I révélation a lico par an Ac anti-amylase conpté A Tenzyme E

A Protéine de saturntion (SAB) M sumylase A doscr W-E amylase marquée I Ac anti-amylase

Méthode par compétition
Plaques sensibilisées par I’ Ac Plaque sensibilisée par I'amylase,
Pamylase & doser est libre ot il y a
Méthode sandwich compétition, ou elle a &t6 utilisée
jpour sensibiliser 1a plaque
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EPREVVE PROFESSIONNELLE DE SYNTHESE
1** PARTIE : ETUDE DE PROJET
Durée : 4 heares Cocificient ; 4

L’usage d*um dictionnaire anglais-fancais est autorisé,
Calculatrice autorisée.
Une fenille de papier millimétré,

Production industrielle d’acide glutamique

‘La production annuelle d’acide ghuitamique par Corynebacleriun ghitamicm, ufilisant diverses mélasses comme
substrat, dépasse 400 000 tonnes. Les deux tiers de cette production sont destinés & Pindustrie agro-alimentaire ol
Iacide plutamique est utilisé comme agent de sapidité dans de nombreuses préparaiions (sauces, soupes, plats
cuisinés). :

1. Les bactéries productrices d’acide glutamique (7 points)

Un mode d’amélioration des procédés de production repose sur la sélection de souches bactériennes
présentant une synthése et/ou une excrétion améliorée. La sélection de bactéries producirices peut étre
simple. :

11 A laide du . document I décrire chaque élape du protocole de sélection de souches
productrices.
1.2, Préciser leur réle respectif.

2, Les procédés de culture des bactéries productrices d*acide glutamique (28 points)

Plusieurs substrats sont utilisables pour produire de Vacide glutamique. Le document I déerit un
procédé fondé sur Putilisation de I"acide acétique.

21 Quel est Ie type de procédé de culture mis en cenvre ? Justifier la réponse.
27 Dans le cas présent, quel est U'intérét de ce procédé ?
2.3 Analyser la courbe de production par rapport & la courbe de croissance.

24, Lexcrétion de I’acide glutamique est un point clé de la fermentation glutamique. Les
premiers procédés de production étaient fondés sur une limitation en biotine.

2.4.1 A partir du tableau du document Il décrire et interpréter 'effet de la biotine sur
: la production de biomasse, d'une part et sur la production d’aclde glutamique
d’autre part.

Conclure quant & ['opportunité de la présence de biotine dans e milien de cultire.

2.4.2 Pour une concentration en biotine de I pg/L, caleuler le rendement global de
production d’acide ghutamique par rapport & la source de carbone, sachant que
celle-ci est totalement consommée.
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3,

2.5

2.6

L.a mélasse de canne i sucre a été utilisée en remplacement du glucose dans le milieu de
culture, La mélasse étant riche en biotine, les procédés s’appuyant sur sa limitation ne sont pas
applicables. D autres procédés ont été proposés, comme l'induction d’cxerdtion de 1'acide
glutamique par I’addition d*antibiotiques (pénicilline...), de surfactants (tweens...).

Powr étudier cette induction, on met en regard la composition membranaire (nature des
acides gras saturés

holipides et des acides gras, vantité d’acide oléique, rapport
phospholipides ¢ gras. d ue 1AEP acides gras insaturés

la quantité d’acide glutamique produit (document IV).

251 Cuel est 'effet du POEFE et de la pénicilline sur le taux d’acide gluamigque
produit ?
252 La pénicilline et le POEFFE agissent-ils selon un méme mécanisme sur 1'excrétion de

Vacide glytamique ? Justifler la réponse ef en déduire le mécanisme probable dans
le cas du POEFE.

D’autres $tudes, ont mis en évidence que I'exerétion de I"acide glutamique par des protoplasies
bactériens dépend de la pression osmotique. Le documnent V présente I’effet de la pression
osmotique en présence de pénicilline ou de POEFE,

26.1 Dornner le mode d'obtention d'un protoplaste.

262 Définir la pression osmotigue. Comment varie-i-elle en fonction de la concentration
extra-cellulaire en nitrate de sodium ?

2.6.3 Quel est le mode d'action de la pénicilline (antibiotique de la classe des fi-
lactamines) sur une cellule bactérienne en croissance ef sur un protoplaste ?

264,  Analyser le document V.

26.5 Proposer une interprétation des résultats obtenus en présence de pénicilling .

Amélioration des souches et génie génbtigque (23 points)

L'angmentation de la production d'acide glutemique peut résulter d'une expression plus forte d'vn géne
clé dans la synthése de ce métabolite, Dans ce but le géne peut étre cloné dans un vecteur adapté &
C. glutamicum.

3.1

3.2

Un tel vecteur a été construit & partir de deux plasmides (pCG4 et de pCG1). Justifier le réle
des marqueurs présents dans ces deux plasmides. (Document VD).

