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Annales du BTS Biochimiste

Définition de la nature des épreuves

1, Eprewve de frangals

» Egpredvae dcrit

« Durée maxlmale : 3 heures

» Coefficiont ; 3

1.1 But de I'éprecve

L'preuva a pour but de vérifiar Papitinde du cand-
dal & :

— saisir dans un texto [os ldées essentialles et leur
organisallon (oglque,

— s'exprimer aved simplicité el correction.

1.2 Nalure e I'éprowve

L'8prauve conslste ¢n une contraction d'un lexte, sul-
vie de questions donk I'une invite & un travall de com-
posltton frangaiss.

1.2.1 — On proposera wn fexta d'environ 900 mots
qul offrira par lul-méme un sens assez complet, gul
soit clair et blen composs et qui 38 préle 4 une aralyse
d'idées.

1.2,2 - On proposera un fexte de cinquante 4 cent
lignes dactylographiées qul alfre par W-méme un sens
assaz complet, qul soil clalr et blen composd et gol
s préte & une analyse d'iddes,

1.2.3 — Le texke proposé pertera sur les groblémes
de 1a vie moederne — probiémes de cubiure parson-
nelle ef de relations §uclales — qui peuveni Intéres-
ser un fulur technicien,

Lo candidat davra :
— rdsumer le texte en un nombre fixd do mets,

- répondre 4 quelques questions ¢astindes A il falre
réclsar ot expliquer f2 sens de notions et de mols
mpertants du texte,

~ axprimer dans un commentalre succinct et com-

posé ses vues pessonnelles sur |'ensemble ou sur un

aspact particulier du texls,

2, Epreuva d'anglais

*» Epreuve dcrite

* Durée : 2 heures

= Coofficlent : 2

L'épreuva doit permettre de véeiller les capaciés du
candidal ;

— d'axploiter corréclement des documents & carac-
tére technique (arilcles de presse ou extralts d'ou-
vrages spéckallsss, nolices el modes d'emplol, dia-
grammes et schémas, leltres, communicafions),

— de praposer des éléments de rédaction slmples en
anglals sur ua sujet toucham & Ja spécialitd,

Ceci implique Ia capacitd ;

— de rendre compte, on frangais, de manldre perl-
nente das inforiations sssentielles contenves dans
le document,

= de tradulre une partle de ca documant,

— da rédiger en anglais quelques phrases selon fes
Indications qui hi sont fournles,

3. Eprauve de mathdmatiques - scieaces physiques
» Epreuve dorite

» furée | 4 hewres (2 h + 2 h}

« Coefficient : 4

L'épreuve meorle daux parties ebligatoires, orga-
nlszes en conlinulté ©

Promitro partie : Mathématiques (coefficlent ; 1,5)
— Objeetlfs :

1.'enseignement des Mathématiques a pour tripfe ob-
Jeclif de foumlr um outll efflcace pour lés Sclences
physlques el Blologlques &t 1a Technalogle, de déve-
lopper fa formation sciontifique et de contribusr & la
formation parsannefle o relatlonnelle. Par sulte, cet-
ts premiére partle d'épreuve doll permeltre :

= d'apprécier la solidilé des connalssances des can-
didats et leur capaclté 4 les ulilisar dans des silua-
tions varlées,

» do vérifler leur aptilude au ralsonnement £t leur ca-
pacitd & analyser correctement un probléme, 4 justl-
fiar las résultats obtenus st 4 apprécler feur portés,

» d'apprécler lewrs qualltés dans les domalnes de I'ex-
pression écrile el de I'exdeulion solgnde de tachas
diverses {tracés graphiques, catouls & 1a maln ou sur
machine),

— Nafure de colig partis d'dpreuve !

Ceite partie d'dpreuve écrite st prévae pour une durée
da deux heures,

Les sujets comportent deux exercices de Mathdmall-
ques recowrant une part trés largs du programima.
Les ihésmes mathémaligues qu'iks mettent en auvre
Furlum principalement sur les chaplires les plus ull-
6 pour les Sclences physlques et biologlques. Le
nombre de points affecté  chaque exercice est indi-
qué aux candidals.

L'épreuve porte sur des applications dlrectes des con-
naissances ds cours.

1l convient d'éviter foute dlificullé théorique et toute

La longugur et I'ampleur du sujel dolvant permeitre
A un candidat enoyen de tralter Je sujet 81 de le rédi-
ger posémont dans (e emps imparti,

L'utillsatlen des calculalrices pandanl I'épreuve est
ddfinie par la clrculaire n® 86228 du 28 juitet 1986
publiée au Bultelln officiel n* 34 du 2 octobre 1986,

Les deux polnts sulvanits dofvent 6ira sappeles en t5-
1e des sujels :

— la clarté des ralsonnements et 2 quallié de la ré-
daction inferviendron pour une parl imporlante de
T'appréciation des copies ;

— 'usage des Instruments de ¢alcu! el du formulal-
1e offielel de mathématiques est avtorisé,



Daixlime parlle ; Scisnces physiques (physique sl/ou
chimie - coafiiclant : 2,8

Cette seconde partie da I'épreuve porte sur les pro-
grammes de physique el chimia {colrs et Iravaux pra-
tiques), £lle comporle plusleurs exercloes Indépen-
danis, Touls question do cours en tant que tefle esl
exclue, mals If peut #rs fait appel A dss reslitulions
poncluelles de connalssances, Les questions posdes
sa rapporlent de prélérence 4 des applicalions con-
¢r8tos e lizison avec Iz domalne professionnel du can-
ditial. :

Il dolt Blre vérllié que la candidal :

= analyse convenablement un probléme posé en utl-
lisant Judicieusamant ses connaissances,

— propose une solullon {qualitative ou quaniitative)

|usiltiée par un raisonnsmant loglque,

- fournit un résullat pumérique exprime avec des uni-
165 et la précision adéquates ; la plus grands atlen-
lian sera acordée.au nombre da chiffres slgnificalifs.
4. Epreuva da blachimic-biclagle

— Epreuve derite

— Durés maximale : 4 heures

— Goelliclent : 6

Cette éprauve dolt permellre d'apprézler J2 niveal des
connalssances du candidal dans les domaings de I
biochimie, de la microblologle, de fa biclagle cellulal-
fe ot moléculairs el da la physiologie. Elie dolt aveir
un caracidre plundiseiplinaire.

Elle comparie plusieurs questions Indépendantes,

4. Epreuve professionnolla ia synthése ¢ élude et réa-
lisalion pratique d'opdrations tachniques

— Eprelve écrite e} pratigue

-~ Durés maximate : 14 heures

— Cogfficlant ; 12

Celts éprauve comporto deux parties obligatoires,
Framitre partle : dtude d'opdrations techniquas
~ Paplie écrite

— Durée : 4 heures

— Coefficient ; 4

Cette parlle a pour bul d'apprécier le niveau des con-
naissances lschnologiques générales, de vérifier les
canacliés de réflexion en vus de [ résolulion des pro-
biémes lechniques simples pouvani relever des do-

maings da la blochlimie, de Ia micrablologie, de fa bio-
logle, ceflufalrs et moléculaire el da fa physiolagie.

Elte doll_permeltre d'apprécier ;
— les capachtds :
« d'analyse du problme,

* do concaption et de tslinition d'une straldgiz ex-
peérimentale,

= d'utillsatlon da documents, dventuellement, de lan-
gus anglalse,

* de prise en compte des aspecls concermant la sé
curitd, 1a Igislaticn et 12 gestion,

* d'utifisation des lechniques ot du matdlel, notam-
ment informalique,

— l'espril d'Initlative.
Deuxldme partla ; roghisatisn pratique d'ep
tschnigues

— Partie pratique

— Durée maximale © 10 heures

— Geelliclent : 8

Celte partle d'dépreuve & pour bul de vérllier les savolr-
faire cans Jes domalnes de la biachinie, et/ou da fa
microbiclogle, al/ou da la biclogle ceflulalre et maté-
culaire, et/ou de Ia physiologle,

Elle est pluridisciplinalra.

Elle dolt parmettre do vérller les capacilds :

-~ 2 miss en @uvre d'un prolucole opératoire dans
des conditions satisfalsantes de sécurité ai &'efficaci:a,

— d'organisation,
— de riguewr ef de précision dans I'exdsulion,

-- ¢'exploitation dss résultats,

Elle poul 55 dérouler en plusleurs partles,

Elle mmbone plusieurs questions lides ou Indépen-
dantes,

Ells a un caraclére essentislloment pralique.

Elfs donne llau & un compte rendu &t peut, dveriugl-
leitanl, falve appel avx techniques de I'Informatique,

B, Eprauve de soulenanca du rapport de stage o §'ac-
twitd professlonielle

— Epreuve orale
- Duréa maximale :0,5 heure

— Losfliclant © 3 (2 paur les compélencas scientifi-
quas et lechniquss. 1 paur les compétences en dca-
nomle el gestion)

L'épreuve a pour bul da vérifler :

1. En c8 qul cancerna la connalssance profassion-
nefle al humaine da |"snireprise, si le candidal est
capable do

— appréhisndar les données constitutlves d'une en.
treprise ou d'un Jaboraloire,

- comprendre |z fonctionnement d'une enlreprise ou
d'un laboraleire sur les plans da Ia technigue ef de
|'organisation,

— prdsenter les activités d'un stage en analysant los.
problémes technlques rencontrés et les démarches
adoplées.



2. En ce qul concerme la communication &l expros-
sion, si la candidat est capable da :

- dénager, ordonnar el meaiiru en valeur les points
fals d'un o + N b

— maitriser les techniquos de |a communigaiion orae
devant un auditolre nen familier,

— ullfiser la langue frangalse corectement et avec
clan, ’

Le candlidal présentera ¢t souiendra oralement le. rap-
port qu'it aura dtabll 4 1'lssue de son stage da dewxié-
fea année e entraprise 87l 8'agit d'un candidat sco-
Tarisé ou un rapport sur son activité prafessionnefie
87l 5'agit d'un-candidat dispensé de stage en ralsan
d'un emplol $alarié.

il davra notammind faira apparaltre 8 caraclere 5pé-
cifiqua de |‘amre|ixrlsa oi ' aura sffectud son stage
ou exercd son aclivilé professloanelle, rendre comp-
te de la visée, du lemen, ot de |’ 1 t
du stage lwi-méme, ou de I'activitd prefessionnelle,
exposer 1es réflgxions en particuiter d'ardra techni-
qua que e stage ou 'activit professionnslle ul aura

insplréas.

La présentation n'excédera pas 20 minutes.

La seconde partle de !'épreuva pounra élee consacrée
A un dialogue entre fo Jory et le candidat.

L6 rapporl de stage ou d*activitd professionnelle da
dix 4 vingt pages dactylographides {quinze & trente
pages manlscrites), 5ans compler les documants
lechniques, comprendra @

- uné présenialion schématlque de I"élablissement
de stage ¢l du déroulemeat du siage de dewdéme an-
née ou de |'aciivile professionnelle exercéa dans le
domnalae de la blochimia ou de la biologis,

— |a compte rendu d'un travall personnel,

— wine réflexion parsonnelie concernant [ activilé pro-
tessionnelle et un bilan sur ce slage ou sur celte ac-
tivita professionnella.

Ca travall devra prancre en compis les probilémes de
sécurité et da législation,

Les dacumonts Indispensables 4 la compréhension do
ce rappoit pourront figurer en annexe.

Pour les eandidats scolarisds, la fiche de stage sera
Jolnta.

L*4valvation des aspects sclentifiques ot techniques
se fara selen la répartitfon sulvanie :

— dossler éorlt ; cosfficient 1.
~ présentation orale et entrefien : coefficlent 1.
La commisslon de jury pour cette dpretve comprend |

- un professeur d'économis of gestion,

— un prof chargé o'
que.

— un professionnel.

Les candidals autorisés ayank échaud 4 ("examen peu-
vent @

— soll présenter da nouveau le rapport soulenu lors
de |4 session & laquells ils ant dchoud,

- solt, 5'ils le jugent nécessalre, modifler calui-ci
dans lo sens quils estiment opporiun ow refalre un
nouvaau slage et rédiger un nouveau rapport qul lient
coméne des situations rencontrées au cours de te ss-
cond slage et qui peut reprendre des observalions
rassemblées au cours du premier stage.

Pour catte dpreuve de soutenance de rapport de sta-
ge, 1 convient de tenir compte du caractére secret
de cerlalns domaines de la blochimle et de la biolo-
gie et de I'obligation pdr les candidats de na pas
divuiguer des falts confidentiels apprs au cours de
leur staga ou lors de leur activiié professionnelle.

La jury velllera & ve pas metire les candidats en diffi-
cultd sur cet aspect de leur formation en milleu pro-
fessionnel.

Pour ce qui conceme fes informations conterues dans
leur rapport écrit, les candidals doivent avelr obieny
|"accord du responsable de leur stage ou de leur ac-
tivitd professlonnalle au sain de | prisa. Il leur
sera eq outre rappeld que celle dpreuve na sauralt
les (Ibdrer de 'obligation de respector les secrals pro-
fessionnels.

De plus, il séra indiqus au responsable. de I'sntrepri-
sg dans Iaguelle le candidat a effectud son stage ou
esi employé-qu'il peut, s'll le juge willa, désigner une
parsonng qui sera autorisde A assister, an fani qu'ob-
sarvateur, A fa soulenance du rapporl 8t qul powrra,
dventuellement, inlervenlr pour préserver le carapté-
1 confldentiel do certains &léments at pour éviter que
ne sd‘ilgswure de ce fall une:suation préjudiclable au
candidat,



Epreuve de Frangais : synthese de documents
Durée 4 heures Coefficient 3

Dans une synthése concise st organisée, vous rendrez compte des cing documents
sulvants qui posent le probléme du. bizutage, puls vous exprimerez en conclusion un
avis personnel.

Dogurents joints :
1. *Rites da passage en Afrique.” Pierra Héraux dans - Higtolre des Moaurs tome || page 351 - Encyciopéadia

de la PléTade 1991 ‘

2, "Un rite d'initiation humitiant et parvers 7 " Anne Fohr Le Nouvel Observateur - 10/16 octobre 1091
3. "Les excés du bizutage.” Courrier des lacteurs du Monde Novembre 1989

4, Absurde bizutage" - Frangois Fricker - Le Monde 1990

5.."Archaique ?Nen, Posimoderne I" Miche! Maifesoll Le Nouvel Observateur - 10/16 octobre 1981

DOGUMENT 1

Rites de passage en Afrique

(Dans 1’extrait suivant de 1'Histoire des Mogurs, 1’auteur évogue
les modes de socialisation et d'éducation des enfants africains)

A douze ans, 1l1s sont au fait de 1a vie sous.tous ses
aspects, rien n'ayant é&té caché. Mais 11s ne sont pas
encora capables d'accéder & la condition humaine dans
toute sa plénitude. Cette possibilité arrive avec 1a
puberté. Avec la maturité sexuelle et la capacité de
procréer, ils pourront assurer la pérennité du groupe,
renforcer les alliances familiales par le marigge, créer
cette richesse essentielle que constituent 1les enfants
et donc prolonger et accroitre le lignage.

Le camp d’initiation, sorte de stage intensif pour la
classe d’4ge de méme sexe, est la seule institution &du-"
cative reconnue’ comme telle, L’tnmitiation couronne la
formation et intreduit au nouveau statut et aux nouvel-
les fonctions sociales. A tous les points de vue, elle
marque une nouvelle rupture : i1 faut mourir & 1’anfance
et se métamorphoser pour renaitre pleinement & la col-
lectivité et v adhérar de maniére 1rréversible et indig-
soluble. Les moyens employés eux-mémes rompent avec las
habitudes : & 1’atmosphére bienveillante et & 1'organi-
sation informeile dans laduelle baigne d'ocrdinaire la
formation se substitue une période faite d'épreuves
épuisantes, de veilles, de privations, de souffrances,
que Tes Jeunes appréhendent et vivent dans 1'angoisse
sinon la terreur, le mystére et la surexcitation. A un
apprentissage en rapport &troit avec la vie succéde un
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temps de réclusion, & 1'écart, dirigé par des inconnus
qui remplacent les familiers. Méme si des savoirs et des
secrets sont transmis 4 cette occasion, la fonction est
plus de synthétiser les acquis antérieurs, de rendre
officiellement 1égitime leur possession et Teur usage et
d'en faire apercevoir tes dimensions mythigues et reli-
gieuses. Mais surtout, i1 s’agit d’amener & une expé-
rience spirituelie qui fagonne profondément la sensibi-
.1ité, qui dépoyille la personnalité individuelle pour 1a
fondre dans ia communauté.

Pterre Héraux
dans Histoire des Moeurs
Tome II - p. 351
La PléYade 1991

DOCUMENT 2 YN RITE D"INITIATION HUMILIANT ET PERVERS ?

[Le bizutage serait~il...]

.. Uh exorcisme collectif ? On comprend gue les carabins, soldats, gens des Beaux-
Arts puissent devenir bouffons au moment d’entrer dans un monde d’émotions fortes
Mais les futurs spécialistes de thermodynamigue ou de gestion financiére ?

Plus sérieusement, le bizutage, ce serait d'abord une féte chic | “C'est une
stratégie de distinction d’une élite, dit Olivier Galland, sociologue, spécialiste de
1’adolescence  au CNRS. I1 est Togique qu'ella se répande & une époque de

massification scolaire, 11 faut, plus que jamais, se démarquer du  commun des
mortels. Voyez toutes ces petites et fausses grandes écoles qui se dépéchent
d’instaurer cette pratique.” Sans compter 1'Université qui 'se laisse gagner, elle
aussi, par ce souci de distinstion :  Paris IX-Dauphine, des filidres
professionnalisées haut de gamme et méme quelques IUT ont désormais leurs bizuts ! A
crofre gque 1le label de qualité d’une école se mesure désormais A& la duretéd de son
bizutage. Les ingénieurs des Arts et Métiers, par exemple, ravendiguent haut et fort
leurs "usinages" - appellation maison du bizutags -, réputés pour  &tre
particuliarement 1longs, bétes et méchants : i1ls forment, selon eux, des "honnétes
hommes”, fraternels et solidaires. (...)

Ce mois-ci, des professeurs de terminale du Tlycée privé [X...] ont sommé les auto-
rités des facultés catholigues de Lille de mettre fin aux “tracasseries”, “brimades”,
"attitudes sadiques® dont aurajent 6té victimes certains de leurs anciens &léves a
1'école d'ingénieurs et & la fac de médecine. L'un d'eux aurait eu das troubles rénaux
graves apras avoir avalé des déjections canines.

Le bizutage n’est pourtant pas toujours une farce fundbre. Nous n'en sommes pas, tant
s’en faut, aux "28 morts dans les universités américaines” qu’aime 4 citer, en guise
de cri d’alarme, Jean-Claude Delarue, Tle bouillant président de 1’Association pour
1a Défense des Usagers de 1'Administration (ADUA), qui a eu le mérite d’attaquer un
tabou en falsant du bizutage son dernier cheval de bataille : "On laisse le champ
1ibre & de petits groupes de "bébds tortionnaires” qui agissent suivant leurs instincts
suivant Teurs instincts les plus pervers et bafouent impunément Ta dignité humaine." Du
calme ¢ S’41 s’agissait, tout simplement, de gargons et de filles ordinaires, dont
quelques-uns parfois, dans le feu de 1’action, dérapent. Est—i1 vrai qu'un jeune homne
est mort un jour, ficeld entre deux matelas et Jeté par une fendtre ? En tout cas pas
dans tous les lycées et écales que la rumeur cite avec certitude comme étant le lieu de
1’accident. L1 n'en reste pas moins que ce chahut-bahut étudiant a ses bavuras et ses
zones d’ombre.
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Faut-i1 1'interdire purement et simplement,
Des écoles s'y assalent en pure perte,
d’autorité,
baignant dans "un peu de décorum et une ambiance familiale". Mais 11

Toi de 1928 7
doven d'une fac de médecine lyopnnaise,
promotion™

comme fe demande 1°ADUA, au nom d’une
Le prendre en main ? Madame le
1'a remplacé par "un baptéme de
n’est

pas sGr gue les potaches afent toujours le ben goit, comme les Lyonnais, d'apprécier le

spactacle de leurs professsurs en robe,..

Méme les spécialistes de

1’adelescence

ne sent pas d'accord sur la maniére

d’intervenir. "Cela ne regarde pas les adultes, dit le psychanalyste Alain Braconnier.

Ce passage de 1’enfance au monde adulte est un rite d'initiation,
des souffrances, toujours un peu humiliantes et perverses, préfigurant

avec des cérémonies,
les épreuves A

vanir."
"Bien sOr, les adolescents ont besoin de rites d’initiation a la vie, avec des
épreuves au cours desquelles i1s veulent retrouver les angoisses humaines, s’insurge

Jony Anatrella, sathnopsychanalyste.

purement narcissique,

I1 met aussi en oeuvre une sexualité primitive,
4 un moment ol ceux—ci redoutent de ne pas

puissance des afnés sur les plus jeunes,

Mais le bizutage est un faux rite,
ne s'inscrivant dans aucune dimension philosophique ou mystique.

vide de sens,

qui masque un non-dit, la volonté de

étre dignes de la caste oll i1s entrent. C’est de 1’ordra du sacrifice humain."

La solutich ne viendra pas sans doute que des intéressds eux-mémes.
De grands fiefs,

modes chassent vite las traditions !

commencent A s’affranchir et & se démarguer.
on & laissé tomber depuis deux ou trois ans le bizutage hard pour une
sobrement baptisé "séminaire d’intégration” :
semaine dans un train-discothéque pour des bungalows dans les dunas de
VTT et pétanque.
ils enfilent une tenue de camoufiage et les balles de

Chez elles,

version soft,

partis cette

Capbreten. Concours de Tambada, raft,

stratdgie, 1le skirmich,

Chez eux, les
éceles de commerce en téte,
Sans doute par stratégie de distinction.

350 petits ESSEC sont

Quand ils jouent & un jeu de
leur

fusil & pompe sont des boules de peinture bicdégradables | En bons G.0. (1), las ainés
qui dirigent les opérations depuis un an n'ont méme pas oublié de lister cing veinards
dont 1’anniversaire est tombé un de ces jours-i1d. Au poil, le nouveau bizutage,

{1) G.0. : "gentils arganisateurs” : Anne FOHR
appellation utilisée pour désigner
les animateurs de certains c¢lubs de Le Nouvel Observateur
vacances. 10-16 cctobre 1991

DOCUMENT 3 COURRIER Le Monde
- Novembre 1989
LES EXCES DU BIZUTAGE
L'article intituld “L’humour douteux” pour assurer la formation humalne d’un

du bizutage” paru dans Le Monde du
% novembre a susc¢ité de nombreuses lat—
troes de lecteurs. En voici des extraits.

Des pratiques déplorables

I1 ne saurait &tre question qu'en-
seignant a 1’Ecola nationale supérieure
d’arts et métisrs (ENSAM) depuis quinze
ans je cautionne catte opinion qui veut
falre des bizutages déguisés an "usi-

nages" une partie intégrante de la for-
mation dun ingénieur Arts et métiers.
Les programmes définis par les autorités

adminisiratives de ?’école ont fixé un
nombre d'heures considéré comme suffisant
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ingénieur Arts et métiers. Un anseignant
& T'ENSAM peut concevoir que Tles éléves
de deuxidme annde ou que les membres de
1’assoctation des anciens de 1'école ne
sofent pas de cet avis, mais i1 n’'admet
pas de recevoir des directives venant
d'un autre lieu que le ministére de
1’¢éducation nationale. Lorsgue je parti-
cipp & la remise de son dipléme & un
éiéve, Je ne sais pas et n’ai pas A
savoir 8’11 a été ou non "using”.

I1 est donc faux de pratendre qua les
bizutages font pratiguement partie des
enseignements, mais i1 ast vrai que les
ansaignants se trouvent totalement isolés
face 4 ces pratiques qui empoisonnent le



déroulement des cours pendant plus de six
semaines et.donhent une image déplorable
des éléves de 1’école & 1'occasion de
pratigues quctidiennes aqui n’ont rien &

17éducation nationale n'a eu Jusqu’d pré-
sent 1’envie ou ie courage de se préoccu-
per publiquement de ce probléme : les en-
seignants en sont réduits & n'dtre que
des spectateurs désabusés ou exaspérés.
La formation des ingénieurs frangais n’a
rien &4 attendre de ces pratiques qui ont
pour seule conséguence de retarder le
début des cours efficaces.

René DE V(0S
Professeur de sciences économiques et
humaines au centre ENSAM de Cluny.

valr avet un quelcongue chahut et que
seuls les initiés peuvent apprécier a
leur juste valeur. Aucun ministre de
Une expérience
format.rice
Quel est, bridvement 1'esprit qui anime

ces "usinages" ? I1 consiste & faire vivre

a des jeunes gens, avant qu’ils
dans 1a vie dite active,
particuligre de vis en communauté ot i1
expérimentent en vraie grandeur les joi
de la dynamique des groupes,

n'entrent
une expérience

S
3

ce qui les

conduit & une connaissance d'eux-mémes et

des autres.

Cette expérience humaine est

spécialement formatrice pour des étudiants

sortant des classes préparatoires,
atourdis par le gavage théorique

constitue une composante essentielle
reconnue de la formation Arts et metiers.

encore
subi, et
et

Eric LE ROUX
Ingénieur ENSAM {Courbevoie)

Autour d'une table -

Jo propose donc gue les afnés ne bizu-
tent plus leurs nouveaux camarades, mais
les accueillent fraternellement autour
d'une table blem garnie. WN’est-ce pas
plus aimable et plus digne de 1la part de
Ja future é&1ite de la France %.

M. HATHUAN
(strasbourg).

uUn tras bon
souvenir

J'ai eu trois fils (véto, médecine et
école de commerce) qui ont &été bizutés
tras gentiment st gqui en gardent up tras
bon souvenir : j’avais pris soin de pré-
venir toute personne responsable, et de
le faire savoir, que je porterais immé-
diatement plainte devant toute exagé-

ration. Et, comme par -hasard, cette
annde-13, les bizutages ont été gen-
tils !

Dr P. HERBERT
(Paris).
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Sadisme

collectif
81 1'on veut appeler les choses par
laur nom, 11 faut dire que le bizutage

est, trop souvent, une manifestation de

sadisme collectif qui mériterait d*étre

étudiée de prés par des spécialistes en

sociologie et en psychopathologie. (...}

La lacheté accompagne le sadisme, car les

bizutés les plus visés sont toujours les
plus faibles physiquement.

R. ANTOINE

Censeur honoraire

(Héricy-sur-Seine).

Une vie
insupportable

En fait, le bizutage a lieu dans plu-
sieurs universités trois ou quatre fois
par an, c¢e gui rend souvent la vie des
étudiants de premigre année quasi insup-
portabls. De plus, et bien gue 1a premiére
année soit réputde difficile, les étu-
diants prévenus 2 1'avance des jours de
bizutage n’hésitent pas & sécher les
cours, quitte & devoir les rattraper utté-
rieurament.

Boris RENAUDIN
Etudiant (Troyes).

Des actions
Judiciaires

11 est légitime gue les étudiants mena—
cés par 1es bizuteurs utilisent 1es
actions judiciaires civiles et pénales gue
las Tois mettent & leur disposition, dans
lo cadre du droit commun. I1 Jeur suffi-
rait de former un groupe pour Timiter la
participation aux frais et de consulter un
conseil juridique.

Josaph CRISAFULLI
. (Paris)



Imbéciles
at dégradants (%)

Quand on badigeonne d’éther las parties
génitales, quand on introduit dans 1a
gorge une cuillerée do sel en empéchant
de boire, cela porte-t-i1 un autre nom
que torture ? (...} Sans doute tous les
bizutages n’atteignent-~ils pas les som-
mets de 1’horrible (...}. Mais les trai-
tements infligés sont toujours imbéciles,

presque toujours dégradants lorsqu’ils se
donnent en spectacle dans la rus [
D'oll vient que nous naus accomadions de
1'insoutenable ? (...) On ne vait guére
d’espoir que dans la prévention : parsnts
et enssignants seuls ont le pouveir de

‘convaincre ‘leurs enfants, leurs élaves,

qu'on ne grandit pas

. d'accepter d'gtre
avili pour rien.

Jean-Louls LAURENT

DOCUMENT 5

Enseignant, Ethe (Belgique).

* NB : les coupures sont celles du journal

DOCUMENT 4

Enseignement

Le Monde

Absurde bizutage

de septembra lers de a

rentréa des classas pripa-
ratoives at das grandes dcales, est
choguant 83 révélateur d'une cer-
taine violence sociale 8t d’un
made de fonctionnement hidrarchi
qua nadmissiblaa dans une
socidtd qui sa veul auverta et
démocratique, G'est une humilia-
tisn callactive Infligéo par une par-
tie d'une commynautd scolalre aur
une autra partle b la seale ralson
doe J'anclannetd de la premidra par
rapport & la saconde, .. ... .

LE bizutage, pratiquéd au mais

Le bizutage est souvent pré- -

sentd comma un mayen o'intdgrer
les plus feunas au cerps des
ariclens &l d'd%surer fa cohdalon
de |'dcola. Cola appelle une tripla
remarqua,

D'sherd, dana la dizutage, la
cCOmf ¢ acolzire an question

par Frangois Fricker

s8 considdre comme ung caste,
o'eat-A-dire conume clagse fermde
ayant Finitiative de nclusion at de
Funiformisation des <omporte-
manta. )l eat done postulé que la
groupa domine at contrdle les per-
aonnes qui s'y agrigent, Cala est
dautant plus hquidtant qu'il 8'agi,
dans li plupart des cas, d'dcoles
chargdes dae former les cadres de
la sociétd. Comment se canslddre~
tont:ils alors ? Ensuite, las humilia-
tions infligées sont aussi absurdes
qu'impdratives,

La welonté des sournla est
remisa tout entibre au caprica des
anciens, L'autonomie da la per-
scnnd -sst sholia,, sile deit plier
sans que les crdres slent, bien sar,
Ia moindre apparance da justifica-
lion. L8 pouvair s'sffirme 4 pour
lul-mBms, dans 3a jouissanca cyni-
que. L'arbitraire n'est paa autre

chose. Ici encore ast-co o mail-
leura préparation a L'exercica de
l'autorité ¢dans les entreprisas et
les organes de I'Erat ?

" Enfin, la bizutage se perpétue
’annde on annde, les nouvsaux
Glbves deviannent des anclens qul,
& leur tour, infligent ce qu'lls ont
subi. Lz chalne se maintiant
comme sl lea pratiques soclales
qui s agus-tendant demeuraient
dgalament. Le rite conservd est
conservateur, Las dlbvas ont intd-
grd les nommes at les abjectifs de
Ia"sochdts falli GusNs wsr7lls an
saront, pour heaucoup, les fidales
axdeutants,

'La bizutage st {n dur miroir de
noire saclétd, Faut-il se contenter

da le regarder b

» Frangols Frickar sst profas-
saur de philcsophle 4 Parls,

ARCHAIQUE ? NON, POSTMODERNE !

Une manifestation du retour ay tribal qui s’esquisse sous pos yeux

PAR MICHEL MAFFESOLI*

Alors qu’il est de bon ton de proclamer le retour de

de narcissisme, 11
nous donne
telle opinicn,
“tribalisme
Individus et entre

afin de former <ces

et la conviction

quotidiennement

postmoderne”, ol

est frappant d’observer que 1a réalité,
des axemples qui
Le bizutage est du
i1
las greupes,

nombre, qui

que de fusion, de
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contredisent du +*out

perte de soi

1”individualisme ou autre forme

traduit ce que j’ai
est moins question

de distinction,

d’une. maniére tétue,
au  tout une
le
les
dans 1’autre, et ce

petits corps sociaux ol prévalent le "sentiment d'appartenance”
d'une destinée commune.



Ainsi le grand retour du bizutage peut btre considéré comme un apprentissage de 1la
solidarité communautaire. paradoxe ? Pas forcément, car ¢’est toujours dans et par
la douleur dque se fagonnent les Tiens de divers ordres qui résistent a
17usure du temps, et qui font qu’un “corps” est autre chose qu’une simple
métaphore mais bien une interrelation forte ol 1'ordre et ie désordre se conjuguent
en une organicité des plus solides. La souffrance en effet, <&’est une manidre
homéopathigue d'affronter 1a mert. Je veux dire ici la mort de soi, fa mort & soi,
qui permet de renaitre dans le collectif. IT en est de méme du sexe : e fait de Te
jouer, de le thé&atraliser ou méme de le tourner en dérision, tout cela rappelle
gu'avant d'8tre quelgue chose de privé Te sexe doit "eirculer” afin de conforter
la communauté. Mimer la copulation, pratigue la plus répandue du bizutage, est bien une
wmanidre de faire corps, de dire symboliguement 1a socialisation qui commernice avec ia
vie universitaire. BDans tous les cas, 11 sfagit bien d’un rite de passage
qui, & 1'image des bacchanaies¥* d’antique mémoire, “sait" bien, d'un savoir incorporé
en quelgue sorte, que pour “faire corps", pour faire du social, pour sboutir & un
ordre, i1 est nécessaire d'intégrer du. désordre. C'est la "part maudite” (Georges
Bataille), la part d'ombre gui est présente dans toute société, et i1 n'est pas
inutile  qu'elle trouve une expression rituelle, donc canalisée, pTutdt que de
devenir perverse, donc immaftrisable.

I1 n'est donc pas étonnant que le bizutage fasse wmwal, & 1’image du traumatisme de la
naissance, 11 intraduit & une nouvelle vie : la vie de groupe, qui est d’autant
plus forte qu'il aura su, ne fit-ce qu'un instant, canaliser 1'agressivité, la violence
dont tout un chacun est pétri, et par 14 méme assurer une ossature des plus solfdes a
1’8tre-ensemble que vont &tre ces années passées en commun. Pour cela i1 faut du
conformisme, de la conformité, toutes choses qui s’atteignent en brisant la carapace
individuelle, en niant les particularités spécifiques.

Pour inverser 1'opinion commune sur 1’épogue, je dirais que 1'on assiste & une
multiplication de "narcissismes de groupe”, ol ensemble 1'on s’emploie & se regarder le
nombril 1les uns des autres. Le bizutage serait ainsi 1la forme exacerbée d’une
teile pratique. IV dit, en majeur, ce gui se vit sans y préter attention dans la vie
courante. FEn effet prendre un poste de travail, &tre admis dans un groupe d’amis,
devenir membre d’un clan politique, d’une coterie intellectuslle, d'un réseau sexuel,

tout cela nécessite une sortie de sgi, stricto semnsu une "extase”. Le bizutage est
12 pour nous rappeler une tells nécassité, I1 ne fait, & un moment particulier, que
gar1gaturer ces “entrdes” dans le corps collectif dont est ponctude la vie da tous
es jours.

cela, on 1'avait oublié, et seule une conception rationnelle, contractuelle des
rapports sociaux avait prévaly durant toute la modernité. On peut dire gue dans le mou-
vement cyclique du monde cette chose archaigue qu’est le besoin de “"reliance”,
la pulsion d’étre avec 1'autre, revient sur le devant de la scéne. En ce sens, e
pizutage est bien 1'une des manifestations de la tribalisation du monde qui s'esquisse
sOUsS hos  yeux, en cette postmcdernité naissante.

H.M,
Professeur & la Sorbonne, directeur du
Centre d’Etudes sur 1’Actuel Quotidian
(Paris-V), auteur de "Au temps des tribus" {(**) Fétes que les Anclens célébraijent
(Livre de Poche). en 1'honneur de Bacchus avec
Le Nouve) Observateur 10-16 oct.1981 danses et jeux et initiatigues.

92-8



10

15

20

25

30

35

40

Epreuve d'Anglais
Durée 2 heures Coefficient 2

ALGAE (1) GET GREENER

Some micro-organisms come equipped with a micromop (2) and
microbucket (3). Scientists have become fond of turning to them for
jobs like cleaning up water that has been polluted by oil spills and
industrial waste. Some types of soil bacteria, primarily strains of
the pseudomonas family, can grow almost entirely on oil. They split
the heavy hydrocarbons into lighter gases like methane, which then
evaporate. They also let out an enzyme that binds to the oil globules
and forms a stable emulsion of oil and water. The enzyme also turns
the oil inte fatty acids that sea 1life can eat. Other types of
bacteria turn toxic chemicals into legs hazardous substances.

When it comes to heavy metals, though, the microscrubbers meet

"their match. Heavy metal ions, such as mercury and uranium, bind to

the cell walls of bacteria, do serious damage to their lifestyles and
eventually kill them. Alternatives are needed.

One ruse is to add resins that form bonds with the ions. The metal
muck (4) then separates out as a sclid. But there are two problems
with this : the water often contains plenty of calcium and magnesium
ions which compete with heavy-metal ions for the binding sites in
resine and usually win. They quickly clog up (5) the resin, leaving
little room for the heavy metals. And the bond that forms between the
resins and heavy-metal ions is weak. As a result the metals leak back
into the water. Using this method it is hard to reduce the
concentration of heavy metals to less than several hundred parts per
billion.

Where bacteria have failed, their cousins the algae may succeed.
Dennis Darnall and his colleagues at New Mexico State University in
Las Cruses have come up with an algae-based material, known as
AlgaSORB, to remove heavy metals from water. They stuffed algae into
columns of seolid silica gel and let water pass down the columns.
Packing algae in silica gel kills the micreo-organisms (thelr services
to nature are, alag, performed posthumously). But their cell walls
still provide many binding sltes that can hook the ions out of water.
Recent tests have proved to be successful : AlgaSORB can cut back the
concentration of mercury and uranium in ground water to less than one
part per billion.

The material may have plenty of work to-do, Toxic metals from old
dumping sites often leach into ground water, which is especially nasty
in the case of nuclear waste containing uranium and plutonium. Dr
Darnall thinks that AlgaSORB can help,

: “rhe Economist " June 22nd 1991
(1) alga : algue.

{2) mop : balai laveur.
(3) bucket : seau. .
(4) metal muck : familiar for metal in a degraded state.
(5) to clog up : engorger.
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QUESTTONS :

1 - Faire un résumé en frangais, de mani2re ordonnée, des informations
essentielles contenues dans l'article. (7 _points).

2 - Traduire le titre de 1'article et le premier paragraphe jusqu'ta
w__. that sea life can eat." (ligne 9). (7 points).

3 -~ Sshow from the text and from Yyour own practical experience how
biochemistry and bactericlogy contribute to flghting water and soil
pollution. (6 points) 12¢ mots environ.

Epreuve de Mathematique
Durée 2 heures Coeffigient 1,5

EXERCICE 1

Le but de cet exercice est 1'étude statistique d'une population
d'individus hospitalisés.

on a prélevé au hasard un échantillon de 100 personnes parmi la
population des malades d'un hépital donné.

on a mesur& la pression artérielle diostaligue (P.A.D.) p de
chacune des 100 personnes.

on a obtenu le tableau de résultats suivant !

T ; 1

P i effectifs |

en mm de Hg | |
T 1

[ 4; 6 | 4 |

[ 6 8[ | 20 |

[ 8 ; 10( | 41 |
[10 ; 2] | 23 |
[12 ; 14[ ‘ 12 |

Les résultats numériques sont demandés a 1072 pras.

1} calculer les valeurs approchées de la noyenne p et de l'écart
type s de la pression artédrielle diostalique de cet échantillon.

2) Donner une estimation de la moyenne M et une estimation de
1'écart type ¢ de la pression artérielle diostaligque de la population

concernée,
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3} On appelle X la variable aldatoire qui, A chaque individu de la
population associe sa pression artérielle diostalique. X suit une 1loi
nermale de movenne M et d'é&cart type o,

a) Donner un intervalle de confiance de 1a moyenne M de la
pression artérielle diostaligue au risque de 1 $.

b} ©n prend dans cette qguestion 9,4 pour valeur approch&e de M
et 2 pour valeur approchée de g.

Calculer les probabilités suivantes :
P (X<7) et P (8 < X< 12).

EXERCICE 2

Le but de cet exercice est 1'&tude de la concentration de micro-
organismes dans une culture.

PARTIE A :

La concentration x, en g.17!, de micro-organismes dans une cuiture
en continu varie en fonction du temps t exprimé en heures (t > 0) et
vérifie 1'égquation différentielle linéaire :

da x
--- + 0,70 x = 2,35 . 035t (1)
d t

1) Résoudre dans R' l'équation différentielle sans second membre
associée & 1'équation (1}.

2) On pose x(t) = K(t) . e 0,70t
ol K est une fonction numérique dérivable de la variable t.
Déterminer K pour que la fonotion x définie ci-dessus soit une solution
de (1) dans R'.

3) En déduire la solution générale de 1l'équation (1) dans R*.

4) Donner la solution particuliére de (1) correspondant & une

concentration initiale de 4,70 9.17! (autrement dit : xX(0) = 4,70).
Commentaire : La fonction obtenue est telle que lim x(t) = +w
-0

En fait, 11 s'agit d'une solution thé&orique ; dans 1la
pratique, des perturbations dues en particulier aux déchets
empéchent le phénomdne de se prolonger indé&finiment.
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PARTIE B !

goit x la fonction définie sur [0 ; &] par :

x(t) = 2,46 . 070 4 2,24 . %3

1) Calculer les dérivées premiére et seconde x' et x" de A.
2) Démontrer que, pour tout t positif ou nul, x"{t) > 0.

pDans les gquestions suivantes, les calculs approchés seront

effectuds au centisme prés.

3) Dresser le tableau de variations de la fonction x' sur (O j 6].

4} a) calouler x'(0,7} et x'(0,8) et wvérifier gue x1(0,7) et
x'(0,8) sont de signes contraires.
b} En admettant que 1téquation x'{t) = 0O admet une racine unigue

@ dans [0 ; 6] et que 0,7 < & < 0,8, déterminer alors le signe de x'(t)
sur [0 ; 6] {on ne demande pas de calculer o).

5) En déduire le sens de variation de la fonction x sur [0 ; 6].

6) Le plan est rapporteé A un repére orthogonal d'unités graphiques

5 cm sur l'axe des abscisses
1 cm sur l'axe des ordonnées

a) Tracer la courbe représentative de la fonction x.

b) Déterminer graphiguement le temps .au bout duguel la
concentration est le double de la concentration initiale. .

Epreuve de Sciences physiques
Durée 2 heures Coefficient 2,5

I - Radioactivité (12 points)

R , 226 \ . .
1°) Le radium gg Ra est radioactif «. Sa péricde de désintégration
eagt T = 1620 ans.

a) Ecrire 1'égquation de désintégration du radium. Préciser les
lois utilisées pour expliquer la formation du noyau de radon

{Rn} .
b) Quelle masse de radium a une activité de 10" becquerels ?

¢} Combien de temps g'est~il @coulé lorsgque 1'activité d'une
source de radium a diminué de 10 %.
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-2°) L'exercice consiste & déterminer si une source radiocactive est
canstituée d'un ou de deux &léments radicactifs différents. Pour
cela, )l'activité de cette source. est mesurée & différents moments.
Les mesures sont données dans le tableau suivant :

H

Activité exprimée .
en 10''mgq 1,70 0,88 0,65 0,53 0,50

Temps écouléd
exprimé en heures 0 0,25 0,50 0,75 1

En expliquant la démarche suivie, dire sl la source contient .un ou
deux &léments.