Le vecteur pCG4 a été incubé en présence des enzymes Eco RI et Pst I, Les résultats
d’électrophorése en pel d*agarose sont présentés dans le document VII.

321 Regrouper dans un iableau les résultats oblenus pour le margqueur, tracer la courbe
d'étalonnage.

322 Déterminer précisément la taille des différents fragmenls de restriction.
323 Endéduire la carte de restriction de pCG4.
324 Préciser sur un schéma la connexion du gel au génératenr ef nommer les électrodes.
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4. Dosage de Pacide glutamigue (22 points)

L’ optimisation de la production d’acide glutamique nécessite des dosages en cours de culture.
4,1. - Cifer dewx méthodes permettant de doser l'acide glutamique.

42 Parmi les méthodes de dosage en cours de développement reviennent souvent les sondes 4 L~
glutamate oxydase (GlOx ; BC 1.4.3.11). Les performances des méthodes utilisées avec
différents blocapteuts sont présentées dans le document VII, La réaction catalysées par Ia GIOx
est la suivante :

L-glutamate + O + H,0 -ﬂoi—~ 2-oxoglitarate + NHz + HyO,
4.2.1 Dans cetfe réaction, préciser quels sont les composés ulilisables pour gé;zérer des
signaux Slectrigues, ainsi que les transducteurs permettant de les capter. 7
4,2.2 Rappeler le principe du dosage ampérométrigue.
423 Déduire du document VI la gamme de tensions applicable a une élecirode
© ampérométrique permeitant Ia mesure de [O] d'une pavi et defI0;], d'mure part.
4.2.4, Comment établir la corvélation entre la concentration en glutamate et le signal
- détecté ?
4.2.5. Citer dewx avaniages et deux inconvénients des dewx méthodes d'immobilisation :

inclusion dans la gélatine et co-réticulation avec la SAB par le glutaraldéhyde,

43 Le document IX présente les résultats des mesures obtenus pour 17 acides aminés différents 4
aide d'un biocapteur utilisant la G1Ox. Pour chaque acide aminé, la mesure a été effectude
pour une méme concentration molaire.

4.3.1 O ‘entend-on par réponse relative 7

43.2 En utilisant le résultat obtenn powr Dacide aspartique, justifier Dintérét de ces
" mesures.

4.3.3 Pour un mélange Squimolaire de ces 17 acides aminds le biocapteur est-il

utilisable ? Justifier la réponse par un calcul.

Document I

In the case of bacteria, a simple but efficient method was bomrowed from Udaka for the selection of
glutamic acid-producing strains, Bacteria to be tested are spread over the plate agar containing the
production medium and allowed to grow to small colonies. After they are replicated on enother agar plate
for preservation, the bacteria on the original plate are killed by UV-irradiation, A second agar medium
containing Leuconostoc mesenteroides and the same ingredients as used for the bioessay of glutamic acid is
then poured into the criginal plate and solidified. After incubation, the ghutamic acid productivity of the
bacteria on the first agar layer is estimated by the size of the haloes of Leuconostoc mesenteroldes
developing around them. .
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Document II

Acetic acid was also suggested as an available carbon substrate for the predudtion of glutamic acid and
many strains belonging to genera of Brevibacterium and Corynebacterium were found to be ghitamic acid
producing organisms. The disadventage is that a yield of glutamic acid declines markedly because acetic
acid itself prevents microbial growth. Work to improve the technique concentrated on this point and
intermittent additions of acetic acid during fermentation resulted in success in industrial production,

- p

60

3
E 5Q — 1.0
3 4of ’-,-—-"'7 TTETTT e o8 ZE
[4) ’.a c_g
.E 30 {// dos f’g
5 ~ Acetic acid Be
& 20r 1 o4 48
BRRTY 'N;\'“ ' 1oz o
- 11“ , ‘. :
o1 et ]
o 10 20 30 40

Culture time (h)
A typical patiern of z-glutamic acid fermentation with aceic acid

by Brewibacterium thiogenitalis 1D-2:48,49)
®—® igluanic acid, @----@ optical density
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Document I

Différents milieux de concentration variable en bictine sont utilisés pour conduire les fermentafions
produisant de 1'acide glutamicue. Le milien de culture contient 36 mg/mL de glucose, 1,0 mg/ml de
EH.PO,, 0,4mg/mL de MgSQs, TH;O, 2 ppm d’ions ferreux et manganeux, 2,0 mg/ml d'urée
et 5§ pL/ml d’hydrolysat protéique de soja. Le milien est ensemencé avec la souche Brevibacterium
lactofermentum N° 2256 (ATCCN® 13869) st incubé 4 31,5° C pendant 24 heures sous agitation.

Le pH est maintenn voisin de 7,5 -~ 8,2 par addition d'une solution alcaline.