Donnée : nombre d'Avogadro : N, = 6,02.10% mol’.
II ~ Conductimétrie (13 points)

1°) Dosage d'un mélange d'acides chlorhydrique et acétique,

a) La conductivité d'une solution ionigque est donnse par la
relation ¢

2

n
= ﬁyAw ST

Préciser la signification de chague terme et les unités S.I.
correspondantes.

b) Le graphe ci dessous représente la

g variation d
conductivité d'une soclution d'a YT

cides chlorhydrique et g

) cétique
en fonction du wvolume de soude versé, La prise d'es=zai est de
100 em® et la concentration de la saude est Cyeon = 1 mol.it.
i
] )
! "
' )
! ! -
OF Ml ! \ ar
“— S
Donner une interprétation de la courbe.
Données : conductivités molaires limites en unités s.71. :
Moo = 0,0350 ; Ao v = 0,0050 fJN”hw = 0,0200
oy = 0,0076 ;N ugoe” = 010041
¢) Calculer la concentration de 1'acide chlorhydrigue et de
1'acide acétique sachant que v, = 10,0 o’ et v, = 18,0 cn’.
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2°) Détermination du produit de solubilité du sulfate de baryum.
La conductivité d'une sgolution agueuse saturée de sulfate de

baryum est de 2,8.10% s.w' (la conductivité de 1'eay est
négligfe). Calculer la concentration c en ions Ba? et 50, (en
mol.m™) .

En déduire la wvaleur du produit de solubilité du sulfate de
baryum.

Données : A _ = 0,0064 A = 0,0080 {en unités 5.I.)

2+ -
Bal SOI'

CHIMIE GENERALE

Toutes les données sont relatives & la température de 25°C,

1°) Sachant qu'en solution aqueuse l'alanine donne lieu aux éguilibres
acldo-bagsiques suivants :

- - - — - ]

(1) CH3 Cl!J[ ; COEH + }IZO == C}I:5 CH : CO2 + H30
Hy NH,

(2) CcH, - c;gi N €O, + H0 =m—==== CH; - CJIH" co,” + H0
3 rd

et connaissant les données relatives @
- & 1'acidité du groupement acide carboxyligque.

3,13 kJ/mol.

~COH === -CO,” + :4d AHE,
- 34,3 J/K.mol.

a8,

- & l'acidité du groupement ammonium.

i

-NH,' === -NH, + H' pKa, = 9,69
a) calculer la constante pKa, de cet acide aminé (R = 8,31J/K.mol).

b) Etablir le diagramme des domaines de prédominance des trois
formes en fonction du pH ; en déduire l'espéce majoritaire en
milien neutre. -

2¢) hLa combustion de l'alanine qui fournit du dioxyde de carbone
(gaz) de 1'eau (liquide) et de l'azote (gaz) conduit & une
variation d'enthalpie libre AH® = -1616 kJ/mol.

Connalssant par allleurs les enthalpies standard de formation :

- du dioxyde de carbone gazeux : -393 kJ/mol.
- de l'eau liguide : -285 kdJ/mol.

Ccalculer 1'enthalpie de formation de l'alanine.

CHIMIE ORGANIQUE
gynthése de la valine

1°) Le 2-méthyl propan-l-ol sublt une oxydation et donne un
composd B gqui réduit la liqueur de Fehling.

Ecrire la réaction ; donner la formule développée et le nom de B.

2°) L'action de HCN sur B donne C ; écrire 1'éguation de cette
réaction. De quel type de réaction atagit-1i1 7
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3°) L'action de l1l'ammoniac sur C conduit &4 D + HO écrire le
bilan réactionnel.

4°) L'hydrolyse de la fonction nitrile de D conduit & la valine
HC
"~ N - CH - COOH : détailler cette hydrolyse.

HyC NH,

5°) Combien la valine présente-t-elle de stéréoisoméres ? Les
représenter selon Cram (perspective cavaliére). Les nommer en
justifiant les réponses.

On donne les masses molaires atomiques en g.mol™’.
M(H) =t M(C) = 12 M(N) = 14 M(0) = 16

Epreuve de Biclogie-Biochimie
Durée 4 heures Coefficient 6

Remargues préliminaires :
1 - Le sujet proposé a un caractére pluridisciplinaire. Le candidat devra veiller a

répondre de manigre concise aux questions posées.

2 - |l est suggéré de consacrer & chaque question un temps tenant compte du
nombre de points attribués.

3 - Les trols parties du sujet peuvent étre traitées de maniére indépendante.

Les membranes biologiques

L'axamen de toute cellule au microscope électronigque met en &vidence
1'importance du syastdme membranaire, )

On peut définir une membrane biclogigque comme une agsociatlon moléculalre
active, capable notamment :

- d'assurer des Echanges de matidre et d'énergie,
~ de contréler l'information entre les cellules et leur environnement .

On se propose d'étudier quelgues aspects de la STRUCTURE et des FONCTICONS des
membranes biologigues,

1 - ARCHITECTURE ET COMPOSITION CHIMIQUE (17 points)

1.1. Le document I représente la membrane plasmique d'une cellule Bucaryote.
Indiquer sur la copie les légendes correspondant a4 la numérotation.
1.2. Expliguer les trois caractéristiquea suivantes des membranes :
- apsemblage non covalent,
- assemblage non aymétrique,
- structure fluide.
1.3, Donner un exemple de formule générale des molécules aynbolisdes

par T
Expliquer le r&le joud par ce type de molécules dans la structure
membranairae,

1.4. La partie hachurée de la molécule 4 (document I) correspond i la
péguence!

ILE - THR - LEU -ILE ~ ILE — PHE - VAL - MET - ALA - GLY - MET
Discuter la compesition en acides aminés de cette partiea de chaine
protéique.,
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DOCUMENT T

MEMBRANE PLASMIQUE D'UNE CELLULE EUCARYOTE

2 ~ MEMBRANE PLASMIQUE ET RECEPTEURS ( 62 points)
2.1, En brésentant sommairement trois exemples empruntés & différents
domaines, Lllustrer la notion générale de récepteur membranaire
{6 points).
2,2, BAction d'hormones sur des récepteure plasmigues {20 points).

2.2.1. Présenter le mécanisme responsable de la synthése d'RMPC et
préclser  comment 1'AMPc¢  peut  moduler l'activité de
différentes protéines cellulaires.

2.2.2, Montrer 1'importance de ce m&canlsme dans le métabolisme
glucidigue au cours de la contraction musculaire.

2.3. Action de toxines bactériennes (14 points).
2.3.1. Dé&finlr le terme de toxine.
2.3.2, 1) existe deun types de toxlnes bactériennes de nature
chimique différente ; dresser un tableau comparatif de leurs
propriftéa et donner un exemple de chaque type.

2.4, Application au choléra (22 points},

La toxine cholérique produite par Vibrio cholerae est une entérotoxine
qui provogue une diarrhée massive et une déshydratatlion ; ‘elle agit au niveau des
cellules é&pithéliales de la mugueusa de l'intestion gréle en preovoguant une
augmentation de la concentration intraceliulairé  d'AMPc. L'RMPc inhiberait une
protéine membranaire de transport responsable de 1'absorption de chlorure de aodium
(flux dans le sens lumidre intestinale ~--> entérocyte) et stilmulerait une seconde
protéine de transport responsable de la sécrétion d'{ons chlorures dans la lumidre
intestinale.
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2,4.1. Bxpllguer, dans le cas du choléra, comment les variations
d'activité des protéines de transport engendrées par 1'AMPc
peuvent étre responsables d'une perte hydrique.

2.4.2. La toxine cholérique a divers effets sur le s=sygtéme
immunitaire, entre autres :
- effet modulateur de la xéponse immunitaire humorale in vivo
chez la souris,
~ altération de la fonction "helpar" {auxiliaire) des
lymphocytes T.
2.4.2.1, Donner lea principales caractérimtiques de la réponse
immunitaire humorale, en distinguant réponse primaire
et réponse secondaire.

2.4.2.2, Expliquer en guoi l'altération de la fonction "helper"
des lymphocytes T peut avolr des répercussions sur la
réponse immunitajire humorale dans ce cas,

3 MEMBRANES ET PHENOMENES DE TRANSPORT DE MOLECULES (41 points)

3.1. La membrane plasmique et le transport de solutés (23 pointﬁ).

3.1.1. p&finir les termes suivants :
- diffusion libre,
- transport facilité,
- transport actif.

3.1.2. Etude expérimentale du transport d’un soluté,

Pour mesurer le taux de transport d'un soluté vers
l'intérieur d'une cellule, on utilise le marquage radioactif
du soluté. Une suspension de cellules est incubée dans un
milleu ccntenant le soluté radicactif, puls on préléve des
parties de la puspension & des temps différents et on mesure
la radioactivité des cellules filtrées et lavées., La figure
oi-desaous présente 1la- variatlon de 1la radloactivitd de
cellules lavées en fonction du tempa. Le coefficient
directeur du segment inltial ‘de la courbe donne la vitesse
d'absorption du =soluté correspondant & une concentration Sc
de solutéd au temps O,

Radioactivité dans
les cellules

> Temps (s)

on traite des suspensions cvellulaires identiques avec différentes
quantités da leucine radicactive et on mesure dans c¢hagque cas le taux initial
d'abgorption de la teucine. Les résultats sont donnés dana le tableau cl-dessous.
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concentration Bo taux initial
de 1euaiq? d'absorption
(pmol.dm™>) (apm) W

0,5 56

1 110

5 480

10 830

20 1300

30 1700

50 2100

100 2600

~ dpm : pignifie "désintégrations par minute".

3.1.2.1. Expliguer  pourguoi il existe un taux mwaximal
d'absorption.
3.1.2.2, Par une représentation graphique judicieusement choisie
ou par un calcul (régression linSaire) déterminer ce
taux. On précise que la vitesse d'absorption du soluté
ob&it 2 la relatlon :
V. (Bojext
vi =
(Sojext + C
oti ¢ eat la constante de perméabilité.
3.1.2.3. péterminer &galement C.
3.1.3. on réalise la wméme expérience en présence d'ions c¢yanure ; on

trouve une vitesse maximale plus faible avec une méme
constante de perméabilité. Quel peut Btre le rdle des ions
cyanure 7 -

En déduire 3 quel type de tranefert correspond le syatéme
d'entrée de la leucine.

3.2, Protéines et systémes membranaires intracellulalres (18 polnts).

Les protéines & DESTINEE NON CYTOPLASMIQUE sont synthétisdes au niveau
des ribosomes liés au réticulum endoplasmique.

3.2.1. Initiation de la bicsynthése protéigque.

3.2.1.1. D&finir cette étaps. Indiquer les différents compoaants
qui y partieipent.

3.2.1.2. Au coure de 1l'étude de la synthése des protéines, on
mesure msouvent la proportion des différents ARN-t
apécifiques, au sein des ARN-t totaux, par des méthodes
jeotopigquea. Ainei un échantillon contenant 20 pg
d'ARN-t est traité par un excés de 1 Cc-L~Alanine
dlactivité spéeifigque 90 CL.mol™™ en présence des
enzymes et cofacteurs appropriés.
Le complexe Lunla—ARN—tAla est séparé et 8a
radioactivité mesurée donne 60 000 désintégrations par
minute.
Calouler le pourcentage d'ARN—tala dans 1'&chantillon
de départ.

Données

l¢ei = 3,7 1010 désintégrgtions par seconde
M M ARN-t = 25 000 g.mol”
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3.2.2.

3.2.3,

séquenca signal —p*,

peptide C —

DOCIUMENTE IX

SYNTHESE DE L'INSULINE

chaine A H,N

Les protéines 4 destinée non cytoplasmique ont en début de
chaine, au moment de leur aynthése, une séquence slgnal.

-~ Définir ce terme.

= Quel est le rdle de cette séquence ?

Dansz le cas particulier de la synthé@se de 1l'inauline (voir
documant II}, préciser les modifications post—traduction—
nelles qui permettent le paspage de la préproipsuline 3
1l'insuline.

Préproinsuline

COOH

~
Y
e

v

Proinsuline

chaine B H,N

H,N
v
Insuline

G —
L —1 +—— COOH

S S

[] ]

5|> S

. —COOH
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Epreuve professionnelle de synthese
premigre partie : étude d'opérations techniques
Durée 4 heures coefficient 4

Remarques préliminaires ; ] . .
1 - L'usage d'un dictionnaire "Anglais-Frangais® est autorisé.

2 - La lecture préalable de l'ensemble des documents n'est pas nécessalre avant
d'aborder le sujet. Des précisions, quant & leur utilisation, sont fournies dans les ques-

tions. . . . .
Les mycotoxines dans l'industrie agroalimentaire

.Les mycotoxines sont des contaminants fréguents des produits alimentalres,
Elles sont responsables de nombreuses intoxications chez IL'homme. Le nombre de
métabolites toxiques prodults par les moisissures est considérable ; quelques uns
geulement ont fait 1l'objet de recherches ayant abouti & la mise au point de méthodes
d'identification et de dosage fiables et reproductibles.

Leur présence dans certaines matiéres premiéres peut entraver un processus
de transformation au sein d'industries agro—alimentaires.

A - ETUDE DES AFLATOXINES, {60 points}

Les aflatoxines sont des mycotoxines produites par certaines souches
d'mspergillus flavus. Le caractére hautement toxique des aflatoxines, associé au fait
qu'elles peuvent contaminer de nombreuses denrées, pose un probléme d'hygléne
alimentaire. Ces substances sont cancérigénes, mutagénes et tératogdnes. L'homme ¥y
est rxelativement sensible ; quelgques mg par kg de peids corporel produisent des
effets toxiques aigus.

Bux Etats-Unia, la Food and Drug Administratlion a estimé que 1la
conacommation moyenne des Américains en aflatoxines é&tailt de 2,7 & 9 ng par kg de
poids corporel at par jour, pour des contaminations allant de 0,1 & 0,3 pg par kg
dtaliment. Cette consoimmation constituerait un risque de 161 tumeurs pour 100 00Q
Personnes.

La fixatfion de concentrations maximales admissibles dans les aliments
nécessite des méthodes d'analyse sensibles, rapides et spécifiques.

1 -~ Méthode d'analvse C.E,E, (12 points)

eas pays de la C.E.E. ont adopté, depuis 1976, une méthode de dosage des
aflatoxines Bl, B2, Gl, G2. Les formules chimiques sont données dans le document 1,
Les grandes &tapes du protocole sont fournies dans le document 2.
1.1, Aprés la purification sur colonne de silice, une
concentration de 1'&luat est nécessaire (&tape n°6}. Comment
cette concentration peut-elle &tre réalisée 7

1.2, La mise en &vidence et le dosage des aflatoxines font appel &
une technlgue chromatographique (étape n® 7).

1.2.1. Qu'est-ce qu'une chromatographie ?
1.2.2. A L'étape n°® 7, que signifie C.C.M. ?
1.2.3. L'utilisation de cette technique suppose une

régénération préalable du support ; quel est le but de
cette régénération ? Comment la pratigue-t-on ?

1.2.4. La lecture de la C.C.M. (étape n® 8) doit aboutir i des
résultate quantitatifs.
Comment analyser guantitatlvement une C.C.M., ?
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DOCUMENT N° 1

FORMULES CHIMIQUEE DES AFLATOXINES Bl, B2, Gl, G2,

Document n°2
Méthodes d'analyse CEE (7° directive 76/372 - JOLE 1/03/1976)

Etape n°1 : PREPARATION DE L'ECHANTILLON ;
Prise d'essai 50¢ :
25 g d'hyfiosupercel
25 cm3 d'eau _
250 cm3 de chloroforme

Etape n°2 : AGITATION 30 MINUTES
Etape n°3 ; FILTRATION

Etape n°4 : PURIFICATION SUR COLONNE DE SILICE
100 em? d’hexane
100 em3 d'dther didthyligue

Etape n®5: ELUTION 150 cm3 de méthanol-chloroforme (3vi97v)
Etape n°6 : CONGENTRATION

Etape n°7 : SEPARATION PAR CCM

Etape n°8 : LECTURE
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ces derniéres années, dea travaux ont &été réalipés pour produire des
_anticorps spéclfiques en vue de développer des techniques immunologiquen, Les plus
répanduas sont les dosages immunoenzymatigues ainsi que, plus récemment, la
purification sur colonne 4! immunoaffinité (IL.A.C.) suivie d'un dosage par
chromatographie liguide haute performance {H.P,L.C.).
oOn se propese d'étudier ces deux wéthodes.

2 — Méthode immunoenzymatique : Kit Tyransia (20 points)

Le dosage envisagé est celui, de 1'aflatoxine Bl.

2.1. B partir du document 3, expliguer les différentes étapes emn
précigant le r&le des réactifs utilisése.

2.2, Justifier la réalisation du contrdle témoin négatif.

2.3. Indigquer le sens de variation de l'absorbance (A) mesurée en
fonction de la concentraticn en aflatoxine de 1'échantillon.
Justifier la réponse.

2.4, Résultats 3

2.4.1. Courbe d'étalonnage @
pPour chacun des étalons, on détermine le pourcentage
d'inhibition (% I} :
A (témoin négatif) - A (étalon)
% I = ————

A (témoin négatif)

Concentration
des étalons ug/kg 0 0,5 1 2 5

hbsorbance

puits impairs 0,80 0,66 0,56 Q0,46 0,32

Absorbance

puits palrs Q,B0 0,65 0,55 0,44 0,32
2.4.1.1. Justifier le terme inhibition.
2.4.1.2. Les absorbances mesurées sont regroupées dans le

tableau suivant

Cconstruire sur papier millimétré la courbe A'étalonnage 3
pourcentage d'inhibition = £ (concentration en aflatoxine B1)

Echelles ¢ 0,25 ug/kg = 1 om.
5 % =1 om.
2.4.2. Extrait & doser :

L'absorbance moyenne lue pour 1'extrait testé est
A = 0,60, En déduire la teneur en aflatoxine Bl de cet

extrait.

2.5, pourquol n'est-il pas envisageable d'utiliser, pour le dosage
d'aflatoxines, une méthode jmmuncenzymatique falsant appel a
une plague de microtitration sensibilisée par un anticorps 7
ponnée t document 1.
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DOCUMENT N°¢ 3
Dosage de l'aflatoxine B 1, Méthode opédratoire,
Réactifs :
-~ Solutions étalons d'aflatoxine Bl prétes & 1'emploi :

- golution & 0,5 pg/kg
~ solution & 1 ug/kg
- solution & 2 pg/kg
- solution & 5 ug/kg
- Témoln négatif
- Conjugué : anticorps monoclonal couplé 4 la peroxydase t prét 4 l'emploi
- Tampon de lavage
- Substrat
- Chromogéne
~ 8olution d'acide sulfurique
- Plague de microtitration sensibilisge par 1l'aflatoxine Bl : 8 barettes de
12 puits

Mode opératoire :

Afin de réallser le test dans les conditions optimales, il faut ramener les
réactifs A température ambiante.

1 t Distribution des solutions &talons de l'extrait a doser
Ccontréle témoin négatif i
- déposer 50 pl de témoin négatif danas les puits Al, A2,

Etalons 1
~ déposer i
50 ul de la solution étalon & 0,5 pg/kg dans les puits A3, Ad,
50 i1 de la solution étalon & 1 pg/kg dane les puits A5, A6,
50 uyl de la selution étalon & 2 pg/kg dane les puite A7, A8,
50 pl de la solution &talon & 5 pg/kg dans les puita A%, AlD,
Extrait :

- déposer 50 ul de l'extrait i doser dans les puits All, AlZ,

2 : Distribution du conjugué :
Déposer dans chaque puits 50 gl de la solution de conjuqué.
Laisser incuber 20 minutes & température ambiante.

3 : Lavage 13
Laver chaque puits 4 fois avec 300 ul de solution de lavagae,
Retourner la plague et la secouer Bur un papier filtre.

4 : Révélaticn 1
pistribuer : 60 ul de pubstrat puls
50 ul de chromogéne dane chague puits.
Laisger incuber 20 minutes & température amblante, puis ajouter 50 ul de
solution d'acide sulfurlque. Homogénéiser en tapotant légé&rement la microplaque,

§ : Lecture 1

Lire 1l'abeorbance obtenue dans chagque puits a la lengueur d4'onde 450 nm & l'aide
d'un lecteur de plaque de microtitration.
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3 =-_Dosage par chromatographie d'immunoaffinité (Y¥.A.C.) suivi du dgsaga par
H.P.L.¢. (28 points)

3.1. Extraction et purification des aflatoxipes : (10 points)

3.1.1.

pProtocole d'extraction :

20 g _d'échantillon préalablement broyé sont extraite par
60 om® d'un mélange méthanol-sau (BOv/20v). Aprés agitation
de 2 minutes dans un homogénéiseur tournant A grande vitesse,
1'extrait est filtré.

Au cours de cette étape, gquelles seront les rédgles de
aécurité particulidres 3 respecter ?

3.1.2. purification par chromatographie d'lmmunoaffinité :
L' lomunopurification est effoctude & 1l'aide de colonnes
prétes & l'emplodl. Leur utilisation négessite une
équilibration préalable avec Jréluant utilisé lors de la
chromatographie.
on choisit d'&guilibrer la colonne avec un tampon phosphate
sodique *PBS. BAussi est—11 ‘nécessaire de wmodifier la
composition de 1'extralt de fagon & abaisser la .teneur en
méthanol & 5 % {v/v).
3.1.2.1. Combien faut~-il ajouter de tampon PBS i 9 cml
d'extrait 7.
3,1.2.2. Résumer par des schémas les différentes étapes de cette
chromatographie df jmmunoaffinité (les schémas seront
légendés poux montrer les molécules mises en Jjeu ayf
cours de la chromatographia}.
3.2. Dosage par H.P.L.C. quantitative (18 points)

L'éluat obtenu contenant les aflatoxines a &té dilué au cours de la
purification ; une concentration de celui-ci est done nécessaire.

3.2.1.

Le dosage de l'extralt concentré est effectud par H.P.L.C.

3.2.1.1. La colonne utilisée est une *Lichrosorb RP 18".

A 1'aide du document n°® 4, déterminer s'il s'agit d'une
chromatographle en phase normale ou inverse. Justifier.

4.2,1.2. Le catalogue du fournisseur ({(document n° 4) -propose

trois qualités de "Lichrosorb RP 18". Dans un gouci de
précision du dosage, laguelle doit-on preférer ? )
Juatifier.

3.2,1.3. En sortie de colonne, la détection utilisé@e esat-de type

3.2.2.

Fluorimétrique. ’
A quoi correspondent les longueurs d'onde Al et (\2
précisées sur la document 5 ?

Analyse qualitative du chromatogramme cbtenu :
Le chromatogramme chtanu est présenté en annexe
{document n* 5).

3.2.2.1. A quol correspondent les wvaleurs attribudes A chague

plc ?

?.2.2.2. ) Peut-on considérer, 'en examinant ce chromatogramme, gue

la purification préalable par 1,A.C. est une méthode
efficace ? Justifier.
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DOCUMENT N¢ 4

LiChrosorb® ~ Supports analytiques irréguliers

B Support entidrement poreux, | Gc:-:'mo complite eomrsnio:;néi 100, Alax T,
= dirivés Pdnh.’ '’ v
M Parficules de farme imégulidre. — des dérivis semi-polaires (N, D|,0|., NHy),
B Domaine de gronulométrie finement gradué — des ditivis apolaires (RP-8, RR-18,
de 5, 7,10 ou 15 pm avec une répuartition RP Select B),
granulométrique particulidrement éfrolte. R ment de surk olé.

M Reproductibilité adaptée & la routine, car
preduction en lots importants de 100 kg

environ, ) .
Article [Hsignot Gromsomibirie Qontiié Prix FEHT
13967 LiChrosork® CN 5pm LT} 103500
13969 LiChrosork® CM T pm 10g 972,00
O . 100g 8185,00
13953 LiChrosorh® ON 10 pm 10 945,00
. 100y 7 902,00
9399 LiChroserb® DIOL 5um 109 1035,00
100g 8700,00
13972 LiChrosorb® DIOL Tum 10g 972,00
1009 885,00
9330 LiChroserh® DIOL 10pn 10g 945,00
1009 7 902,00
2376 LiChronorh® MM,y 5 pm 10g 1035,00
100g 8700,00
13971 LiChrosorb® NH; 7pm 10g 972,00
. 1009 B185,00
9331 LiChrosorh® NH; 10pm 10g 245,00
10g 7902,00
9332 LiChrosoth® RP-8 5um 10g Toas,op
1009 8700,00
9341 LiChrosorh® RP-B 7 pm 109 972,00
100 8185,00
2318 LiChwozorh® RP-8 10 ym 10g 945,00
1009 7902,00
9333 LiChrosork® RP-18 § pent 10g 103500
1009 8700,00
9394 LiChrosorh® RP-18 7 pin 10p 972,00
100g 8185,00
2334 LiChrosork® RP-18 10 pm g 945,00
100g 7902,00
19634 LiChrorarb® RP Select B 10pm 109 1024,00
1009 700,00
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DOCUMENT H° 5 Chromatogramme

solvant

12.82

]
N

- 17.84
o .
™ /,._/7
colonne Lichrosorb RP 18 : 250 x 4 tim Merck
pPhase wobile : eau-m&thanol, acétonitrile (60-22-18)
pébit : 0,7 ml/min i )
périvation post-colonne par 1'iode en solution saturée, débit d'lode

0,4 ml/min, réaction 3 G0°C dans un tube Téflon de 4 000 x 0,5 mm
Dé&tection fluorimétrigue t A L = 330 am ¢ A, = 430 oo,

21.70

3.2.3. Analyse quantitative.

on se propose de doser ltaflatoxine Bl., Dane un souci de
précision des résultats, on effectue un &talonnage interne,

L'analyse gqualitative précédente du chromatogramme n'ayant
pas révélé la présence d'aflatoxine Gl dans 1l'extrait
purifié, l'étalon interne choisi est donc l'aflatoxine GI1.

On dispose
- de l'extrait purifié,
- d'une solution étalon d'aflatoxine Gl de concentration
égale 4 4 ugfom”™,
- d'une solution étalon d'aflatoxine Bl de concentration
&gale & 6 pg/om.
Premidre injection !

on mélange exactement 500 ul de la golution é&talon d'aflatoxine Gl avec
500 ul de la solution étalon d'afiatoxine Bl. On injecte ce mélange ; 1'intégrateur
donne lea ré&sultats sulvants @

aire du pic correspondant & l'aflatoxine Bl = 101651
aire du pic correspondant & l'aflatoxine G1 = 153317

gSeconde injection i

On mélange exactement 500 pl de la solution &talon d'aflatoxine G1 avec 500

ul de la solution d'extrait purifié. on injecte ce mélange ; 1'intégrateur donne les
résultats sulvants 1

aire du pi¢ correspondant 3 1'aflatoxine Bl = 34982
aire du pic correaspondant & 1taflatoxine G1 = 164804

A partir de ces résultats, déterminer la concentration de l'extrait purifié
en aflatoxine Bl. 95-94



B _~ INFLUENCE DE MYCOTOXINES SUR LA FERMENTATION ALCOOLYQUE (20 POINTS)

L'utilisation-de graines de céréales dans l'industrie agro-alimentaire pose
certains problémes, Ces graines peuvent &tre contaminées par des moisissures du genre
Fusarium. Les mycotoxines produites lors de conditions défectueuses da stockage
peuvent wmodifier le processus de fermentation en agissant sur les micro-organismes
utiliséa.

Une étude A permis d'analyser et de comparer l'action de deux toxines de
Fusarium sur la crolssance de Saccharomyces cerevisiae et sur la fermentation

alcoolique. .
Cas mycotoxines sont & ‘le dépoxynivalénocl = le D.O.H.
le diacétoxyscispéncl = le D.A.S.
1. Actlon des mycotoxines sur ia ecrolssance des levures.

i.1. On  souhaite étudier 1'influence de la concentration des
mycotoxines sur la croissance des levures. Proposer un
protocole expérimental permettant de réaliser cette &tude.

1.2. Les résultats expérimentaux obtenus sont consignés dans le
document n® 6.

- Proposer une méthode de dénombrement des levures.
~ Citer upe technique permettant de déterminer la viabilité
d'une population de levures.

1.3. Comparer l'action du B.O.N. et du D.A.S. sur la croissance de
Saccharomyces cerevisiae & 1l'aide du document n°® 6.

DOCUMERT N° 6
{extrait de J. Institut Brewing dec, 1989)
concentration de D,0.N. matiére sé&che mombre de cellules viapilité
pg/ml % x10 %

0 100 1,14 99,8

5 99,1 1,15 99,5

10 95,8 1,08 99,1

20 92,9 1,04 99,1

50 89,8 c,98 98,9

concentration de B.A. 8. matiére s&che mombre de cellules viabilité
Hg/fml % %105 %

o 100 8,44 29,8

5 44,7 3, 94,8

1c 37,6 3,18 82,7

2. Actlon des mycotoxines sur la fermentation zleoolique.

Des cultures de Saccharcmyces cerevisiae en bouillon Sabouraud sont
lavées dans un tampon phosphate 0,1 mal/dm™. Les cellules lavées
sont mises en suspension dans le tampon et diludes pour ocbtenir une
concentration de 10 cellules/dma.
Dans un flacon conique de 300 en® on introduit
~ 5 em? de milieu de Wikerham modifig
= 44 em” de glucose & 13 3§
~ 0,5 cm” de suspension da levures
on incube i 16°C. .
Des échantillons de 3 cm3 sont. prélévés aseptigquement 3 intervalles
réguliers.
La production d'aleecl est mesurée.
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2.1, préciser le rdle des constituants du milieu de Wikerham
modifié et justifier son utilisation & ltaide du document
n* 7,

2.2, Comparer l'action du D.O.N. et du D.A.S. sur la fermentation
aloooligue en analysant le document n® 8.

DOCUMENT K* 7

Formula Racto
Ingredients per Liter Yeagt Nitrogen Base
hmmonium Sulfate 5 g
Bacto-Asparagine None
Bacto-Dextrose None
1~Histidine Monohydrochloride 10 mg
dl-Methlionine 20 mg
dl-Tryptophane 20 wmg
Biotin 2 meg
caleium Pantothenate 400 mcg
Folic hcid 2 mcy
Inositol 2 000 meg
Niacin 400 mcg
p-Aminobenzoic Acid, Difco 200 mecg
pPyridoxine Hydrochloride 400 meg
Riboflavin - 200 meg
Thiamine Hydrochloride 400 mog
Boric Acld 500 mcg
Copper Sulfate 40 meg
potagsium Iodide 100 mcg
Ferric Chleride 200 mcy
Manganese Sulfate 400 mcg
Sodium Molybdate 200 meg
Zino Sulfate 400 mog
Potassium Phosphate Monobasic 1 g
Magnesium Sulfate 0,54g
Sodium Chloxide 0,19
calcium Chloride 0,1qg
Bactor-hgar None
Amount of final medium f£rom
100 grams dehydrated medium 14.9 liters
1 = 1078
Milieu de Wikerham modifié. mog = 9
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i

dut ol Ll -

0 Contrel DOCUMENT N° 8

o 10 1g DAS/ml
( 20. ng DON/ml

Effect ‘of DON and DAS on production of ethanal from
glucose-amended Wickerham medium (Initial etharol
i concentration 1,0 %).

0 50 100 150 (min}
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Epreuve professionnelle dé synthese
deuxiéme partie : réalisation pratique d'opérations
techniques  Sujet 1
Durée 9,5 heures  coefficient 8

Biochimie 5 heures (80 points, 4 h 30)

Afin de mieux maltriser et d'améliorer la fabrication de la kiére, un
certain nombre de paramdtres biochimiques peuvent atre mesurés, au cours de la
fabrication.

Note : l'ordre des opérations sera indiqué aux candidats en début de séance.

I DETERMINATICON DE L'ACTIVITE ENZYMATIQUE DE L'ALPHA-AMYLASE
DANS UN EXTRAIT DE MALT

I.1. Obtention de l'extrait enzymatigue.
On pése une masse de 2,00 g * 0,01 g de mouture de malt gu'on
introduit dans une fiole d'Erlenmeyer ; la mise en solution est
réalisée & l'aide d'une solution de chlorure de sodium &4 'S g.dm ~.
Le réclplent est porté & une température de 20°C ; on laisse
1lrextraction sa poursuivre pendant 60 minutes.
On ajuste le volume & 100 cm” avec la solution de chlorure de
godium précédente. On filtre ; on obtient l'extrait Fl. On dilue El1
100 fois ; on obtient 1l'extrait E2 (fourni au candidat}, sur lequel
se fera la détermination de 1l'activité amylasique.

I.2. Principe de la détermination de l'activité enzymatique de
l'alpha-amylape.

I.2.1. L*alpha-amylase est une endoglycosidase gqui coupe les
liaisons Gle @ 1 ~—> 4 Glc en donnant différents
oligoméres du glucose, du maltose, des dextrines
limites.

Elle ne elive pas les liaisons Glc o 1 > 6 Gle ;
elle ne prodult pas de glucose libre.

I.2.2. Le substrat utilis@ est un substrat synthétique :

Benz-G7-PNP
C'est un dérivé du maltoheptacside (G7), dont
1'extrémité non réductrice est protégée de l'action des
exoenzymes par un groupement banzylidéne (Benz) et dont
1tautre extrémité est liée & une molécule de PNP.
Schéma 1

Benz -G — ¢ — G — G — G =G — G —PNP
Les dlfférentes réactions se déroulant sont :
anylase

BENZ-G7-PNP — > Benz-G{7-n) + Gn-PNP

enzymes auxiliaires
Gn~PNP- - > n glucose + PNP

n=24a5%
Les enzymes auxiliaires sont : glucoamylase et a=glucosidase
L'activité de 1'amylase sera donc évaluée en mesurant la
vitesse d'apparition du PNP.
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I.3.

Technigue
A) Réactifs.

1. Extrait E2,

2. Réactif 1 = R1 (tampon pH 7,15 + ions)

3, Résctif 2 = R2 (substrat-enzymes auxiliaires)
4. Sclution enzymatique de validaticn,

B) Mode opératoire, (1 essai)

1. Préparation du réagtif de travail : reprendre le contenu d'un
flacon R2 par 2 cm” de Rl, Stabilité : un jour & 20-25°C.

2. Conditionz de mesure :
- température = 30°C
~ longueur d'onde = 405 nm
- trajet optique = 1 cm,
Lire gontre de l'eau distillée.

3. Dans le flacon R2Z repris, introduire 100 pl de La solution
enzymatigque E2 & t = O. Mélanger, transférer dans une cuve,
mettre en place dans le spectrophotométre thermostaté.

Commencer les mesures & tl = 2 minutes (début de cinétique
linéaire).
Enregistrer la variation d'absorbance pendant 3 minutes {ou
lire toutes les 30 secondes).
Notes : (1) La salive contenant une amylase, j1 faut utiliser soit :

~ des pipettes de verre cotonnées,
- des plpettes automatigues,

(2) 51 la variation d'absorbance par minute est supérieure
ou égale a 0,17, il faut dilgar avec une sclution de

chlorure de sodium & 9 g.dm >,

2. On fera un essai identique sur une solution enzymatigue
calibrée (validation) de concentration catalytigue connue.

II - IDENTIFICATION ET DOSAGEH DES GLUCIDEE DANS UN MOUT

II.l.

I1.2.

Les mofits contiennent environ 12 & 15 g de glucides réducteurs
pour 10C cm™.

Ced glucides proviennent de l'actlon des amylases, mais pauvent
aussi avolr &té ajoutés aprés le brassage.

La solution & analyser et & doser (molt dilué) a &té dilude au
préalable au 1/10.

L'analyse de la compesition qualitative gera réalisée par mini-CCM.
(2 plagues par candidat)
B) Béactifs.

1, Solvant de chromatographie :

- méthyléthylcétone : 3 wvol.

- acide acétique : 1 vol.

- m&thancl : 1 vol.
2. Solution témoins de glucides a Zg.dm™>

glucose, maltose, saccharose, fructose, malteotriose.

3. Moht dilué § analyser étigqueté B,
4. Révélateur :

* mélange extemporané ¢’aniliné et de diphénylamine

en milieu acide phosphorigue, fourni prét i 1'"emploi
* ou réactif au thymol.
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B) Mode opératoire.

1. Réactiver les couches minces par paspage 3 1l'étuve & 100°C,
2. Réaliser 2 dépbts successifs de chague solution, & l'aide
de caplillaires, Sécher.
1, placer les couches minces dans les béchers de 400 om?
préalablement saturés en vapeur de solvant.
Laisser migrer. Laisser sécher.
4. A l'aide d'un pinceau, passer une oouche de révélateur pur le
chromatogramme (ou pulvériser).
%, Mettre & 1'&tuve & 105°C ; surveiller la révélation {guelgques

minutes).

II.3. Dosage du glucose dans le moilt par 1a méthode & la glucose-oxydase

(Méthode de TRINDER).
A) Réactifs.
1. Glucose, Bolide, pur.
2. Réactif de travall délivré prét i l'emploi contenant :
- les enzymes GOD, PQD,
~ le tampon,
- le "chromogéne".
3. Le mofit dilué A doser étiqueté B.
4. solution glucosée de contréle.
B} Mode opératoire.
1. Préparer un étalon-glucose de concentration exactement
connue et voisine de lg.dm .
2. Protocole d'un essal (semi-microcuve)
- étalon ou échantillon 10 ul
- réactif de travail 1 cm
Incuber : 20 min & 20-25°C.
Lire 1'absorbance & 506 nm contre un "blanc-réactif".
(2 essais sur le molt B aprés dilution éventuelle).
Hote : limite de linarité 4g.dm .
7. valider la méthode 4 l'aide d'une solution glucosée de
contrdle (1 espai) ; (titre fourni au candidat}.

COMETE RENDU

I- DETERMINATION DE_L'ACTIVITE ENZYMATIQUE DE L'ALPHA-AMYLAEE DBANB

UN EXTRAIT DE MALT.

pPrésenter les enregistrements obtenus pour 1'extrait E2 et pour la

1,
polution enzymatigue de valldation, aprés les avoir annotés, ou tracer
sur papier millimétré les courbes A{405 nmj = f{temps} pour les ’
diLfférents essals.
2. pDéterminer la concentration catalytique {CAT.CONC.) en U.dm—a t
- pour la solution enzymatique de validation. Evaluer le po
. urcent
d'inexactitude da la méthode. P neage
- pour 1'extrait E2.
Donnégg
(1) Une unité U correspond & la quantité d'enzyme gqui produit 1 pmol de
PHNP par minute,.
(2) Pour ce calcul, on prendra £ (PNP & pt 7,15)= 10%m3 .mo1 L. em~ L,
3. calenler l'activité de 1'alpha-amylase en U. par mg de malt.

11 - IDENTIFICATION ET DOBAGE DES GLUCIDES DANS UN MOUT.

11.1.

Analyse de la composition qualitative par mini-CCM.

1. toller le chromatogramme, convenablement annot&, sur la
feuille distribuée & cet effet.
2. p&terminer la composition gualitative du molt en glucides.
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Ir.2, Dosage du glucose dans le molt par la méthode 4 ia glucose-

oxydase (Méthods de TRINDER).

1. Calculer la ¢oncentration massigque en glucose de la solution
Gtalon.

2, Calculer les concentrations masgsiquea en glucoze de la
solution glucosée de contrdle et du mofit.

3. Evaluer le pourcentage d'inexactitude de la méthode.

Microbiologie Biologie cellulaire et moléculaire
(80 points, 4 h 30)
1°_jour

Lg chronclogie des manipulations sera indiquée aux candidats en début d’épreuve.

MICROBIOLOGIE (55 points)

La microbiologie des boleasons alcoclisées porte essentiellement t

-~ Bur les processus mlcrobiens de fabrication,
- Bur les altérations de qualité duee A des germes banaux.

La présente &tude se propose d'aborder ces deux aspects A partir de la bisgre.

Les altérations peuvent intervenir & divers niveaux de la fabrication i
—~ contamination du malt broyé et humldifié&,
- développement de moisissures, de levures "sauvages" et de
bactéries en surface du mofit,

Un contr&le dea circults de fabrication et dee conditionnements videa est
particuliérement important dans le cadre des industries brasasicoles : de nombreuses
contaminations causant des accidents de fabrication sont provoquées et entretenues
par le matériel ou les appareils qui peuvent se comporter ocomme des "nide"
mloroblens.

I = CONTROLE MICROBIOLOGIOUE DU PROCESSUS FERMENTAIRE

Le moGit M a &té ensemencd par environ 15 millleone de cellules de Saccharomyces
cerevisiae par cm”. La population maximum en fin de crolssance est de 1'ordre de 60

millions de cellules paxr cm™.

I-1, Vvérifier les caractéres morphologiques de la souche.
I-2. Rechercher par examen mlcroscopique les éventuels contaminants du moQt.

I-3. FEffectuer la numération des levures par un comptage hématimétrique
et déterminer la population des cellules mortes et vivantes par une
coloration au bleu Trypan.

Préciser, sur le compte rendu, les observations ou résultate.
Interpréter éventuellement et conclure.
II - CONTROLE DU PRODUIT FINI

II-1, Contrdle de  stérilité d'un réciplent prélevé sur
d'embouteillage

une chaine

Une é&tude récente, réalimée sur un lot de bouteilles vides, & révéls |
présence de bactéries coliformes et a conduit l'usine A& modifier en  procsdé d:

nettoyage des emballages.
Afin de contraler l'efficacité du traltement de décontamination, une bouteille

prélevée sur ls chaine d'embouteillage est rincée & 1l'aide d'un volume connu d'eau
physiologique stérile additlonnée de 0,05 % de Tween 80.
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Le liguide de ringage est r&colté dans une fiole d'Erlemnmeyer E : volume total
50 cm>. Contrbler 1'efficacité du traitement de décontamination par la technigue de
filtration sur membrane.

Remargues :

1. La technigue sera réallisée en présence d'un examinateur.

2. Deux filtrations seront effectudes :
- un esgal sur V1 = 20 en’ et incubation du milieun a 37ec
— un essai sur V2 = 20 cm” et incubation du milleu & 44°C.

IT.2. Identification d'un coliforme € présenté  sur _gélose nutritive
inglinge.

procéder 4 la détermination de 1'espé&ce sur galerie miniaturisée.

YIT -~ IDENTIFICATION D'UN MICROORGANISME CONTAMINANT, ISOLE A LA
SURFACE DU MOUT

Le contaminant a 6té& isolé sur gélose Sabouraud-Chloramphénicol et incubé
durant 4 jours & 28°C : bolite A.

Identifier c¢e contamlnant.

Conclure.

on désire é&tudier l'effet de 1l'ingestion de biére sur la production de
prolactine.

La mesure du taux de prolactine est effectufe par une méthode
immunoenzymatlque.