Concentration en Biomasse Concentration d'acide Taux intracellulaire en—‘
biotine dans le milien {2 matidre séche/L) L glatamique produit ' biotine
(ne/L) {mg/mL) (/e matiére séche)

0 0.4 - -
1 22 12.8 0.5
3 5.0 194 0.5
5 7.1 155 0.5

10 8.4 0.72 1.1

20 10.7 0.70 14

50 10.8 0.72 22

100 10.7 0.68 7.6

200 109, 0.68 13.0

300 11.0 0.70 17.8

Document IV

Relation entre la compoéition en lipides des membranes cellulaires et le taux d’acide glutamique
accumulé lors de différentes expérimentations.

Tawx d’Ac Taux d’acide gras
glutamique & Rapport Taux de phospholipide
Source de Additifs produit (mg/g matiére séche) AG saturés {mg/g matidre séche)
carbone 12 | fmal | Cl6 | C16™ | €18 | C18™ | AG insaturés
heures
f;"““e 163 | 663 | 501 | 045 | 026 | 476 1,10 13,1
Biotine
Glucose 20 pg/l 39 5.2 711 1,03 0,31 | 11,20 0,66 22,2
Néant 3,8 52 7,37 | 1,21 | 0,45 | 8,79 0,85 24,5
Meélasses 1;%?;5 205 | 73,71 585 | 075 | 1,06 | 461 137 14,6
Pénicilline :
5000 U/L 23,6 | 692 | 6,55 1,08 | 0,73 8,11 0,89 23,3
TOEFE : Poly Oxy Ethylene sorbitan Fatty acid Ester = Tween
AG = acide gras
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Document IX

Réponse relative d’une sonde ampéroméirique enzymatique 4 GIOx 4 17 L-amincacides,

aminoacide réponse relative
acide L-glutamique 100,0,
acide L-aspartique 18,2
L-séring 4.9
L-asparagine 8,8
L-valing 8,8
L-glutamine 33
L-proline 83
L-thréonine 8,3
glycine 7,8
L~leucine 7.8
L-méthionine 7.8
L-histidine 1.8
L—phény]alanine 7.8
L-alanine 0
L-arginine 0
L-lysine a
L-tryptophane 0
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PROPOSITION DE CORRIGE

Averfissement important : ' UPBM signale au lectenr qu'il s"agit d'éldments de corrigd, ayant pour bt d'aider an
nideux les dtudianife)s dans leur préparation @ Pexamen, ot non d'un corrigé-type.

1lletl2: -

i Isolement ou Eialement Chotenir des clones isolés proc{l;:iéur-s d ad e gluwuﬁqu

2 | Réplique sur un autre milicu gélosé “Canscrvation de ki souchic productrice car ellé va ive déiruite
APétape’d
Tepérage des clines (sur)producicars par lii teclinique de détection

3 | Destruction par UV des micro-organismes “Ryviter les interférences onire souches productrics ¢i révélatrice

producteurs d'acide glatamique

4 | Coulage d’une gélose conlenant kes Lenconosioe "Utilisation d*une souche auxotrophe vis 4 vis de I'acide
gluiamique pour ka révélation des clones producieurs

5 Mesure des diamitres de cullurg Evalation semi-quantitative do Ia production

2.1 ; Fed-batch, addition régulidre du substrat : I'acide acétique

2.2 ; Inhibifion par I'acide acélique 4 forte dose, de i croissance, par ce type do procéds il est approtié petit & petit ¢l non pas en
totalité au départ comme dans le cas de Ja culture discontinue.

2.3 : Avalyse comparde des deux courbes : Ia production de I'scide glutantique débute au cours de Ia phase exponenticlle de
croissance et s¢ poursait lors des phases de ralentissement et stationnaire, Ty a donc un déconplage entre croissance et
production : oo n°est pas un métabolite primaire mals un métabolite partietloment associé 4 Ia crelssance

2.4.1

[ERPRETATIONS

DESCRIPTIGNS - : RERH
26 pg/L. ; facteur limitant de 1a croissance

Augmentation de la biomasse jusqu'd 20 pg/L de biotine | {biotine]
puis stabilisation
Production maximale de I’acide jusqn’a 5 pg/L de {biotine] > 3 pg/L - effet inbibiteur sur la production d’acids
hiotine puis clmie glutamicue

Conclusion : Ia biotine est nécessaire pour celie production mais ne doit pas &ire en trop grande quantité
entre 1 (et 3) pg/L semble e plus judicicux car la production cst maximale

2.4.2 : Rendement global de production :
R (ou YT) gy = [acide glutamique] procnil /[ glacosclconsomme = 19,8/36 = 0,55 = 55%

251
+  Absence de POEFE ou de pénicilline : faible production d’acide glutamique (5,2 /L)
+ Présence de POEFE ou de pénicilline : augmentation importante de la production d'acide glutamigue (73,7 g/L et 69,2
gL}

252:
Les valers du rappori AG saturds finsaturés et du taux de phospholipides, sont ités proches en absence d’additifs et en
présence de péniciltine (0,85/0,89 et 24,5 mg/g / 23,3 mg/g).
Done la pénicilline n'a pas d*action sur la composition membranaire
Par conitte en présence de POEFE ces valeurs sonl modifiées (1,37 et 14,6 mg/g), cel additif agit sur la composition
niembranaire (augmentation de la saturation des AG, diminution du taux de phospholipides).
Le POEFE modifierait la perméabilité membranaire.

2.6.1 : lyzozyme en milicu 1égérement hypertonique ou isotenique
2.6.2:
Pression due A une différence de concenttation des sofutds de part et autre d*une membraune hémi-permeable entrainant
un flux d’eau A travers Ja membrane du compartiment le moins concentré  vers le compartiment le plus concentré,

La pression osmotique intracellulairc appmente quand la concentration exiracelfulaite en nitrate de sodium augmenfe

2.6.3 : La pénicilline inhibe la synthése de la paroi baciérienne en blocuant 1a synthése du peptidoglycane, clle est donc sans
action sur le protoplaste.
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2,64 :
En présence de POEFE : Ia [acide ghiamique] est indépendanic de 1a [NaNOQ3?
En présence de pénicilling : la [acide ghiamique] est inversement propottiennelle A la [NaNG3] pour Ia gamme wilisée

2.6,5 ; La diminution de Ia pression asmotique dans le milien de culiyre augmente l'excrétion de Pacide glutamique des
cellules soumises & Vaction de Ja péniciltine, 1.'absence de peptidoglycanc indnit une cotapensation de "hiyper-osmolarité
cxtracel lulaire par ung augmentation de I [acide glutamique] imracellulaire

31:
Un plasmide apporte deux génes de résistance A des aniibiotiques ; un sera exprimé (sélection des clones transforinds),
amtre pourra tre inlerrompu (sélection des plasmides recombinés).
L’autre plasmide apporte la possibilit ¢'un nombre élevé de copies par cellule ce qui augmentera 1a production du
produit X

321
taille (pb} 9416 6557 4361 2322 2027 564
distance (mm) 18 29 42 61 67 107
log (taille) 3,97 3,82 3,64 3,37 3,31 275"

—
Courbe d'étalonnage - log(taille)= f{distance)

450 3 v - — ; [ e - ..-.__,,,,r, -

7236 43 3,64 4368
62 3,37 2324 55 3,46 2899
62 3,37 2324
Eco RI ol Loo RTH P T

3.23:

*  Eco Rl: un senl fragment donc mne seule coupure ;
taille du plasmide ; 9600 pb

¢ Pst]: Deux fragments done deux coupures, [s somme
des tailles des fragments peu # 9600 pb, ceci
représenic Ia taille du plasmida

+  Double digestion : frois fragments dong irois
coupures, on retronve le petit fragment de la digestion
avee Psf T 2350 pb), done Ia coupure de Ere REse
situe dans le grand fragment de celle méme digestion
(les {ailles sont concordantes : 4370+2900=7270:
7240 ph)

Remarque 1 12 oarte symréitique dans un miroir est aussi
valable, aucim élément ne permet de placer Eco RT par rapport
awx deux coupures de Pt
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Cathodle -

Ligne des dépdts |

Sens de migratiunl

Anode +

4,1 : Méthodes enzymatique, coloriméirique 3 Ia ninhydrine, microbiologique avec une souche ausotrophe....

4

[4)] Electrolle ampérométrique, électrode de Clark
HaOn Eleclrode ampéroméirique
N3, o Electrode de verre

4.2.3 : Pour une ddp adéquate et imposée, i1 a proportionnalité entre PPintensité du courant f la concentration de I'espéce
détoctée par 1éecirode ampérométrique.

4,23
[O9] : 650 mV 4600 mV
[H2O2] : +150 mV 4 +650 mV

4.2.4 1 On réalise un étalonnage 3 'aide de solution de glutamate de concentrations connues

4.2.5:
: : fori-dany da-gély e sCiibhcnlation wvec-1a SAB JiaY
Avantages TImmobilisation pen dénaturante Grande stabilité thermique
Simplicité de misc en cenvre Simplicité de mise ne ouvre
Pas de Loxicité des produits Pag do tisgne dé filite
Inconvénients Faible gain en stabilité thermicue {mmobilisation entraine une forte perie dactivité
Risque do fuite Texicitd du glataraldéhyde :

4.3.1 : On aitribue In vateur 100 au signal obtenu pour le glutamate, puis on rapporte 4 cc signal les auires réponses dans un but
ile comparaison.
X = sigmal de Pacide aminé x 100 / signal da glutanate

4.3.2 : Ces études ot pour but de déterminer la spécificiié du biocapteur wiilisant la GIOx. Le résultat obtenu pour Iacide
aspartique est de 18,2, ce qul montre que ce biocapteur est peu spéoifique puisqy’il donne nn signal (de 1'ordre de 20 %) pouar
une mokécule autre que Pacide glitamique.