Manipulatiop !

Réaliser le titrage d‘un sérum S (2 essais) en utilisant le protocole
joint en annexe (Biotrol - Tandem E prolactine)

Compte rendu

~ Présenter les valeura d'absorbance mesurges sous forme de tableau.
~ Exprimex les résultats obtenus en ng.cm - et les commenter.

20 i; r

MICROBIOLOGIE
€O LE DU RECIPT D'EM LAGE

- Dénombremeﬁt des coliformes a 37°C et 44°C.
- Identification de la souche C.

- Conclusions.
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présentation

B 01303
Tandem E Prolactine
100 détarminations

principe

Le sérum est mis simuitanémant en contact

avec:

e un anticorps mongclonal, marqué A la
phosphatase alcaline {conjugus PAL),
dirigé contre un premier site antigénigus
dn la malécule de prolactine,

# une bille recouvarte d'un anticorps mono-
clonal dirlgs contra un second sita de la
mokbcule (différent du pramier site),

Aprés la formation du complexe bilie-
olactine-conjugué PAL, un lavage dlimine

'axchs de conjugud PAL,

L'activité enzymatigue restant lide & ls billa

eat proportionnells A Ia quantith da prolactine

Intreduite dans le tuba,

réactifs

Composition :

Ep : 4 ml sérum négatil.

E :2ml dtalon (Le valeur expéte de
I'étaton E est Indiquée sur I'dtiquette
Hu flacon).

C1 : 2 ml contrdle positif & enviren
20 ng/ mi

C2 : 2 mi contrdle positif & anviron
150 ng/ mil.

1 : 100 blllss racouvertes d’'un antlcorpa
manoclonal anti prolactine.

2 : 20 ml conjugué PAL: nnilnorga mono-
clonal anti prolactine fié 4 ta Phospho-
tase alcaline.

3 ¢ 20 m! solution de lavage concentrée.

44 : substrat Imi

P. nitro phenyl phasphata}.
4p ¢ diluani pour substrat. 30 mi
6 : 250 mi solution de bloquage (EDTA),

Préparation

Réactit 3 : & diluer dans 2000 ml d'agu
distillde.

Réactit 4 :Mélangar dans un tube A hémo-

lysa
réactit 4, Cee e 1 volume
réactifd, . .. ... 10 volumes

L'étalon E et les conirdlas Clet C2 sont &
reconstituer avac chacun 2 mt d'enu distillée,

1, ue gu Foln, 756140 PARIS Cedax (3

Té. (1) 42.77.81.10 - T8ex 6TCTI6

SOMMANDES CLIENTS : Téi. (1} 34.72.67.22
Téisx BYTHES

<Sboracires BIOTROL

S .A. Copital 4.930.500 F
R.C. PARIS B 572022804

TANDEME
PROLACTINE

mode opératoire
1 Dans 3 tubes & hémolyse, introduirs, dans I'ordre ;

Rémetif 1..................
Sérum négatif.............
Etalon.......coocovveninn..
Echantillon ................

Agiter énergiguement le portoir.
Réactif 2.........

Témoin | Etmlon | Dosage
1 billa | 1hille | 1 billa
... 25 ul - -
- 26 ul -
e - - 26l
200 | 200 | 200

Laissar incuber 2 heures en agitation continue * & température ambiante.

2 Laver trés soigneusement les billes et les parois des tubes avec environ

4 inl de solution de lavage.
Effectuer 3 fois cette opération.

3 Ajouter dans chaque tube :
acti

. 200 | 200 | 200

incuber 3C minutes au bain-marie 4 37°C,

4 Ajouter:

Réactif 6...................

o 1Em | 15ml | 1,5ml

Lire & 405 nm les D.0. du dosage et da I'étalon contre le témoin.
La coloration est stabla au mains 30 minutes.

Asmarques: « |l-ost racommandd de faive fes dosa

4 an double.

e Le coffrat contisnt 2 sdrums positifs {C1 ot £2} qui t
contrble da raproductibiiit interadris, } qui peuvent servir de

* Utliser un agitataur horizomal (V = 1 70-t/ hm).

Conservation

A 2-8'C jusqu'a |a date da péremption.

Le réactif 3 dilud se conserve jusqu'd la
date de pdremption indiquée sur I'étiquetta.
L'étolon E ot les conlrbles C1 et C2 reconsti-
tuds se conservent 2 mais & +4°C.

I‘;o2 rggmif 4 raconstitud se conserve 7 jours

prélévemaent

Sérum ou plasma hépariné.
(FEDTA ne doit pas dtre utiliad),

résultats

Les densités optiques obtenues sont propar-
tionnelles aux concentralions | un seul point
d'étalonnage suffit,

Concentration = 2.0, 403808  cuncantration
de profactive * D.0. étalon dp I'dtalon

Minimum déiaotabla : 1,5 ng/ ml

Pour bes taux supéreurs & 150 ng/ml
recommancer l@ dosage sur une dilution
appropriéa de [léchantillon dans Fétalon
26ro, Multiplier le résultat par le facteur de
dilutien appliqué.
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valeurs ususlles

La prolacting & &té déterminée chez 281
personnas. Les résuliats sont reqgroupds
dans is 1ableau ci-dessous.

Moysnna Nombra
gbamétr, Intervaite d'sbasrer
ingfmh | 4RER | e
Femmas am 2,3-17.2 163
| Hommen £,62 16-152 128
| _votaL [EY] +8-172 261
Spéoificitd :

Aucune réaction croisée n'a pu 8tra ditectéa
avec les hormones suivantes: LH, FSH,
TSH, GH, hPL,
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Epreuve professionnelle de synthese
deuxiéme partie : réalisation pratique d'opérations
techniques  Sujet
Durée 10 heures coefficient 8

Biochimie 5 heures (85 points, 5 h)

Le lait et les proeduits laitiers sont des &léments importants de 1'alimentation
humaine.

La p-galactosldase ( P-b—galactoside galactohydrolase, E.C 3.2,1.73, lactase)est
une enzyme utilisée dans 1'industrie laitidre pour transformer le lactose, asser peu
digeste, peu soluble et de golit peu sucré en un mélange de sucres plus intéressants
sur les plans gustatif et nutritif. L'une des voles prometteusec en industrie agro-
alimentalre est 1'emploi d'enzymes immobilisées.

La manipulation se propose de compater les paramétres cinétiques de 1'enzyme
smnobilisée (activité spécifique, constante de MICHAELIS) & ceux de l'enzyme soluble.
La connaissance de ces paramétres est, en effet, fondamentale dans la modélisation de
L'activité enzymatique.

La _réacl:ion catalysée par la Pp-galactosidase est la sulvante :
lactose + Hz0 ————) galactose + glucose

Le substrat utilisé ici est un substrat synthétique :
1'ortho-nitrophényl f-D-galactoside (ONPG). Son hydrolyse permet d'obtenir de
1'ortho—nitrophénel (ONP). Un suivi spectrophotométrique de la réactlion enzymatique
est aisé, dans la mesure ol -1'ONPG et L'ONP possédent des spectres d'absorption
différentiels. (Voir ci-dessous).

A 1:0- nitrophénol

210 nitrophényl galactoside

0.5}

i i N

as0 400 450 500 550 nm

La longueur d'onde choisie est de 410 nm ; 1'ONPG n'abscorbe pas ou peu et
1'ONP a tn coefficlent d'absorption molalre de 3300 L.mol~1.cm~*.
- DES 1! RAT TQUE tec que _ de
LOWRY). (30 points) . ’
Le réactif de FOLIN-CIOCALTEV (phosphotungstomolybdigue) utilisé pour doser les

phénols donne une coloration bleue avec la plupart des protdines. Cette méthode
permet de deser les protéines dans les milieux dilués.

Réac .
= sofution de sérumalbumine bovine (BSA} a 0,2 g.1-t

~ réactif A de LOWRY 3 NazC0s & 2 % dans MaCH 0,1 mol.}-1

— réactif B de LOWRY : mélange CuS0a,6H20 & 6§ g.l-! et tartrate Na-K a
10 g.1-*

~ ‘réactif C de LOWRY : mélange extemporané des réactifs A et B dans un
rapport de 1 wvolume de 8 pour 50 volumes de A.

~ réactif de FOLIM dilué au 1/2.
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2

. Ma t .
~ Les prises d'essai de la solution de BSA, de la solution enzymatique
diluée, ainsi que la dflution de la solution enzymatique sont & réaliser
4 la pipette manuelle.
~ Les volumes de réactif C de LOWRY et de réactif de FOLIN sont respective-
ment délivrés au distributeur et & la pipette automatiques.
3. age.
~ Dans 5 tubes a essals, introdulre la solution de BSA & raison de 0 ;
0,25 ; 0,5 ; 0,75 et 1 ml.
~ Compléter & 1 ml avec de l'eau distilléa.
~ Ajouter 5 ml de réactif C prét a 1l'emplod.
-~ Mélanger le contenu des tubes et laisser au repos pendant 10 minutes.
Ajouter rapidement 0,6 ml de réactif de FOLIN dilué au 1/2 et mélanger.
-~ Laisser 30 minutes & l'obscurité et lire l'absorbance a 650 rm.
1.4, Dosage.

- Procéder comme pour 1l'étalonnage & partir de 1 ml de solution enzymatique
dilude auy 176, Deux essals sont demandés.

1.5, Résultats.

-~ Tracer la courbe absorbance = f (mg de BSA).
— D&terminer la congentration en protéines de 1l'extralt enzymatique.

~ DETERMINATION ODES PARAMETRES _CINETIQUES DE L'ENZYME SOLUBLE.

(40 points)
On détermine la vitesse initiale par une méthode en 2 points en présence de

différentes concentrations en substrat.

2.1, BQGQ;L B

~ tampon phosphate de sodium 100 mmol.l=1, pH 7,2, centenant
MgSta 1 mmol.l-t '

- substrat : ONPG 20 mmol.l-* dans le tampon phosphate pH 7,2

~ enzyme

- Naz COax 1 mol.1-% pour bloquer la réaction.

2.2, Matériel.
- plpettes automatiques de 100 et 1000 ul
~ plpette graduée de 2 ml
2.3. Mesure de la witessg initiale.

- Dans 6 tubes & essais, introduire la selution de substrat & raison de
6,01 ;0,025 ; 0,05 ; 0,1 ; 0,2 et 0,3 ml.

~ Compléter & 0,9 ml avec le tampon phosphate pH 7,2,

~ Mettre les tubes au bain thermostaté & 30°C et laisser la température
se stabiliser pendant § minutes.

- Déclencher la réaction en afoutant 0,1 ml d'enzyme.

- Aprés exactement 3 minutes de réaction, arréter cette réamction par
addition de 2 ml de solution de NazCOs.

~ Lire 1'absorbance & 410 nm contre un témoin convenablement réalisé &
partir de 0,1 ml de sclution de substrat (la réalisation d'un té&moin
pour chaque diluticn de substrat ne se justifiant pas dans ce cas).

2.4, Résultats.

- Déterminer Km en mol.l-!et Vuax en U par ml d'enzyme.
= En déduire 1'activité spécifique de 1'enzyme soluble.

Donpée : 1 unité (U) corréspond & la quantité d'enzyme qui produit une
micremole d'ONP par minute. . .

92-35



- R ON AR 5 5
(15 polnts)
L'enzyme est piégée dans la gélatine, unme réticulation étant réallsée &
1'aide de glutaraldéhyde.
L'activité de L'enzyme immobillsée est réalisée dans des conditions
identiques a celles du pearagraphe 2.3.

3,1, Réactifs.

~ gélatine & 5 % dans ie tampon et maintenue & 45=C :
~ glutaraldéhyde & 1 % dans le tampon {manipulsr aveo des gants i DANGER)
- réactifs nécessalres & la détermination de 1tactivité

enzymatique. {veir paragraphe 2.1.).
3 ] sa .

t dans 6 fioles A uéage unigue ©,4 ml de

~ Intreduire successlvemen
1 de gélatine et 0,5 ml de glutaraldéhyde ( &

solutlion enzymatique, 1 m
la pipette automatique).
Agiter doucement de mani
~ placer les floles a 4°C pendant 10 mihutes,
minutes & la température du laboratoire.
— Rincer soigneusement 12 surface du gel et les

fois 5 ml de tampon. Egoutter les fioles.
—~ placer les floles au bain thermostaté & 30°C et attendre 5 mlinutes.

3.3. Wesuyre de la vitessg inltiale.

- Introduire respectivement 1 ; 0,9 ; 0,76 ; 0,8 5 0,26 et 0 ml de
campon. ceL O RUTEOEE

— Laisser les fioles & 30°C pendant 5 minutes.

-~ Démarrer ensuite les scinétiques enzymatiques en ajoutant le substrat
dans les fioles & raison de 0 ; 0,1 ; 0,26 3 0,6 ; 0,76 et 1 m}. La
durée de réaction est exactement de 3 minutes. L'arrét da la réaction
s'effectue & L'aide de 2z ml de solution de NazCOa.

_ Transvaser le surnageant des fiocles dans des tubes & hémolyse. En cas
dtapparition d'un trouble ou de particules en suspension, filtrer,

— Lire 1'absorbance & 410 nm,

are 4 éviter la formation de bulles d'air.
puls les remettre 16

parois de la fiole avec, 2

— Déterminer Km observé (ou K50) en mol.l-1 et 1'activité spécifique de
L'enzyme immobilisée {(dans les calculs, en ne tiendra pas compte du
volume de la phase solide). )

— Comparer les paramétres cinétiques de 1'enzyme soluble et de l'enzyme
immobilisée. ’

Microbiologie (75 points, 3,5h)
oLg lait ;: contréle bactériologique et transformation industrielle
1°_jour :
Le tsbleau des normes ci~dessous rassemble pour chaque type de lait les

différentes analyses légalement réalisées. sauf précision contraire, les normes sont
données pour un volume de lait de 1 om?.
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Hormes pour 1'emd LAIT CRU ) LAIT PASTEURISE CONDITIONNE
b dats hmio 4 jouns tprbe B dale kevke
mmll':umg:-nl de concommation mmml de consommotion
Micro orgonimes abrobist & 3 ¢ 90000 " 300000 30000 -
Cotormes 20° C C= - 0 1co
okformes féoau tlisance cbsence
¢ ! done 26003 cdone 250 omd
Slaphylococcus caeus - - Asance dans 250 cm) Absance dons 250 crnd
Sakmoneix obwence abeanice alence abearca
dare 1000cmd | dome 1000 em3 da250 cmd choore 250 o
Straplococcus - [+ hémolyt- obsence absence
aues dorw 0.4
Photphalae ) - - négaliva négalive
Petonycicse - ) - posliive pokitve
Stabite & Fabtion - sobla - slable
Aciditd (mrrdl dm-3) 1558195 1554105
Nombg de celldes soma-
fiques Inféneur & : 400000 400 o0

Le contrdle complet ne sera pas réalisd et le tableau ci-dessus précise surtout
le cadre dans lequel s'inscrivent les travaux ti-sprés.

1= __RECHERCHE ET_ DENOMBREMENT DE _STAPHYLOCOCGUS AUREUS DANS UN LATI
PASTEURISE. (20 points)
HANIPULATION.

Dgux laits pasteurisés conditionnés notés A el B sont ahalyses. A partir
de chaque lait ont été realisés les encemencements Suivants: :

~0,1 ml de lait étalé sur BAYRD-PARKER,
- 10 ml de lait inoculé’ en bouillon CHAPMAN doubile teneentration,
- 1 ml de lait inoculé en bouillon CHAPMAN Simple concentration.,

A& partir de ces milieux incubée 24 h & 37°C, pourewSvre lew ahglyseg,
Remargues : .

’ ~ L'identification des colonies suspectes cera réalistée 4 L'alde d'une
‘techrlque rapide sur lame proposée en début 4'épreuve.

- Parmi les aolonles testées, déterminer celles ldentifiées comme
Staphylococcus anreus.

- Rapporter le résultat en nombre de Staphylococous aureus par ml de
lait. _- Conclure. . L )
2.7 JDENTIFICATION OFES STAPHYLOGOCCUS AUREUS. ‘ENTEROTOXIQUES DANS UN
LAIT CRU. (35 points)

Le protocole offidiel (J.0. du 19.01.80) indique qu'il fsut soumettre aux teste
de la coagulase el de la thermonucléase les ¢olonies suspectes sur BAIRD-PARKER avant
de conclure & la présence de Staphylococcus aureus,

&n effel, seules les souches entérotoxiques intéressent le contréle alimemtaire .
et ~une relation semble exister entre la présence d'une thermoriucléase et la
production d'entérotoxine. .

Une étude systématique des ‘souches i{solées & partir de lait pasteuricé ek
identifiées wcomme Staphylococcus aureus grace aux caractéres coagulase @ et
Lhermonucléase @ a ¢té entreprise afin de précieer la relation 'présence d'une
thermonucléase ~ production d'entérotoxine”.
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Cektte recherche sera réalisée sur ung . Souche de Staphylococcus aurgus
présentée en bouillon soeur~cerveau incubé 24 K & 37°C,

La technigue officielle {incubation de 4 h & 37°C de -la pélase ADN - bleu
de toluidine ) &tant jrréalisable dans le. Camprs :mpartl a l'épreuve, ou
Incubers 24 h a 87°C

ﬂBNIEMLﬂ_lQE,
~ Découper dans la gélose ADN ~ bleu de toluidine 4 cupules selon les
indications données en début d'épreuve.
- Introduire dans un tube stérile une fraction de culture de Staphylo-
COCCUS aurels.
~ Porter ce prélévement 16 minutes au bain-marie a 100°C.
~ Remplir une cupule avec la culture chauffée.
~ Remplir une autre cupule avec la culture non chauffée.
~ Pratlquer de la méme fagon aves la culture témoin (la souche témoin
. posséde une DNase thermesensible).
-, Incuber la gélose AON - bleu de toluidine 24 h a 37°C,
2.2. Recherche .des entérotoxines staphylococciques A, B, C ef D, .par
agglutination passive réverse de particules de latex. '
A partir d'une fraction de la culture de Staphylococous aureus précédente
qui a été filtrée sur membrane de 0,22 wm, réaliser la recherche des
entérotoxines selen le modes opérateire ci-apras.

RededoMatérie) et réactife.

-~ plaque de microtitration en V et couvercle,

~ pipette de 26 ul,

-~ suspensions de latex sensibilisé par des Ig de lapin anti-
entérotoxine A, B, C et D,

- entérotoxines A, B, C,D,

- diluant : PBS.

2.2.2. Mode opératoire.

Remarque préliminalre : bien mélanger les réactifs au latex avant utilisation pour
obtenir une suspension homogeéne, ’
L'échantillon de filtrat de culture de Staphylococcus aureus nécessite 1'utilisation
de 6 rangées de B8 puits de la plaque de microtitratien plus une rangéde pour les
controles positifs.

~ Répartir 25 pl de diluant dans les 8 puits de chacune -des 5
rangées

- Ajouter 25 ul de filtrat de culture dans le premier puifs de
chacune des § rangées et effectuer des dilutions successives sous '
un volume de 26 xl, & l'exception du dernier puits qui ne doif
contenir que du diluant.

— Dans la 6™ rangée introduire :

2641 d'entérotoxine staphylococeique A dans le 1ev pults,

264] d'entérotoxine staphylococcique B danes le 2¥m® puits,

2641 d'entérotoxine staphylococclque € dans le 3% puits,

2541 d'entérotoxine staphylococcique O dans le 4dme puits,

* o+ % ¥

-~ fjouter ensulte +

* 26 gl de latex anti-entérotoxine 0 dans les B pulb. de ba
1¥re pangée et dans le ler puifs de la 6% rangév,

* 25 ul de latex anti-entérotoxine 1§ dans les 8 puils de La
otme papngée et dans le 2*™r puite de la 6%me rangée,

* 26 gl de latex anti—entérotoxine C dans lew 8 puiks de la
F¢me rangée eh dans le 3*me puits de la 6% rangfe,

* 25 gl de latex anti-entérotoxine 0 dens les & puits de la
4%me rangée et dans le Adme puifis de la 6= rangée,
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~ Mélanger le contenu de chaque puits par rotation de 1la plaque A
La main en évitant les débordements.

~ Recouvrlr la plaque d'un couvercly et incuber 20 & 24h & la
température amblante & 1l'abri de touke vibration.

3.~  RECHERCHE QES ENTEROBACTERIES ET DES COLIFORMES COMWME INDICATEURS
DE LA QUALITE MICROBIOLOGIQUE DU LAIT CRYU. (20 points)

La recherche des coliformes comme indicateurs de la qualité microbiologique
d'un aliment est discutable pour 3 raisons

) ~ les ooliformes constituent un groupe mal défini et le nombre do
coliformes varis selon les techniques de dénombrement employées,

~ les populations de bsctéries lactose (B (coliformes) peuvent étre
dominées par des bactéries lactose(®.

UFC/ml Entercbacteriaceae

Le rapport diau est variable et dépend
UFC/ml coliformes

de 1'écologie mlicrobienne de l‘aliment, (UFC = unité formant colonie)

-~ la plupart des entérobactéries pathogénes sont lactose &, alors que
les colifermes sont lactose & .

11 en résulte que l'uti]iﬁgtion des coliformes comme indicateurs dans un
aliment pour lequal le rapport ae est éleve semble moins justifié que celle des
Enterobacteriacess, droupe mieux défini et plus représentatif.