4.3.3 : Comme le mékange est équimolaire , il est possible d*additionnd les réponses relatives obtenues pour les différentes
molécules étudides.

Somme des signanx = 109,6 >100 (valewr oblenue ponr le glatamate)

Datic ce blocapteur est inntilisable dans un milien complexe (le signal du ghitamate n’est pas discriming des autres signaux).
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EPREUVE PROFESSIONNELLE DE SYNTHESE
2™ PARTIE ; REALISATION PRATIQUE. D’OPERATIONS DE (GENIE BIOLOGIQUE.
Durée ; 8 heures Coefficient : 8 |

Calcuiatrice autorisée

PRODUCTION ET UTILISATION D'UN AN TIBIOTIQUE AU LABORATOIRE

PREMIER JOUR

Durée : 6 heures

Toutes les valeurs expérimentales doivent 8ire communiguses immédiatement aue exantinatenrs.

PREMIERE PARTIE ;

CARTOGRAPHIE PARTIELLE DU VECTEUR RECOMBINANT PGEM-penDE (50 points)

L'amélioration de Ja production d'un antibiotique par une souche S peut étre obtenue par mitagenése dirigée
dans un géne penDE qui est impliqué dans sa synthise. Ce géne est clond dans le vecteur pGEM,

La mutation a créé un site de restriction reconnu par I'enzyme de restriction B thermostable, Le site de
restriction spécifique de I'enzyme B est unigue dans 'insert penDE et absent dans le vecteur pGEM,

Trois enzymes de restriction B, H et X sont utilisées pour vérifier la construction du plasmide recombinant.
Trois digestions sont nécessaires *

- digestion d’ADN du phage A par B pour contrdler I'activité de cette enzyme

- digestion par X et H pour déterminer la taille de L'insert ;

- digestion par B et X pour localiser le site de restriction B dans linsert,

L'une de ces trois manipulations sera réalisée obligatoirentent devant un examinatenr.

Réactifs
*  Enzymes de restriction dans un tampon contenant 50% de glycérol ¢
Enzyme B 10 U/uL .
- EnzymeH 10 Ufu1,
- Enzyme X 10 U/pL.
¢ Tampons de digestion 1 0x adaptés :
-aB,
-aux couples B + X et X + H.
¢ Eau ultrapure
+  ADN du phage A & 250 ng/uL
¢+ Plasmide pGEM-penDE 3 50 ng/pl.
*  Phénol saturé en tampon Tris pH 8. Ne pas agiter le tubs et prélever la phase inférieure. Mantpuler

avee gants et lunettes de protection.
Tampon de charge 6x
¢ Huile minérale pour biologie moléculaire (limite ['évaporation de I'eau & 60°C)
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1.1. CONTROLE DE L’ ACTIVITE DE L'ENZYME DE RESTRICTION B

«  Dans un microfube de 500 pL, introduire

ADN du-phage A 75049000
Tampon de digestion X10 (spéeifique de l'enzyme B) Vi uL
Enzyme B 10 unités
YVolume final du mélange réactionnel 25 uL,

e Centrifuger quelques secondes et déposer 4 la surface environ 25 uL d'huile minérale.

e Incuber 1 heure 30 minutes & 60°C.

»  Prélever la phase inférieure et la transférer dans un antre microtube de 500 pL contenant 30 pL de
phénol.

»  Homogénéiser le mélange par aspiration-refoulement ou vortex. 5

s Centrifuger quelques dizaines de secondés et fransférer la phase agueuse supérieure dans un
microtube neuf {TUBE 0°1). ‘

Les detw transferts seront réalisés devant un exantinatenr et les volumies fui seront indigués,

1.2. DETERMINATION DE LA TATLLE DE L'INSERT pexDE

«  Dans un microtube de 500 pL, introduire :

Vecteur recombiné 1502260 ag
Tampon de digestion X 10 (adapté aux enzymes H et X) Vo pl
Enzyme H 10 unités
Enzyme X 10 unités
Volume final du mélange réactionnel 30 pL

s Centrifuger et incuber 1 heurs 30 minutes & 37°C.

e Arrdter la digestion en introduisant 30 pl de phénol. Homogénéiser, centrifuger et transférer la
phase aqueuse supéricure dans un microtube neuf.

»  Reprendre la phase aqueuse supérieure et la transférer dans un microtube neuf (TUBE n°2),

1.3, LOCALISATION DU SITE DE RESTRICTION DE L'ENZYME B

e Dans un microtube de 500 pL, introduire :

Vecteur recombiné 250 ng
Tampen de digestion X 10 (adapté aux enzymes B et Xy Vapl,
Enzyme B 10 unités
Enzyme X 10 unités
Volume final du mélange réactionnel 30 pL

Centrifuger quelques secondes et déposer 3 la surface 25 L d'huile minérale.

Incuber 50 minutes  37°C, puis 45 minutes & 1 heure 3 60°C.

Prélever la phase inférieurc et la transférer dans un microtube contenant 30 pL de phénol.
Homogénéiser le mélange par aspiration-refoulement.

Centrifuger quelques dizaines de secondes e transférer la phasc aqueuss supérieure dans un
microtube neuf (TUBE n°3).

- & & &5 @®

1.4. ELECTROPHORESE

«  Mélanger 15 & 20 pL de chaque digestion avec le tampon de charge 6x.
«  Incuber ka digestion n°1, 10 minutes 4 65°C et la refroidir immédiatement dans la glace.
s Déposer t5 pL de chacun des tubes sur un gel d'agarose 4 0,7% davs l'ordre 1, 2, 3.

Les trois dépdis seront réalisés simultanément devant un examinatenr.
Une pisie par gel est réservée & un marqueunr de foille déposé par wn exaninatenr.
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Compte-rendu
* A laide de tableaux, décrirs les trois mélanges de digestion en indiquant :

= l'ordre d'introduction des réactifs

- le volume (justifié) de chaque réactif utilisé

- laquantité 'ADN digéré

- le taux final de glycérol {commenter le résultat).

¢ Dans un autre tableaw, donner ;
- levolume de chaque digestion mélangée au tampon de charge

- le velume de tampon de charge
- la quantité estimée d'ADN introduit dans chaque puits de dépét.

DEUXIEME PARTIE :

VERIFICATION DE LA CONCENTRATION EN GLUCOSE ET EN GLUTAMATE
DU MILIEU DE CULTURE (30 points)

Le milieu de culture contient 30 & 40 g/L. de glucose (source de carbone) et enviren 1 gL ds glutamate qui
stimule la production d'antibiotique,

2.1. DOSAGE DU GLUCOSE PAR METHODE ENZYMATIQUE (GOD)

Matériel et réactifs
+  Milieu de culture "M"
« Etalon4 g/l
Réalisation des étalons
3 étalons 4 1, 2, et 3 g/L sont réalisds i partir d*une solution de glucose a 4 gL

Dosage
*  Dans des microcuves introduire ;

Témoin réactif Etalon Essai
Etalon ~ 20 pL
Echantillon a doser . 20 puL
Eau distiilée 20 pL
Réactif & la GOD 2mlL 2mL 2ml |

Linéarité : 4 g/LL

»  Mosurer i*absorbance & 510 nm aprés une incubation de 20 min 4 la température du laberatoire.

Résultats
¢ Tracer la droite d*étalennage, .
*  Caleuler la concentration en glucose du milieu de culture.
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2.2. DOSAGE DE L'ACIDE L-GLUTAMIQUE

Principe
« En présence de glutamate déshydrogénase, acide L-glutamique subit une désamination en o-
cétoglutarate par Pintermédiaire du NAD.
Le NADH formé transforme en présence de diaphorase, le chlorure d’iodonitrotétrazolium (INT) en
un formazan qui est mesuré dans le visible 4 492 nm.

(1) L-glutamate + NAD* + HhO =22 —» q- cétoplutarate + NH," +NADH
(2) NADH +INT+ H" Do NAD" + formazan

o  Léquilibre de la réaction (1) est situé du cdté du glutamate. En captant le NADH formé par PINT
(2), on déplace I'équilibre de la réaction vers I'a- cétoglutarate.

Mode opératoire
s Introduire dans des cuves :
Témoin essai
Solution de travail 1mL 1 mL A DEMANDER AU JURY |
Eau bidistillée 2 mL 1,8 mL
Essai - 0,2 mL

e Mélanger. Aprés 2 min, lire ’absorbance des solutions (A,) & 492 nm contre Pair ou I'eau.
s Déeclencher la réaction par addition de glutamate déshydrogénase :

[Glutamate deshydrogénase | 0,03 ml | 0,03 mL ['A DEMANDER AU JURY |
o Mélanger, attendre la fin de la réaction environ 15 min, lire Iabsorbance des solutions (A2) comme
précédemment.
Remarques ;

= Solution d’essai : 1 & 14 png de L-glutamate/cuve (pour un volume de 0,2 22 mL}).
. INT est photosensible : aprés avoir ajouté la solution de travail, éviter d’exposer les cuves & la
lumiéte en les entourant de papier aluminium,

Résultats

e Déterminer les différences d’absorbances (A; — A;) du témoin et de I’essai. Déduire la différence
d'absorbance du témoin (AA,) de celle de Pessai (AAg) 1 AA= AAg -AAr
e Calculer 1a concentration massique en acide L-glutamique en utilisant le coefficient d’absorption du
formazan.
» Données :
. Coefficient d”absorbance lindique molaire du formazan i 492 nm : &= 19,9 L.mmol™, ém™*
. Masse molaire de I'acide ghitamique : 147,13 g/mol
- Trejet optique : 1,0 cm
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PRODUCTION ET DOSAGE DE L'ANTIBIOTIQUE AU LABORATOIRE (50 points)
La souche 5 a été cultivée en bioréacteur de laboratoire et wn prélévement."P" a 46 ralisé en fin de phase

TROISIEME PARTIE :

stationnaire.