MANIPULATION : détermination du rapport éi dans le lait: oru.
Réziiser le dénombrement des coliformes et des entérobactéries en miliey
solide selon la technique en double couche & partir du lait cru non dilué et dilué au
1/10 ¢t au 17300 (diluant : tryptone sel)

Milieuw utilisés :
~ gélose VRBL (viclet cristal, rouge neutre, bile, lactose),
+ gélose VREG (vieleh cristal, rouge neutre, bile, glucosa).
Tnocubation & 30°C.

o

r

I = RE CHERCHE ET DENOWHREMENT DE_STAPMYLOCQECUS AUREUS DANS UM LAIT
PASTEURISE.

~ Résultats expérimentaux et conolusions.

2 = JXDENTIFICATION DES STAPHY .LO—M—_MEMD_EHMHJ
LAXT CRY.

2.1. echerche de cléas
~ Résultat pour la souche de Staphylococcus aureus,
~ Résultat pour la scuche témoin.
- Conclusion. )

2.2. Recher des otox ta oc

— pnalyse quallitative des résultats.

- fAnalyse quantitative des résultats : la sensibilité de ce test
étant de 0,6 ng.ml-%, - donner, dans le cas de résultat(s)
positif(s), la teneur en entérotoxine(s) de 1'échantillon testé.

Expli 1 ileul |
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— Validation des résultats :
- lecture des témelns,

— discussion.

Le degré d'agglutinaticn s'obtient par comparaison avec les. figures cl-aprés :

@@OOO

- (=) (+) (++) (+++)

Les résulbats classée de + & +++ sont considérés comme positifs.
_RECHERCHE. DES 'ENTEROBACTE E..R.I.ﬁﬁ_EL.IJ ES GCOLIFORMES COMME INDICATEURS
DE_LA_QUALITE MICROBIOLOGIQUE DU LAIT ERY.

pénombrement : résultats expérimentaux et expleitation:

: £
- Calecul du rapport éa
— Conclusion

Epreuve professionnelle de synthese
deuxiéme partie : réalisation pratique d'opérations
techniques  Sujet 3
Durée 10 heures coefficient 8

Biochimie 5 heures (85 points 5 h)

L'ordre de déroulement des manipulations sera indigué aux candidats en début

d'épreuve
L'oeuf de poule est un aliment complet de tré&s haute qualité. Son apport est

indispensable dans maintes recettes alimentaires familiales et industrielles.
Une industrie des ovoproduits a'est développfe depuis quelque temps et met Bur
le marché des produite pasteurisés et congelés destinés aux boulangeries,

pAtimseries, traiteurs, restaurants.
La compooition aommaire des oceufs entlers est la suivante :

matidres eéches 23 %
matilres grasses 11 %
protéines 11,5 %
sucres réducteurs 0,8 %

Le pH est de 7,5,
" Le jaune est riche en lipides et la quantité impertante de cholestérol pose un
probléme diététique.
Le blanc est exempt de matidres grasses et contient de nombreuses protéines dont

1'ovalbumine.
L'é&tude portera sur :

- le domage du cholestérol dans le jaune d'ceuf,

= l'analyse des protéines du blanc d'oeuf :

* &lactrophorése,
* détermination de la teneur en albumine d'un extrait obtenu par

précipitation au sulfate d'ammoniuvm.
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1 ~ DOSAGE ENZYMA DU CHOLESTEROL DAN E J 'OEUF,

1 - Principe @

- saponification des stéridea par la potasse méthanolique 4 chaud et
extraction du cholestérol

~ desage 1

(1) en présence de cholestérol oxydase, le cholestérol est oxydé en
cholesténone.

(2) le peroxyde d‘'hydrogéne formé oxyde le méthanol en méthanal sous
l*action de la catalaase.

(3} le méthanal réagit avec 1'acétylacétone et 1'ammonium pour donner un
composéd jaune, la lutidine, dont on mesure 1'abaorbance & 405 nm.

cholestérol
> [14 cholesténone + H, 0,

(1) cholestérol + 0,
oxydane

catalase

(2) Hy 0, + méthanol > 2 H 20 + mé&thanal

{3) méthanal + NH4+ + 2 acétylacétone ——> lutidine + 3 H, ©
2 -_Mode opératoire :
* Saponification et extraction t 1 esnai

Dang un ballon rodé de 250 ml, peser exactement une masse m de jauna d'ceuf
comprise entre 1,2 et 1,49, Ajouter 20 ml de potasee mé&thanoligue 4 1 mol/l, 10 ml de
propan~2~ol -{imopropancl) et quelques billes de verre. Agiter, Chauffer 30 min a
reflux (chauffe ballen &lectrigue ou bain-marie} ; agiter 2 ou 3 fols 'au cours de
cette opération.

Laiseer refroidir la sclution trouble. Transvaser dang une fiole jaugée de 50 ml
et compléter avec du propan-2-ol. Mélanger. Flltrer une fraction et utiliser cette
solution limpide pour le dosage.

* Dosage du cholastérol : 2 essals

Réactif I 3 tampon pH 7,0 (phosphate d'ammonium 0,8 mol/l)
méthanol
catalape
acétylacétone

Réactif IT : sugpension de cholestérol oxydase

Introduire dans 3 tubes A hémolyse

Témoln Egsai 1 Eagai 2

Réactif I (ml) 2,50 2,50 2,50

Solution limpide & domer {(ml) 0,20 0,20 0,20
Réactif IT (ml) - 0,02

] 0,02

Bien mélanger, boucher les tubes et les laisser 60 min au baln thermostats A
arec,

Lajsser refroidir 3 température ambiante et transvaser dans des cuves.

Lire 1'absorbance des essais contre le témoin & 405 nm.
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Don

Ccefficient d'abeorption de la lutidine & 408 mm : = 7,4.107L.mol”

Résauitate i

calouler la concentration massique en cholestérol dans la solution

limpide dosée.
En déduire la masse moyenne de cholestérol par gramme de jaune d'oeuf.

; 1

cem-1

manse molaire du cholestérol 1 386, 6g.mol ™)

2 - EE DES PROTEINE 1 ORUF

Préparation de 1'extralt d'ovalbumine 3

blanc &'oeuf

+ aulfate d'amnonium & % saturation pH = 7

v

> surnageant > extrait d'ovalbonine
dessalé et concentré
sur membrane filtrante

précipité de protéines

2.1._ Mis n_& ance F-] rotéi ar ctrophordse

sur _gel A'acétate da cellulose : 1 essal
2.1.1. Mode opératojre :

Suivre la fiche technique donnée par le centre d'examen, en fonction
du matériel utilisé.

- Electrophorése en tampon véronal pH = 8,6 1
force ionigque = 0,06 mol.l”

- D&pSt de 3 &chantillons différents au centre de la bande :
% blanc d'oeuf dilué au deml dans du Nacl A 9g/1
* extralt d'ovalbumine
* gérum animal servant de témoin

- Migration

- Coloration par le rouge Ponceau

- Transpaxisation

2.1.2._Résultate :

Annoter la plaque d'&lectrophordse.
Comparer, 1a migration des protéines du blanc d'oeuf A celle des

protéines sériques.
Comparer la composition de l'extrait préparé & celle du blanc d'oauf.

2.2, e _de ; v t

L'extrait d'ovalbumine ast dosé par la méthode du biuret ; 11
ept suaceptible de contenir 25 & 35 g/l .de protéines.

2.2.1. Easaig :

Effectusr 3 essais avec des volumes différents d'extrait
purifié. Suivre le méme mode upératoire que pour
1"étalonnage.
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2.2.2. a4l H
‘Préparer une gamme de & tubea A eamais contenant de O & 1 ml
de golution étalon d'ovalbumine & 20 g/)l. Compléter A 1 ml
avec Nacl & % g/l. Rjouter 4 mli de réagtif de Gornall.
Agiter, attendre 30 min minimum & l'obscurité et lire au
spactrophotométre & 540 nm,

2.2.3. Répultate *
Préesenter scus forme de tableau la composition des tubes
{gamme at eusain) ainsi que les résultats expérimentaux.
Tracer la courbe d'#talonnage et mettre an évidence la
concentration d'ovalbumine & partir de laquelle la loi de
BEER-LAMBERT n'aest plus respsctée.
Déterminer la oconcentration maseique en protéines de cet
extralt purifié.

Immunologie -Microbiologie (5 h, 75 points)
1° jour (3 h)

Les deux parties su sujet sont indépendantes. Les manipulations ne seront pas forcément réalisées dans

;'oéfrie indiqué. fe candidat, aprés lacture de Fansembla du sujst, doit adoptar l'organisation de travall la plus
udicieuse. :

La production des.ovoprodults n‘c_uuuitu la miss en oceuvre da dlfférantes
techniques de contrdle :

- gontroles vétérinaires das &levages de poulans,
~ contréles microbiologigues des ovoproduits.

I _~ CONTROLES VETERINAIREE MVICOLES (40 points).
Des affections viralew, parfois trds graves, pauvent 8tre observées chez la
poule. ’
C'ast le cas de la maladie de Marek -~ provoquée par un virus présentant des
analegies avec celul de 1'Herpde humain - dane laquélle on observe une prolifération
lymphocytalre avec infiltration dans la systdme nerveux, entralnant une paralysie de
Ltanimal.
Un vaccin, assurant une certaine protection danm les &luvages, a pu 8tre
mies au polint cortre cette maladie d'sutant plus redoutable gqu'elle est fortemant
contagieusa.

-I1 s'avére parfois nécessaire de mettre en oeuvre des techniques
immunologiques pour diagnostigquer la maladie ou contréler une immunits.

La réaction de fixation de complément (R.F.C) est l'une des méthodes
utilisées,

d 4 Sment: .

On dispose de 3 sérims inconnus, d'antigéne viral et de complément titré
(sérum de cobayae} contanant § CH 50 dans un volume de 50 ul,

Les dilutions seront réalisées en tampon véronal Ca-Mg. )

Oon se propose de réaliser un test qualitatif (dilution 1/4) sur deux .des
trois eérums incomnus ("Sa" n®... et "Sb" n°...) ot un test quantitatif (dilutions
1/4 au 1/256) sur le troipidme ("8c" n®...).

On souhaite, d'autre part, vérifier le tltre d'un autre lot de complément
("Cx" n®...) fourni,
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1.1, Manipulationg. Premier temps
i.1.1. - Teate gqualificatife et quantitatifs.

- Les egérums &tudiés ont &té préalablement inactivés par
chauffage.

Diluer au 1/4 chacun des sérums pura fournis.

Réaliser pour le sérum inconnu “S¢* des dilutioms du 1/8
au 1/256. Ces dilutions seront faites en plaqua dans un
volume de 25 ul.

Effectusr la réaction selon le protocole sulvant :

1

i

- pérum dilué : 25 pl,
- antigéne viral 25 ul,

- complément (5 CH 50) 1 50 ul.
1.1.2. R.F.C., : Témoing :

« Préparer les témoins suivanta :

- témcoins pérums (sans antigéne),
- témoin antigéne (sane aérum),
- témoin systdme hémolytigque (sans sérum nl antigéne).

1.1.3. contrdle du titre d'un complément,

- Réaliser des dilutions du complément &tudi& fourni ("Cx")
du 1/2 au 1/16. _

- Effectuer le titrage (avec.le complément pur et chacune des
dilutions pr&cédentes) en utilisamt le protocole de la
réaction (1.1.1.) mais en remplagant le eérum par du tampon.

1.1.4. 1 bat [0 1 &,

- mélanger (agltateur rotatif - 3 min).
- Recouvrir d'une feuille adhésive et lncuber la plague &
4 - 6°C. jusqu'au lendemalin,
1.2, Com rendu

Préciser i
- la disposition des différents essals sur la plaque,
- la composition des témoins,
- la technique de réalisation des dilutlons.

II - CONT E_MICROBIOL DEB QPRODUITS {35 | t

Le contrdle microbiclegique des ovoprodulte pasteurlisés consiste généralement A
effectuer le dénombrement da la flore adrobie mésophlile, des ccliformes fécaux, des
staphylococcus aureus, et la recherche dea Salmonella.

Le contrdle complet d'un &chantillon A de Jaune d'oeuf pasteurisé ne sera pas
réalisé ; seule la recherche deg Salmonells sera envlisagée.

2.1. Recherche et 1ggﬁj-,ifiggtion de Salpmonella

Opératlons pré&alablement effectusdes :

- Préenrichissement ;
25 gragmon de jaune d‘'ceuf pasteurisé ont 6té mélangés 2
225 ocm® d'eau peptonée tampennse. Le milieu ensemencé a été
incub& 4 h & 37°C.

- Enrichissement : ) )
10 em® de bouillon au #élénite de podium ont &té ensemencés
par 1 om” de bouillon de préenrichiseement et incubée 24 h 2
42°¢.
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- Inclement

Un isolement @ur ?ilieu DCL selon Hynes (5g de désoxycholate
de sodium par dm~) a &té réalisé A partir du bouillon au
gélénite, pulp incubé 36 h a 37°cC.

Oon dispose de cet igolement noté DCL A.

2.1.1.

2.1.2,

4.7,

bDiscrimination des colonies “"suspectes™.

Aprés observation macroscopigue de 1l'isolement et repérage
des colonies "suspectes", réallser upne discrimination rapide
{2 b)Y des coloniea & identifier.

5 colonies, dont le cholx sera justifid sur le compte rendu,
seront teptées par la technique proposée.

Identification’

Procéder & 1l'identification d'une colonie présentant une
forte suppicion de Salmonella, et A son repiquage sur gélose
nutritive.

e d' [+] de 8 onella

Une analyse portant sur un autre échantillon (noté B) de jaune
d'veuf pasteurisé a permis de révéler la présende de Salmonella
enterica sous-espdoe enterica pérotype typhimurium.

Réalimar, & l'aide des disques d'antiblotique fournis, un
antiblogramme de cette Houche présentée en boulllon de Muller-
Hinton .de 18 h noté M.H.B.

2°

I - CONTROLES VETERINAIRES AVICOLES (40 points)
1.1. R.F.C. et titrage de complément : 28me tempe de la réaction

- On dispose d‘'une suspension de globulea rouges sensibllisda ("GR-5")
préparés en mélangeant, & volumes é&gaux, une suspension de globules
rouges de moutons & 2 % ekt un sérum hémolytique convanablement dilué.

- Une solution d'hémoglobine obtenue par hémolyse totale d'une sugpensicn
de globules rouges & 1 % est &galement fournie ("GR-H").

- La plague a été remise & la température ambiante depuis 15 min.

- Rjouter 50 pl d'hématies senmibiliabes dans les cupules "réaction",

"titrage de complément® et "témoins".
- Mélanger et incuber la plague 30 minutes au baln thermcstaté & 37°C, en

agitant toutes las 10 minutes.

1.2, Gamme de lecture s

- Préparer,

dans la plaque, une gamme de lecture selon le protocole

suivant (volumes en pl)

GR-H - 12,5 25 a7,s 50
GR-8 50 37,5 25 - 12,8 -0
tampon 100 100 100 ico 100
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- Préciser, dans le compte rendu, l'emplacement de cette gamme sur la
plague.

1.3. ecture et concl ne t

Centrifuger la plaque 3 minutes & 1 300 t/min.
péterminer lea pourcentages d'hémolyse de chaque cupule.

" Indigquer pour chaque dilution des sérums 1'intensité de la réaction
de -~ A& +H+t . )
Déterminer - le titre du sérum "Sc" (on prendra comme critére une
hémolyse inférieure ou &gale & 25 %).

- Donner les conclusions relatives aux sérums “Sa“ et "sh".

Préciser si le complément testé “Cx" pourralt é&tre utilisé pour la

R.F.C.

Remirque * la plague sera laisaée sur la paillasse en fin de séance.

1

II - CONTROLE MICROBIOLOGIQOUE DES OVOPRODUITS (35 points).
Les critéres microbiologiques relatifs aux ovoprédults stipulent lrabsence
da Salmonella dans 25 grammes d'é&chantillon. :

2.1. procéder aux tests complémentaires permettant 1l'identification de
la souche suspecte (sérotypage compris).

Conclure.

2.2, Lire 1'antiblogramma.
Gonclure.
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Epreuves de la session 1993

Epreuve de Francgais
Durée 4 heures Coefficient 3

Las conditions de production de l'information.

Il n'y a pas que ie medium et le message, il y a, nous I'avons vu, le récepteur. Il y a aussi les centres
qui produisent, cholsissent, contrélent, commandent |'information. Le contréle de ces centres de controle
pose un probléme obsédant : peut-on le lalsser aux intéréts privés, c'est-a-dire au contréle de l'argent,
faut-il les soumettre au contrdle de I'Etat 7

D'oll le dilemme : presse d'argent ? presse d'Etat ?

Examinons la notion de "presse d'argen. . A un premier regard, elle signifie "presse pour gagner de
I'argent”. Presse donc qui traite I'information comme une denrée marchande, sélectionnant I'information
rentable et &liminant I'information non rentable. Selon ce critére, 'extraordinaire, le surprenant, le
nouveau d'une part, mais aussi I'obsédant, le passionnant, 'adorable, le haissable sont hautement
valorisés. D'ol) une presse & “sensation”, qui choisit et produit ce qui crée des sensations ; d'un coté, la
grande presse d'infarmation mettant en relief tout ce qu'il y & de surprenant, happant in extremis
information de dernidre heure, de I'autre, la presse qui racénte des histoires archétypiques - amours
divins, sacrés-profanes entre olympiens modernes (vedettes de Cinéma, tétes couronnées, etc.) - et qui,
pour cela, produit des pseudo-informations se conformant aux besoins mythologiques.

La presse d'argent est donc soumise & cette double tendance, et c'est 4 cette double tendance
qu'essaie d'échapper la presse d*opinion, qui vend non tant de |'information que le sertissage idéologique
de l'information, ce qui nous raméne aux problémes précédemment examinés de ta relation

" idéolagiefinformation.

A un second regard, la notion de "presse d'argent” signifie non seulement "presse pour gagner de
l'argent”, mais aussi presse sélectionnant I'information selon I'utilité qu'elle comporte & I'égard du
pouveir de l'argent, c'est-a-dire le systéme capitaliste. I¢i, il ne s'agit plus seulement de faire de I'argent
par l'information, it s'agit aussi de soumettre I'information au pouveir de l'argent.

Cette tendance se développe naturellement dans la presse d*argent. Mais il faut remarquer gu'elle
peut se heurter &1a tendance 3 “faire de I'argent” ; en effet, une information "sensationnelle”, qui fait de
I'argent, peut étre contraire 3 |'intérét du pouvolir de I'argent {scandale financier), mais elle ne peut 2ire
tue, $'il y a concurrence.

Il y a donc une contradiction interne dans la presse d'argent, et cette centradiction, vitale pour
I'information, ne peut étre maintenue que dans et par la concurrence.

La concurrence entre journaux, radios, télévisions, la concurrence des sources d'information donne
des charices a l'information que |'argent ou F'Etat veulent étouffer. Une feuille marginale commence
lancer la "révélation” : il devient alors possible, et t6t ou tard, probable, que 13 ol il y a concurrence,
I'information sortira et se répandra dans I'ensemble des media. Ainsi, C'est dans le systéme le plus
capitaliste, mais aussi le plus concurrentiel en matiére de presse, radio, télévision, le systéme américain,
que les "scandales” de My Lay et du Watergate ont pu finalement envahir la vie politique et avoir {es
effets que I'on sait*.

C'est parce que I'information vaut de |'argent que finalement Fargent lui-meéme concourt 3 diffuser
I"information dont le sens conteste le pouvoir de |'argent. Par contre, |a ol l'information est dénuée de la
valeur marchande, 13 ol peut jouer une censure, c'est-3-dire 14 ol il ¥ a monopole d‘Etat, alors
I'information contestataire est chassée des media.

Aingi, sous le probtéme presse d'argent/presse d'Etat s'en cache un autre qui ne le recouvre pas
entiérement : concurrence/moncpole.

) Pour qu'il y ait concurrence, il faut qu'il y ait pluralité véritable des sources d'informatian. Et c'est
dans et par la pluralité des sources que peut surgir l'information dans ce gqu'elle a de dérangeant.
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En fait, il peut y avoir concurrence au sein des systémes sous contrble d'Etat, quand il y a
institutionnellement et socialement relative autonomie des sources. Les media d’Etat, en France,: sont
inscrits dans un systéme e concurrence comprenant la presse natlonale, fes radios périphérigues, les
grandes agences internationales. |l faut surcontroler les media et clore hermétiquement la société pour
occulter les grands événements nationaux et internationaux. Mais, méme dans les pays clos, des
informations &trangéres fiktrent 4 travers le brouillage des andes radios. La plan&te subit mille contraintes,
mille censures, mille déformations locales et nationales dans I'information, mais, plus ou, moins mal,
lentement, difficilement, 'informatien circule. L'hégémonie des grandes agences anglo-saxonnes sur une
partie du globe contient en elle-méme |'antidote au monopole : la concurrence. ’

Edgar MORIN, Pour sortir du XX# sidcle, NATHAN Points, 1981 pp.44-46

* Le massacre de My Lay a lieu en mars 1968. L'information est étouffée dans/par I'armée U.S.
L'obstination d'un journaliste finit par |a faire marginalement percer. En novembre-décembre 1969, elle

remplit tous les journaux américains.
QUESTIONS

1. Vousrésumerez cet extrait en 220 mots. Une marge de plus ou meing 10% sera tolérée.

{8 points)
2.  Expliquez les expressions suivantes :

- “des histoires archétypigues”

"sertissage idéologigue de I'information.”

(2 points)

3. Commentez et discutez I'affirmation d'Edgar MORIN : "La concurrence entre journaux,
radios, télévisions, 1a concurrence des sources d'information donne des chances a

I'information que |'argent ou |'Etat veulent éfouffer.”