3.1, PREPARATION DU PRELEVEMENT P

Matériels ot réactifs

On dispose du matériel suivant :

»

un flacon ou un etlen contenant 100 mL de culture (prélévement P réalisé en conditions d’asepsie)

un tube 4 centrifuger de 50 ml, gradué stérile
un petit flacon stérile
un bac & glace -

Mode opératoire

Transvases dans un tube & centrifuger stérile un velume d’environ 40 mL de culture (se sérvir des

graduations du tube et noter le volume effectivement prélevé)
Effectucr cetfe opération en présence d’un examinateur

Centrifuger pendant 10 min 4 5000 rpm

Décanter le surnageant dans le petit flacon stérile, conserver alors celui-cl sur la glace.

Ce surnageant constitue la sclution inconnue I pour le dosage de la solution d*antibiotique.
Conserver {e calol pour la détermination de 1a biomasse en 3.2. .

Compte-rends

Pourguei faut-il respecter les canditions d’asepsie pour effectuer ces opérations 7

3,2. DETERMINATION DE LA CONCENTRATION DE BIOMASSE SECHE

Matériels et réactifs

On dispose du matériel suivant ;

une balance permettant des pesées 4 0,1 mg prés

un filtre 4 café déshydraté et placé en dessiccaseur
un entopnoir et un erlenmeyer nea stérile de 250 mL
un carré de papier aluminium

un flacon de 50 mL d’eau distillée non stérile

une étuve 4 90°C

Mode opéraioire :

s & & &

Indiquer e numéro de poste sur le filtre {an crayon de papiet), puis tarer celui-ci
Placer I*entonnolr sur I"erlenmeyer et disposer le filire

Transférer quantitativement sur le filtrs la biomasse du culot

Rincer la biomasse recueillie avec de I’eau distillée

Réuliser ces opérations devant un examinatenr

" Dispaser alors le filtre sur le papier aluminium et placer le tout 4 "étuve 4 90°C jusqu’au lendemain
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Compie-rendu

Noter la valeur de la masse du filtre sur la feuille de résultats qui sera restituée le 2éme jour
Pourquoi ks conditions d*asepsie ne sont-elles pas nécessaires pour effectuer ces opérations ?

3.3. DOSAGE MICROBIOLOGIQUE DY, L’ ANTIBIOTIQUE PRODUIT PAR DIFFUSION
EN GELOSE

Matéricls et réactifs

On dispose du matériel suivant :

un tube (noté R) de culture de la souche sensible 3 Pantibiotique produit, en bouillon Muelier-Hinton
spectrophotométre, cuves et porteirs

un flacon contenant exacterment 50 mk. de gélose Mueller-Hinton maititeny en surfusion 4 45°C

un tube de solution de TTC

une batte carrde stérile

un flacon contenant environ 20 disques non imprégnés stériles

1 tube de solution &talon d’antibiotique "EL" 3 40 U/mL

un tube & essals contenant quelques mL de tampon pH=7 stérile

matériel nécessaire pour réatiser des dilutions

1 étuve 437°C \

3.3.1 Préparation de la boite de dosage

Mode opératoire

Déterminer [absorbance de la culture de la souche R sur une dilution adéquate.

Effectuer toutes les opérations ci-dessus (prélévement, dilution el mesare) en présence d’un
examinateut

En déduirs la concentration eellulaire N de cette culture, sachant qu*une absorbance de 1 & 600 nm
correspond 2 enviren 4.1 0¥ UFC/mL ‘
Calculer alors la dilution nécessaire pour obtenir une suspension-inoculum permettant d’ensemencer
te flacon de gélose Mueller-Hinton pour obtenir une conceniiration cellulaire finale de 10° UFC/mL
dans la gélose avec un volume maximal de 5 mL de cette suspension-inoculum

Faire vérifier ces calculs par un examiriateur
(N, puis dilution de la calture et volime Pensemencement pour le flacon de gélose)

Préparer un volume suffisant de cette suspension-inoculum pour ensemencer le flacon de gélose,
Ajouter 1 mL de solution de TTC dans le flacon de gélose Mueller-Hinton

Ensemencer alors le flacon de gélosé avec le volume {précédemment celculé) de suspension-
inogulum, homogénéiser (sans provaquer la formation de bulles) et couler immédiatement dans la
boite carrée

Lorsque Ja gélose a solidifié dans Ja bolte, sécher la surface de cefle-ci pendant 15 min  'étuve &
37°C .

Compte-rendn

Indiquer, en détaillant les calouls, les Stapes de cet engemencement
Que doit-on faire du flacon ayant contenu la gélose Miletler-Hinton aprés avoir coulé la boite ?
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3.3.2, Réalisation du dosage

Mode opératoire

»  Prépaver une gamme d'étalonnage, 4 partir de la selution étalon E1 & 40 U/mL, par dilutions
géométriques de raison 2 en tampon pH=7 stérile : E2 = 20 U/mL E3 =10 UL
B4 =5 U/mL ES5 =2,5 U/mL
e Diluer, de méme la sclution inconnue I 4 10" et 2 107 en tampon plI=7 stérile

e  Disposer A la pince les disques selon le schéma fourni sur la feuille de résultats

+  Déposer alors, selon le méme schéma, 10 ul. de chaque solution, étalon ou jneonnue

s Laisser prédiffuser les solutions déposées pendant 30 min & la température du laboratoire, boite &
I*endroit

¢ Ratoumer la boite et incuber 4 37°C jusqu’au lendemain.

34. IDENTIFICATION DE LA SOUCHE PRODUCTRICE

On dispose du matériel suivant :

e 1 culture de la souche S sur gélose Sabouraud
e | flacon de bleu coton

» 1 lame porte-objet

¢ 1 morceau de ruban adhésif

Mode opératoire

s Déposer une goutte de bleu coton sur 1a lame

»  Prélever la culture avec un morceau de ruban adhésif
s Déposer ce prélévement dans la goitte de colorant

s Observer '

Compte-rendu :

e Faire le dessin légendé de I"observation réalisée
«  Identifier la souche en indiguant la démarche suivie.

Montrer le chump observé (qui a servi & la réalisation du dessin) ainsi que le compte-rendu
correspondant d un examinatenr
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3¥me PARTIE

FEUILLE DE RESULTATS A JOINDRE AU COMPTE RENDU

uméro de poste

‘3.1, et 3.2. Détermination de la concendration de biomassc stche

3.2, Dosage microbiologigue de "antibiotique
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Calculatrice autorisde

PRODUCTION ET UTILISATION D*UN ANTIBIOTIQUE AU LABORATCIRE

DEUXIEME JOUR
Durée ; 2 heures

EROQDUCTION ET DOSAGE DE L' ANTIBIOTIQUE AU LARORATOIRE

1. DETERMINATION DE LA CONCENTRATION DE BIOMASSE SECHE

*  Peser ¢ filire.
Compte-rendu

+  Noter la valeur de-la masse mesurée dans la feuilie de résultats,
*  Calculer la concentration de biomasse séche du prélavement « P »,.

2. DOSAGE MICROBIOLOGIQUE BE L’ ANTIBIOTIQUE PRODUIT.

¢ Mesurer les diamétres des zones d’inhibition f consigner ces résultats sur Iz fenille fournie le 1 jour.
Compte rendu

¢ Lorsque c'est possible, calculer les diametres moyens des zones d”inhibition pour les solutions étalons, et
récapituler ces résultats dans un tableau. :

*  Tracer Ia courbe des variations du diamétre moyen en fonction du logarithme désimal de |z concentration en
antibictique sur papier milEmétrd,

»  Exploiter graphiquement les résultats des inconnues, en justifiant bridvement le choix de la(des) valeur(s)
retenue(s}. .

*  Calguler la concentration en antlbiotique dans le prélévement « P ».

Conclusion

+  Caleuler la productivité spécifique exprimée en mg dantibiotique par g de biomasse séche,
(6 pg de cet antibiotique correspondent 4 10 U)

2002-45



CARTOGRAPHIE PARTIELLE DVJ VECTEUR pGEM-perDE

Dociument i compléter et a joindre au compte-rendu

L'enzyme de restriction B hydrofyse PADN de X en genérant 14 fragments dont les tailles sont indiquées dans le tableau ci-
dessous.
e A ltaide de Ja photographie ou de {'enregistrement de limage du gel illuminé en U.V., repérer chaque fragment
de la piste 1.
e Colier e document de travall & droile du tablea,

Taille en pb Distance du puits en mm

e —

8454

7242

6369

5686

4822

4324
3675
2323
1929
1371 ' .
1264
702
224 Non visible

117 ‘Non visible

o Sansréaliser de graphique et  partir des résultats expérimentai précédents, évaluer la taille des fragments de
restriction séparés et situés sur les pistes 2. et 3 ’

Piste n°2.

Piste n°3.
B
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Document & compléter et i joindre au compte-rendu

Les enzymes X et H ont chacun ieur site unique situé dens Tun des deux sites multiples de clonage (MCS).
v Indiquer sur Ja figure ci-dessous, en justifiant les réponses : ‘
- la position des sites de restriction X et 5
- la dimension des segments en pb
»  la position du site B et la situation de l'insert
¢ Cette configuration vous semble-t-elle unique ? Justifier la réponse.
L]
Donnée ;
Plasmide non recombiné ; 3100 pb.
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