(10 points)

Epreuve d'Anglais
Durée 2 heures Coefficient 2

SPACE QUEST FOR PERFECT PROTEIN CRYSTAL
Busan Katz Miller, washington bc

A PROTEIN derived from a deadly
toxin found in castor beans (1) floated
in space aboard the shuttle Columbia
last week, as part of an experiment
that ocould lead to new treatments for
diabetes, arthritis and other diseages.
Scientists hope that the protein,
unhampered by gravity, will form more
perfect crystals than it doee on Earth.
The- crystals ehould help them to
understand the structure of the protein
and subgequently design better versions

of a class of drugs known . as
inmunotoxina.

The cartor-hean derivative, known
ag 'recomblnant ricin A chain, ip one of
34 proteins grown on Coluwbia by
Lawrenoe DeLucas, Aa protein crystal-
lographer from the TUniversity of

Alabama at Birmingham.

93-2

25

30

35

40

Researchérs can determine the
structure of molecules by looking at
the X-ray diffraction patterns produced
by crystale. On Earth,  gravity causes
the crystals to deform as they settle,
*The main problem that plagues {2) all
these biologioal crystale ls molecular
disorder," says Charles Bugy, principal
investigator for the shuttle's
crygtallaography  expsriments. "If a
certain percentage of the molecules are
out of alignment the picture you get on
the X~ray is fuzzy.”

One scientist impatient for the

shuttle to land 1l Arthur Frankel of
the University of Florida at
Gaineswville, who submitted the

application to send recombinant ricin A
chain into s#pace. "In order to modify
the molecules to make batter



immunotoxins we need to know the exact 70 tranmplants. It is fatal in 50 per cent

gtrusture, " says Frankel, of c¢ases., The reaction is cauged by T
An  immunotoxin is a molecular lymphocytes in-the donor's marrow.
chimera formed by Jjoining a 'bacterial Xoma Corp., the Californian-based
45 toxin or a toxin from a .plant to an biotechnology company that developed
antibody -~ or  hormone. The toxin is 75 cps Plus, is alpo testing it against
harmless until it is introduced into a rheumatoid arthritis and diabates. In
target cell, and ‘the antibody or Britain, ICI  is  testing another
!‘°ff','9’?‘,°i,,.___?:i_:'}91.?'. only to specific immunotoxin made from ricin A chain as
50 receptors, making immunotoxins ' potent a treatment for bowel cancaer.
and aselestive killprs. . a0 The results from the shuttle
Inmunédtoxing have been made with experiments are eagerly awaited. But
poinons derived from the diphtheria.and they are only a firat step. rThis
pseudomonas bacteria, and from mission is considered a preocursor to
55 carnations (3) and ocorn. The drug most what we might be able to do on the
likely to reach the market first is €D5 85 spage station,” says Bugg. The station,
Plue, a riwin & ‘chain 4joined to a if it ever gets off the ground, will
menoclonal antibody targeted for the have an entire laboratory for growing
white blood oells known as T crystals, :
60 lymphooytes.

A yedr ago, an advisory panel to New Scientist = 11 July 1992
the Focd and Drug Administraticn .
recommended the approval of CD5 Plus

for people with acute graft-versus-host {1) castor bean{s) 1t graine{sa) de riecin
65 (4) disease which does not respond to (2) to plague 1 -to cause persistent

treatment with steroids. Graft-versus- trouble

host disease is an immune reaction that (3) carnation : caillet

develope in about half of all patlents (4) graft t transplant

who have receivad bone marrow (5) {§) marrow : modlle

STIONE 3

1 = Falre un résumé en frangais, de maniére ordonnée, des informations essentielles
contenues dans le texte (7 points).

2 =~ Tradulre en frangais depulz : llgne 43 ("An immunotoxin is a molecular
chimera...} jusqu'd ligne 60 {...T lymphocytes"), (7 _points)

3 ~ what are the medical applications of ricin A chain ? (6 points) 100-120 mots.

L}

Epreuve de Mathématique
Duree 2 heures Coefficient 1,5

EXERCICE 1

Les individus d'une population donnée peuvent &tre atteints de deux
raladies A et B :

La probabilité pour qu'un individu'pris au hasard dans la population
ioit malade de A est 0,03.

La probabilité pour qu'un individu pris au hasard dans la population
s0it malade de B est ©,05.
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1ité pour qu'un individu prie au hasard dans

1) on salt que la probabl
la population soit malade de B sachant gu'il est malade de A est 0,60

et on choisit au hasard un individu dans cette population :

a) Calculer la probabilité pour que cet individu soit malade & 1la

fois de A et de B.

b) Calculer la prohabilité pour gue cet individu goit malade de A
gachant qu'il est malade de B.

¢) calculer la probabilité pour que cet individu soit malade de A

~ ou de B.
2) Dans cette question, on considare un échantillon de la population

constitué de 10 000 personnes,

Soit X la variable;qléatoire ayant pour valeur le nombre de malades
de A dans cette population.

a) Déterminer la loi de probabilité de X : préciser ses paramdtres.

b) Par duelle loi normale peut-on approcher cetté loi de
probabilité ?

¢) En déduire P (X < 250).
EXERCICE 2

Dans oot exercice les parties A et B peuvent étra traitées
indépendamment 1'une de 1'autre. :

PARTIE A

on considere la réaction de l'acide éthanoi¢ue et du propanol 1 ]
25°C, en présence d'acide chlorhydrique. Le solvant est le propanol 1

lui-méme.

La concentration initiale de 1'acide &thanoclique est 0,2 mole 11,

La ;éaction est du premier ordre, c'est-a-dire dque la concentration x
d'éthanate de propyle formé (0 S x < 0,2), nulle & 1'instant initial
t = 0, est une fonction du temps t, solution de 1'égquation différen-

tielle :

dx
t e [0 +=[, - = k(0,2 - x)
dt
ctest-a-dire :
t € [0 ; +[, x'{t) + k %(t) = 0,2k fl)

oll k est une constante réelle strictement positive.

93-4



1)a) Déterminer la constante ), telle que la fonction définie dahs
[0 ; e[ par x(t) = ) soit solution de l'éguation différentielle (1),

b) Résoudre dans [0 ; +w[ l'éguation différentielle (1).

¢) Déterminer la solution particuliére vérifiant la condition
initiale x(0) = 0 (cette solution, fonction de t, dépend du

paramétre k).

2) Soit t, le temps au bout dugquel la concentration x d'éthanate de
propyle formé atteint 0,1 mole 1. calculer t; en fonction de, k.
Sachant gue, en secondes, t; = 300, déterminer k. En déduire que dans
ce casg

x(t) = 0,2({1 ~ e "By (approximativement).

EARTIE B

La solution d'éthanate de propyle est amenée & PH = 7 et & 1a
concentration de 0,01 mole 1°'.

Pour cette seconde partie de 1'expérience, on fixe ltorigine des
temps au moment oll on ajoute de la scude centimolaire.

La- réaction de saponification évolue, elle est du second ordre,
ctest-a-dire que la concentration y en &thanate de sodium formaé est une
fonction du temps t qui :

* vérifie 0 s y < 0,01
* yé&rifie y(0) = 0
* est solution de 1'éguation différentielle .:

dy
t € [0 ; +oof, 3z = ool - ¥)¢  (2)

] oll @ est une constante réelle strictement positive.
1} En vrésolvant dans [0 ; +w[ 1'éguation différentielle (2)
déterminer la concentration y en éthanate de sodium formé.

1
0,01 -y

Démontrer gue l'on a : z = ot + B, ol B est une constante réalle que
l'cn déterminera.

2) On pose z =

3)a) Les résultats de l'expérience permettent d'établir le tableau
ci-dessous que l'on reproduira et que l'on complétera par les valeurs
correspondantes de z arrondies 4 l'unité la plus proche, t &tant
exprimé en secondes et y en moles 17'.

t [4] 180 360 480 600 500 1200

ly ] 0 2,60.10% 4,11.20% 4,81.10% 5,36,10° 6,37.10° 6,99.103
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b) On désigne par z = &, t+ a;t une &quation de la droite d'ajuéte-
ment de z en t obtenue par la méthode des moindre carrés.
Déterminer les coefficients a, et a;. En déduire une estiwation de

c.

Epreuve de Sciences physiques
Durée 2 heures Coefficient 2,5

L) OPTIQUE (14 points)

ies f£ibres optigues les plus mimples sont gonstituées par deux solides transparenta,
homogénes, lsotropes, d'indice de péfraction différent (voir ci-desscus flg.ljy.

hir |—| -
N 4,0000

Fl‘g. 1
I-1) Montrer que le rayon lumineux R entrant en I sur 1'axe de la fibre ne peut
se propager dans le coeur gue si l'angle i (voir fig.l) est supérieur & une
valeur limite ij que l'on déterminera.

gane

:hd;t‘.l. Np_
Nz = 4,4300

cozur
Trdice Nq
M4z 41,5000

I~2) calculer les valeurs carrespondantes «,; et By des angles & et B (voir

fig.1).

I=3) Dans la tibre optique, la propagation d'une radlation électromagnétique de

longueur d'onde ) suit la loi =
P=PFoa "

puispance transmise

dang laguelle : P

Po = puissance incidente
¢ = coefficient d'atténuation linéigue
x = longueur de la fibre

I=~3=1) La pulssance transmise par une fibre de 3,00 km vaut 50,0 % de la
puigeance initiale. Calculer le coafficient d'atténuation linéique T.

I=3-2) oguelle est la longueur d'une fibre pour laguelle la pulssance

transmise est le dixidme de la puissance incidente.

IT) VISCOSIMETRIE (11 peints)

pane la détermination du coefficvient de viscosité dynamigue % d'un liquide de masse
volumique P par un vigcosimitre & caplllaire, on mesure le temps d'écoulement £ d'un

voluma. donné de liquide. On a la relation :

B = K.pit

K sat la constante caractéristique du tube capillaire.
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II~1) A 293 K, on a relevé pour l'eau et un solvant organigque les valeurs
suivantes pour le temps d'dcoulement t :

eau t = 342,58 solvant organique &t = 271,4 &
béterminer ¥ pour le solvant.
Données : ¥ pour l'eau = 0,00101 Pa,s

masse volumique du solvant : 984 Zl\:g.m'3
masse volumique de 1'sau ¢ 1000 kg.m'>

II-2) La viacositd de l'eau a été mesurée & différentes températures.
Les résultats sulvants ont &té obtenus :

T(K} I 273 293 310 373

?(Pn.s}' 0,001787 0,00101 0,000719 0,000283
Montrer que l'on a, entxe % et T, la relation empirigue i

1
1n7=n+; . B ; dsterminer A et B.

CHIMIE
III) CHIMIE GENERALE (12 points)

on considére les deux acides carboxyliques suivants @

acide fumarigue HO,C =~ CH = CH = CO,H
PEy, = 3 PE, = 4,5

Acide succinigue HO,C ~ CH, = CH, - COH
P, = 4,2 PK',, = 5,6

III~1l) calouler le pH d'une sclutlon agueusa d'acide succinique de concentration
initiale c, = 0,0t mol/dmz, en ne tenant compte quae de la premiédre acidits.
Justifier les approximations utllisées et le fait de négliger la seconde agidité.

III-2) ©On s'intéresse maintenant au couple rédox fumarate/sucoinate.
Pour ce couple, la valeur du potential rédox standard biclogique est 1

E'1° = +0,031 v & pH=7 et A 298K

Ecrire la demi é&quation rédox correspondant & ce couple ; justifier sans ealcul
qu'd pH = 7, les espdoes fumarate et succlnate sont prédominantes.

III-~3) L'oxydation du succinate en fumarate peut &tre réalisée en milieu
biolegigque par le cytochrome ¢ {noté cyt3+) dont le couple rédox a'éorit :

oyt E'§ = +0,254 V & 298K

oyt + o~
ITI~3~1) Ecrire l'é&quation bilan correspondante.
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IIT~-3-2) calculerd G°' A& 298 K et & pH = 7 pour la réaction globale. En
déduire la constante d'éguilibre correspondante. Conclure.

Données ¢ 1F = 96500 C.mol™ R = 8,31 J.K

IV) CHIMIE ORGANIQUE (13 peints)

L'acide fumarigue et 1'acide maléigque sont les noms usuels des deux acides
carboxyliques correspondant 2 la formule HOC - CH = CH — COuil.

IV=1) Que) est l'état d'hybridation de chaque atome de carbone ?
guelle géométrie en résulte~t-il pour la molécule au niveau de la double’ liaison
carbone carbone ?

IV-2} Donner le nom systématique et la formule développée de chaque isomére..
IV-3) 145g Q‘acide fumarique (lsomére E) gont traltés par 185g d'éthanocl en
présence d'acide sulfurique concentré, A4 reflux dans le benzéne. Aprés
extraction, lavage, s&chage de la phase organique, on obtient par diptillation
(plateau & 213-215°C) 150g d'un produit auguel 1'analyse centéaimale donne la
formule brute CgH,.C, et dont le spectre de RMN a l'allure schématigque suivante :

2H [X¥) aH

i (] 1

5 8 7 & 5 4 3 2 4 o pm(s)

IV=3-1) Ecrxire l'éguation bilan de la réaction.

IV-3-2) Interpréter le spectre R.M.N. en ce qui concerne la position
relative et la multiplicité des signaux.
IVY=3=3} Calculer le rendement de la réaction.

Données 1 {en g.mol") H=1 c = 12 0 = 16
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Epreuve de Biochimie-Biologie
Durée 4 heures Coefficient 6

Bemarques. prélimin
1 - Le sujet pr

aires.;
oposé a un caractére pluridisciplinaire. Le candidat devra velller &

répondre de maniere congcise aux questions posées afin de pouvoir tralter I'ensemble du

sujet,

2 - I est suggéréd de consacrer & chaque guestion un temps tenant compte du
nombra de points attribués.
LES ANTIBIOTIOQUERES

PREMIERE PARTIE : DPIOSYNTHESE DES ANTIBIOTIQUES (65 points)

1_- ASPECTS BIOCHIMIQUES (36 points)

La gris&ofulvine,
grigecfulvum, est un

produit de la fermentation de la moisissure Penicillium
antiblotigue provenant de la polymérisation drunités acbtyl.

L*inltlateur de cette biosynthadse sst 1'acétyl-coenzyme A.

1.1 Bynthéne g'noétz;nCO@ & _partir d'scide pyruvique

1.1.1

1.,1.,2

1.1.3

Préciser la locallsation cellulaire de cette tranaformation.
La réagtion est catalysée par un complexe multi-enzymatique,

Ecrire acus forme chimique Bon équation globale et nommer le
conmplexe multi-enzymatigque.

Schématiser son mécanisme en décrivant les é&tapes interm@-
dialres ; justifier la notion de complexe multi-enzymatique.

La valeur de &G'c de cette rédaction est de =33,44 kJ. mol'l.

bonner la asignification de cette grandeur thermodynamique en
précisant les conditions de définition.

Interpréter le signe de cette grandeur.,

Calculer la conatante d'équilibre apparente K'eq & 25°C et 3
pH 7. Conclura.

Donnée : R : 8,32 J.mol %, k-1

1.2 Synthdse cytoplasmigue de griséofulvine par _condensation d'unités

acétyl

Les mé

canismes et les enzymes responsables sont similaires i ceux

intervenapt dane la biosynthdse extra-mitochondriale des acides

gras.

Etape
Etape

Etape

Etape

{DOCUMENT 1)

A
B

carboxylation de 1l'acétyl-Coa.

transfert de 1l'acétyl-CoR sur un complexe malti-
enzymatique Enz -~ SH,

C = tranafert du malonyl-CoA sur le méme complexe
multi-enzymatlgque Enz - sH.

condensation des unités acétyl.

D
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DOCUMENT I Biosynthise de GRISEOFULVINE
4- Schema générai

o
1 CHy CO- B~ SCoA—— J)U'\){}‘“ >
0,
+ 6 HOOC-CHy-CO~5CoA o S-Enz
: M3

ocHy acuy

oH o
CH,O . oH ? CL oy

Griseafulvine

Ligande ] asman, 13-hexaoxolérradiécancyl ~ S-Enx
nofé A-ﬁ."S-VEnz
o

2-Condensation d'unites acétyl

Acelyl~ SCoA

/ INITIATEUR

Malonyl~ 5CoA

@

Complexa. mull‘icnzymaﬁque

- /' Enz- M >
\CDASH CoRSH
f Y

f'—" Acé\'yl ~S-Fnz . P‘Idlony\-v S-Enz

________________ Acdtoacetylv 5-Enz +Cop
1.Z2.1 Etape A~

[e—————————

Ecrire la réaction chimique de carboxylation de
1'acétyl-CoA, en précisant 1'enzyme et les coenzymes qui
interviennent.
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1.2.2 Btape D

Etablir 1'éguation bilan pour la saynthése de la molécule
A—COOH, précurseur de gris@ofulvine.

1.3 Régulation de cette biosynthase

Le citrate est un activateur intervenant uniquement sur la vitegse
maximale apparente de lenzyme allostérique catalysant la carboxy-
lation de l'acétyl-CoA.

Représenter, pour cette enzyme, l'allure des courbes théorigues
suivantes :

- Vitesse initiale = f{[acétyl-CoA]} en absence et en présence de
citrate (graphe aj.

~ Vitesse initiale = £ ([citrate]) & concentration constante an
' acétyl-CoRh (graphe b).

: Conmenter et analyser les courbes de ces deux graphea.
2 - BIOCONVERSIONS (11 points)

2.1 L'ampicilline, comme beaucoup d'antibiotigues utilisés actuelle~
ment, est un antibictique semi-synthétigue ; il est obtenu a partir
de la pénicilline ¢, métabolite naturel de Penicillium
chtyaogenum {DOCUMENT II}.

DOCUMENT II

Nﬂzo
C
8w 5. CHy W20 __acviesm -ty J__'N/‘ H’
Re—e¥ CHy I { [ ‘ (Psaudormonas “0“
' & ool 7N conu welanogenom)
fep A«:adv.. .. Ampiciliine
Peanicilline & 6-aminopinicifanique
= @- CHy- 4 ncoon
Aci
carboxyllquq

Dé&finlr ce gu'est un antiblotigua semi—synthetique.

Rappeler & quelle famille d'antiblotique appartient 1l'ampicilline’
et préciser dans gquel but cet antibiotigue a &té mis au point.

2.2 La transformation catalysée par la pénicilline—-acylase peut étre
réalisée de deux fagons i

* par l'enzyme extraite et purifiée, utilisée mous forme immobi-
lisée ;

* par le micro-organisme entier, par exemple Pseudomonas melano-—
genum, en fermenteur. :

Comparer ces deux procédés {avantages et inconvénient-a).

Quels gont les avantages recherchés dane l'immobillasation des
enzymes 7
Citer une technique d'immobilisation d'enzyme.
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3 - PRODUCTION INDUSIRIELLE (18 points)

micro-organismes productears d'antibiotiques,

une source de carbone rapidement asgimilable telle que le gluccse

dénommée répression catabolique ou

waffet glucose" sur la biosynthdse des antibiotiques.

le mécanieme de la répression

3.1 Pour la plupart des
exerce une action négative
Reppésenter schémat Lgquement
cataboligque glucidique.

3.2

pour permettre une beonne production d'antibiotigque, on substitue

au glucecse une Bsource glucidique lentement métabolisée, telle que

le saccharose, exergant un

Afin d'optimiper la production industrielle,
1a B-fructosidase est réalisée dans différentes conditions.

wgffet glucose" réduit.

une &tude cinétique de
Les

résultats sont consignés (DOCUMENT I11}.

3.2.1
fonction
{50).

La flgure

- Courbe A
- Courbe B
~ Courbe C
Analyser les
fructose sur

roae,
elles par

La vitesse initiale (v;} de la réaction est mesurée en

de différentes concentrations de saccharcse

1 1

1 représente les courbes —— = £ -—
v [8o]

en 1'abgence d'effecteur
en présence de glucose
en présence de fructose
influences respectives du glucose et du
ia cinétique de la A-fructosldase.

k]

Dans les solutions de concentrations &levées en saccha-
les molécules de saccharocse

stassocient entre

] 1&tabligsement de lliaisons hydrogénes inter-

moléculaires. On aboutit 2 un schéma du type suivant :

E
E-8
E-3

E-8
5-5
ESS

on
v

3.2.2.1 peut

£

+

définir
{{80]} représentée sur la figure II

§ --> E-8
8 --> ESS
§-5 --> ESS6

-—> E + P

complexe enzyme-substrat
dimdre de saccharose
et ESSS formes lnactives

trois szones sur la courke

pé&limiter ces zones.

indiguer pour chaque zone les di

de l'enzyme

fférentes formes
totale et justifier le tracé cbtenu.

b quel phénoméne assipte~-t-on ici ?

3.2.2.2

péterminer le pourcentage d'enzyme

efficace pour

une concentration en saccharose de 1L mol. 1 ~.
Justifier le calenl et conclure.

DEUXIEME PARTIE : UTILISATION DES ANTIBIOTIQUES (30 points)

La chloramphénicol reste un antibiotigue ¢

fiavre typhoide.

rés employé dans la lutte contre la

1 -~ MECANISME ._D'Mmuuwm {8 points)
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11 se fixe au niveau du site amino-acyl de la grande sous-unité du ribosome
bactérien.

pécrire & 1'aide de schémas 1'é&tape traductionnelle perturbée par la présence de
eet antibiotique. Quelles en sont les conséquences pour la cellule bactérienne ?

2 - RESISTANCE AU CHLORAMPHENICOL (22 points)

2.1 Des épidémies dues & des Salmonella typhi multi-résistantes aux
antibiotiques, dont le chloranphénicol, sont fréquemment rap-
portées.

Quels sont les &léments qui conférent & certalnes souches ca
caractére de multi-résistance 7
Exposer succinctement leurs propriétés.

Donner les mécanismes biochimigues pouvant &tre utilisés par les
bactéries pour exprimer leur résistance.

2.2 Traitement par le chloramphénicol 3 étude de l'activité in vitro.
Oon ensemence une série de tubes contenant le méme milieu mutritif
avec un inoculttm de 16° salmonella typhi. Les tubes ne différent

que par leur concentration en chloramphénicol. ARprés incubation
convenable, les bactériea sont dénombrées. Les réaultats seont

: % # i
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T
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TROISIEME PARTIE : RTUDE PHARMACOLOGIQUE D'UN ANTIBIOTIQUE (25 POINTS)
Répartition dans l'nrganisme (B pointe)

On injecte par voie intramusculaire 300 000 unités d'une solution agueuse
da pénicilline G (1 unité = 0,6 H#g).Les xésultats de Ll'étude de ga
concentration plasmatique P chez un adulte & fonctlon rénale normale sont
consignés dans le tableau suivant :

Définir et déterminer graphiquement la concentration nminimale
inhibitrice vis 4 vis de cette souche.

Comment évolue la ogoncentration minimale inhibitrice chez une
Bouche qui devient résistante ? Quelles en sont les conaéquences
thérapeutiques ? '

Le chloramphénicol employé & fortes deoses peut provoquer un choc
endotoxinigue, Pourquoi ?

TEMPS {h) P (yg.ml-l) leg P
0,14 2,3 0,36
0,22 3,7 0,57
0,32 6,0 C,78
0,40 7.8 0,89
0,50 8,1 0,91
0,70 4,3 0,63
1,05 3,2 0,50
1,40 2,3 ¢, 35
1,80 1,6 ¢,20

L& courbe coffeépandanté-éét reﬁrésentée £1
i Hm.rF" o Feifat

gure

S
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pélimiter les différentes phages de 1a courbe et commenter la
pharmacocinétique de la répartiction de 1l'antibiotique dans
1'organisme.

calouler la demi-vie d'é&limination.

En cas d'utilisation du probénicide, gqui diminue 1'excrétion rénale
de la pénicilline, la demi-vie d'élimination de celle-ci est de

4 heurep. Comment peut-on adapter la posologie de 1'antibiotigue 7
Justifier la réponse.

Elimination (17 points)

La pénicilline est totalement excrétée au niveau rénal sans processus de
modification moléculaire ; une faible partie est librement filtrée au
niveau du glomérule, la plus grande partie est sécrétée au niveau du
tubule.

2.1

2.2

Légender la figure II du DOCUMENT V.

La figure I1II présente les différents wmécanismes (symbolisés -par
les fléches) qul interviennent lors de 1'&limination urinaire des
subatances A, B, C ; nommer ces nécanismes pour A, B, C.

En complétant le schéma D, représenter ceux intervenait pour la
pénicilline G.

DOCUHENT V l"it__;ura II

COMPLETER ET A RENDRE AVEC Lh COPT

sobstance f substance B

substance schema D

Figure III
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2.3 Connaissant les mécaniemes d'éGlimination de la pénicilline @,
représenter sur un méme graphigue :

~ gon débit de filtration glomérulaire en mg.rrd.n"1
~ gon débit de sécrétion tubulaire en mg.min” :
=~ Bon débit 4'élimination urinaire en mg.min~
en fonction de ea concentration plasmatigue P en mq.ml-1

Noter sur le graphique le taux maximum de sécré&tion tubulajire
(Tm) ainei que la concentration plasmatique minimale
correspondante.

Par quel type de transport la pénicilline ¢ est-elle gécrétée ?
Justifier la réponse,

2.4 - D'autres antLbiotiqueh tels que le chloramphénicol, gubissent avant
élimination, la tranaformation sulvante :
0\\
COOH C-O-R
R_OH ,+ ¢ - S(HOH) — {HOH) +H20
chloramphé-
ntcol

2.4.1 00 s'effaectue cette réaction dans lrorganisme ?

2.4.2 De quel type de bio-transformation sragit-il 7
Scus cette forme, que deviennent les propriétés pharmocodynamique
et pharmacocinétique de l'antibiotique ?

Epreuve professionnelle de synthése
premiére partie : étude d'opérations techniques
Durée 4 heures coefficient 4

Remarques préliminaires..

1- I'usage d'un dictionnaire "Anglais-Frangais" est autorisé.

2- La lecture préalable de I'ensemble des documents n'est pas nécessaire avant
d'aborder le sujet. Des précisions, quant & leur utilisation, sont fournies dans ies
questions.

3- Les trois parties du sujet sont indépendantes,

UTILISATION DE CULTURES CELLULATRES
L'utilisation des cultures cellulaires permet d'éiudier les
actions physiologiques de nombreuses molécules :

~ hormonen
- gaconds messagers.
I - REALISATION D'UNE CULTURE PRIMAIRE DE OBLLULES THYROIDIENNES DE FORC BN
VUE D'UNE ETUDE DE L'ACTION DF LA THYREOSTIMULINE (T.S.H.) (22 points)

1.1 - Préparation des solutlong 1:

Les différentes solutions nécessaires & la oulture flgurant
sur le dooument 1.
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DOCUMENRT 1
1 - Solution de Earle : Solution 3

Sels _ masge powur 1 litre

NaCl 6
RaHpP04, oHZO 1
KC1 9]
Mgs04 , TH20 ]
Glucose 1
NaHCO3 1
Rouge de phénol [+]
Dissoudre, ajuster & pH 7 avec NaOH 1 mor.171 .,
Compléter & 1 lltre aves de 1'eau.

2 - Solution de trypsine : Solution 8.T.
trypaine 4 5,8 nkat.mg'1

Dissoudre dans la solution 5.
Ajuster & pH 7.

Solution d'PETA : Solution §.E.

W
1

2,28 g A'IATA par litre de golution 3.
Ajuster & pH Tavec NaOH 1 mol.1”

4 - Solution de Bagle !

Un lyophilisat de milleu de Bagle. et 2,2 g de NaHCO3 aont mis en
solutien, Le pH est T,4 = 1,5
Compléter 4 1 litre avec de 1'eau.

5 - Solution d'hormone :

Dissoudre 1 mg de thyréostimiline bovine (TSH) & 30 Ul.mg~1
dang 2 ml de milleu de Eagle - sérum.

Filtrer stérilement.

Prélever 1 ml, ajouter 29 ml de milleun de Eagle-sérum pour réa-

1iger une solution mére de TSH.

1.1.1. - Caleuler ia masse de trypeine A peser pour raal -
un litre de solution de trypsine & 17,4 ykat.1 '1. P e

1.1.2. = Calouler ltactivité de la solution mdre d'hormone

TsH en UL.ml =T, .
Déterminer le volume de solution mére & introdulre

par bofte de 10 ml pour avoir une concentration finale de 0,1 miI.ml -1

1.1.3. ~ Donner les technlques utilizablea pouf la
stérilisation des solutions 1 & 3. :

1.7 - Primo-explantation et cultures des selluleg thyroTdlermes

Les glandes thyroldes frafchement prélevées sont placées
dans 1la solutlon 8. Les tissus adipeux et mésenchymateux entourant la glande
sont retirés. Le tigsu thyroidien est séperé des autres tissus , haché et
pesé.
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1.2.1, = Traitement du tigsu par la trypsine

Ls technique et les prineipaux réactifs_figursnt
sur les documents 2, 3, 4.

a) Quelle amotion a la trypelne sur le tissu ?
b} Quelle autre technigue pourrait-on utiliser ?
¢) Justifier 1'utilisation du milieu s, B, lores de
le trypsinisation,
DOCUMENT 2

Introduire le tissu thyrofdien haché dans wne fiole de 1 iitre
et ajouter la solution 8 préalablement chauffide & %7°0C,

Laver le tissu avec 2 litres de S chaud : 250 ml par lavage,

Bien agiter la fiole manuellement et laisser décanter.
Enlever le surnageant qui contient les corps gras.

Aprés les lavages, introduire le tissu dans une deuxidme fiole
eylindrooonique de 1 litre,
Ljouter 100 ml de S.B,
100 ml de §.T.
1 ml de solutien d'antibictliqua chanffé a ¥7°0
+ 1 barreau magnétique stérils
Agiter %0 minutes & 37°C

Passer 1'ensemble des phases sur une grosse passoire métallique,

Rincer le tisau avec du 8 chaud et le placer dans un bécher de
250 ml

Jeter le premler filtrat.

Hacher finement le tissu dans le bécher et le réintroduire dans
la fiole oylindroconigue de 1 litre,
Ajouter 100 ml de S.E., .

700 ml de 8.7T.

Agiter %0 minutes & 3%7°C

Recommencer 4 fois depuls le prasage dsns la passoire mais en
récupérant le filtrat dangz 4 4 5 tubes de 100 ml que 1'on plage
dans la glace. Compléter les tubes aves du 8 froid.
DOUDﬁEFT 3 '
Trypsin (from bovine pancreas)} EC 3.4.21.4

Catalysed reaction :

Hydrolyses proteins, peptides, amides and esters steéificially at the
carboxyl groups of the basic aminc acids 1, -arginine and I~ lyaine,

Characterigtica

Moleoulsr weight : ca. 23 000
Isoslectric point : 10.5
pE-optimum : 8.0
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‘Inkhibitors : Natural inhibitors from pancress, soybean, 1imabenn and egg

with ; organophosphorus compounds such ag dilsopropyl fluorophosphate ;
several -amines and amidines ; ealelum.

Btability ¢

Store dry at 4°0 ; no considerable losa of activity over a perlod of
12 montha. )
DOCUMERT 4
EGTA

Ethylene glycol-bis { B-aminocethylether) N, W, Nf, N' -tetra aceblc acld.

A chelating agent useful for the determination of calecium 1n the presence of
magnesium. . .

1.2.2. - Préparation des suspengions eellulaires

Le filtrat précédent est centrifugé 7 min & 200 g.
Le oculot est repris par la solution 8 froide.

Loa cellules sont lavées ensuite plusieurs fols,
puis ragsemblées dans 2 tubes contenant vn mélange de miliew de Eagle, de
sérum de vean Foetal (10 %), d'antibiotiques et de fongizone, le volume étant

ajusté & 100 ml.
Cebte suspension est soumise A deux contrfles @

- un contrdle quantitatif : déterminetion du nombre
ge cellules.
- un contrdle gqualitatif : déterminatlion du nombre
de cellules vivantes.
a) Pourquoil est-1l préférable de caractériser la centrifu-
gation par le nombre de g plutdt que par le nombre de tours par minubte ?

b} Pour chague type de contrdle, donner le principe d'une
technique utilisable.

. &) Quels gont les rfles du sérum de veau foetal ajouté aun
milien de culture ?

d} La suspension cellulalre est diluée pour obbenir une
suapension 3 2.10° pelluies par ml.

Préoiser les préosutions A prendre lora de ce type de
manipulation. ‘

II - PROBLEMES POSES PAR LA CONTAMINATION DES CULTURES CELLULAIRES : {22 pointa)

2.1 - Contamination par un mycoplasme (baotérie dépourvue de paroi
et ocultivant difficilement).
Une culture cellulalre est contaminée par un mycoplasme,
sulte & wne faute d'msepsie. (e mycoplasme est isolé et cultivé en miliem
convenahle. ’

On déaire teszter la sensibilité de la mouche A différents
antibliotiques :

- doxyoyeline DOX

- minooycline MIN

- érythromyeine ERY

2.1.1 - Lea polutions-méres d'entibiotiques aont & la

concentration de 2 mg.ml-!, Ellea sont utilisées aprés dilubtion, & trols
concentrations différentes notéss .
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DOX 1, DOX 2, DOX 3
MIN 1, MIN 2, MIN 3
ERY 1, ERY 2, ERY 3

Expliquer la préparation de oes trois dilutions pour la
doxyeyeline :

DOX 1 solution & 80 pg.ml~? ; volume final 2 ml.
DOX 2 solution 2 8 pg.ml—T 3 volume final 1 ml.
DOX 3  solution & 0,8pz.ml-T ; volume final 9 ml,

2,1.2 - On réalise la microplague achématisée sur le

document 5. i . .
1 2 3 4 5 6

A DOX1 DOXA1 Dax2 DoX2 DOX3 DOX3 po 3

- 'Schéma de
B MINA1 MIN1 MIN2 MIN2 MIN3 - MIN3 1a m;croplaque
c ERY1 ERY1 ERY2 ERY2 ERY3 ERY3
" -
E //://///////// Yasly, "////////. vémol
¥ YO NATEFIIEV /////////,///]’ moina

2.1.2,1 - Les cupules des lignes A, B, 0 vagoivent i

= 50 pl de suspenaion de mycoplasme

- 100 pl de wmilieu pour antibiogramme

~ 50 pl de solution 4'antibiotique,

Calculer les concentratlons finalea en.}.zg.ml"1 de doxycy-
eline dang les cupules Ay & Ag.

2.1.2,2 — Parmi les témoins réalisés :

- la oupules E regoit 150 ALl de milleu pour entibiogramme ot
50 pl de suspension de mycoplasme -1
~ la cupule F regoit 50 pl de DOX 4 2 mg.mi ', 100 Bl de milien
pour antlibiogramme et 50 ul de suspension de mycoplasme.
Discuter la néoessité de cez témoine dans les cupules B4
et F1-
2,1.3, - La microplague est observée chaque jour,
La lecture eat posgible lorsque le changement de
couleur du milieu eat atabilisé pendant deux jours oonséoutlife. La valeur
de la (.M.I. {concentration minimale inhibitriee) correspond 4 la derniére
dilution pour laguelle un changement de couleur sst observé :

- présence de mycoplaeme : coloration jaune
- abaence de mycoplasme : coloraticn rouge,

Proposer un aspect de la mieroplague pour une sou-
che dont la C.M,I, vis & viz de la doxyocycline est de 2 pg.ml™' . Justifier
la réponse,

2.2 - Contamination baotérlenne :

{n veut déterminer la C.M.I., via & vis de la atrepbomycine,
d'une socuche bactérienne Z trouvée danz le filtre de la hotte 4 flux lami-

naire, .
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Propoger wn plan de travail pour la détermination de la
C.M.I. (méthode en milieun liquide) de oebte mouche Z.

Faire apparaitre le matériel, les milieux, 1'incoulum, les
réactifs et lea différentes étapes.
TII - EMUDE STRUCTURALE D'UNE MOLECULE INFORMATIVE X INTERVENANT DANS UNE
VOIE DE COMMUNICATION INTRACELLULAIRE : {36 points]

Extraction du constituant X :

On traite le tlssu par un mélange de chloroforme, méthanol,
aclde chlorhydrique & 0,45 mol,1-1 (20 V : 40 ¥ = 13 V).

On homogénéine.

On extrait par du chloroforme.

On recueille la phase orgenique gue 1'on concentre sous
azote.

Le concentrat est traité par chromatographle sur colonne. On
reégroupe les fractlons contenant X. Aprés hydrolyse enzymatique de ces frao-—-
tions par wne phospholipase (,on ilsole deux molécules X1 et X2.

ponnde : La phospholipase O est une hydrolase qui =mcinde les phosphoglyeéro-
lipides en diacylglycérol et esbter phosphorique.

5.1 - Analyse de X1 :

%.1.1 - On soumet une solution organique de X1 & une tran®-
estérification {(document 6).
. _DOCUMERT 6
PREPARATTON D'ESTERS METHYLIQUES

. A PARTIR D'UN CORPS. GRAS NEUTRE (TRANSESTERIFICATION)
FREFARATION =

1) Dans un tube de verrs, introduire :
2 gouttes (environ 40 mg) de corps gras,
ajouter 1 ml d'hexane,
agiter 2 s environ.

2) Introduire ensuite 4 1'alde d'une pipetqe :
0,2 ml d'hydroxyde :de sodium & 2 mol.l” ' dansg du méthanol,
boucher le tube,
agiter 10 s enviren,
porter 20 s au bain-marie 4 50°C,
agiter encore 10 8.

3) Ajouter : | : -
0,2 ml d'acide chlorhydrique A 2 mol.l dans du méthanol.

_ Aglter et lalsser décanter. ]
Le préldvement pour injection dans le chromatographe se fera dana
la phase surnageante.

RESULTAT :

Les glycérides sont hydrolysés.
Les acides gras pasgent sous la forme !

0
if
R-€-0- 0B

93-22



Les eaters d'acldes gras de la phase surnageante sont étu-
diés par ohromatographie en phase gazeuse,

- Donner briévement le principe de cette analyse chroma-
tographique.
) - Expliquer 1'importance de la méthylaticn des acides
gres pour la chromatographie en phase gazeuse.

3,1.2 -~ Le dooument 7 regroupe différenta résultats.
Faire une &tude orltigue des enregilstrements (a}, (b) et {e).
Quels facteurs a-t-on pu modifier pour passer de (a) & (b) et
de (b} & () ?

DOCUMENT T
iatrements chbtenus en chromatographie phase gazeuse,

i 1 I

Enreg

h‘ i e l.ﬂ- L -
(a) (b}
3.,1,3 - Identification des pica :

-(c')

Le document 8 est un enregistrement obtenu & 1'aide d'un
mélange étalon.
L'analyse du mélunge provenant de X1 permet d'identifier
deux plca dont los temps de rétention sont respectivement de 7,50 min et
9,25 min. Sachant gue la vitesse de défilement du papler est de 1,2 cm.min“1,
identifier lea deux ples.

DOCUMENT 8 ]
SEPARRTION D'UN MELANGE ETALON D'ESTERS METHYLIQUES D'ACIDES GRAS

AP ’ - !
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%,1.4 - Dosage du glycérol dans la phase inférieure neutra-

1isée obtenue aprds la transeatérification,

On dispose de la fiche btechnique correspondante (document 9}

- Dépager les earactéristiques de ce type de doaage du subs-
trat.
¥ - Lorsqu'on utilise une formule permettant d'exprimer la
concentration & partir d'une variation d'abgorbance, guel contrble de Eua-
1ité important doit-on faire subir régulidrement an speotrophotométre

Gomment procédde-t-on ? N

DOCUMENT 9
Glycerol E@m food analysis ‘
UV-method E\j -boehringer mannheim

for the detenmination of glycerol in foodstulfs
and other materials

Cat.No. 148270

Test-Combination

for 3 x 10 determinations

Principle

in the Al lyzed by ki (GK), plycero! i phos-

phorytated by adanoslns-s'-mphnsphate {ATP) to glycerol-3-phos-
phate (1},

{1} Glycerol + ATP G" glyceral-3-phosphate + ADS

The adanoalne-swilphoaphale {ADP) formed in the above reaclion |s
{PEP) with the aid of pyruvate
Kinase [PK) into ATP with the formation of pyruvate (2).

PK
(2} ADP + PEP 123 ATP + pyruvate
Inthep of tha enzy

] reduced to lackale by
{NADH) wills the oxidation of NADH to NAD (3)

{3) Pyruvate + NADH + H* l._H‘_ lactate + NAD*

The amaunt of NADH consumed in the above resction Is stolchio-
metric with the amount of glycarol. NADH is determined by means of
its absorplion at 334, 340 or 365 am,

tact; "
luhm‘\u lehydrag

(LDH) pyruvala

-adanine

Each Test-Combination Contalns

i thlreeboltles 1with2g ymelb mi h, consisti
o

glycylplycine buifer —
NADH — 7mqg

ATP ~ 22 mg

PEP — 11 my
magnesium sulphate
stabillzers

Bottia 2 with (.4 ml snzyme suspanslan, consisting of
pyruvate kinase — ca. 240U

lactate dehydrogenase — ca. 220U

Bottle 3 with 0.4 ml enzyme suspension
glycerokinase — ca. 34 U

pHT4

»

o

of for 10 D

. Dissalve contents of one botila 1 with 11 mi redist. water. Balore
usa Iat the solutlon stand for aboul 10 min al reom temperature,

2. Uss ¢contanis of bottle 2 undijutad.

3, Use contents of boltle 3 undiluted.

Stabliity of Selutions
Solution 1 s stable for 4 days al +4°C.
Suspenglons of bottles 2 and 3 are stable for 1 year at +4°C,

Procedure

Wavelength': 340 nm, Hg 365 nm or Hg 334 nm
Glassouvette®: 1 cm light path

Tewperatura: 20+ 25°C
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Recormendations to methods and standardized procedures
see references.

Final volume: - 3.02m
Read against air :wnhoul nuvelta In the IIEIﬂ palh) or agalnsf water.

Sampie solution: 3-50 pg gly {in ©.42.0 mi sample
voluma),

pipetts Into cuvettes blank sample

apiutlon 1 1,00 ml 1.00 ml

radist. waler 200 ml 1.80ml

sample solution - a0 ml

suspanglon 2 001 mi 0.0 mt

mix, alter completion of the reaction {¢a. 6-7 min) read absor-
bances ol the salutions (A,). Start reaction by addition of

suspension 3 I 0.01 wl I 0.01 ml

Mix, walt for the completion of the reaction {ca. 5-10 min) and
read the absorbances of the solutiona (Ag). If the tsmlion has
not stopped aftar 15 min, Inua to read the ak at
2 min intervals until the absorbance decremses constantly,

Irthe absarbance at Ag o tatath
bances to lhe time of the addltion of suapenslon 3.
Calculate the absorbance dilierences (&,-Ay) lor Ihe blank and the-
sample. Subtmoct the absorbance difisrence of the blénk from the
absorbance difference of the sampie.

BA = AAg - AR

absor-

Calgulation
Accotding to the genaral formula for calcutating the concentration
the equation Is:
VMW
exdxvxirxmx A7 gl
where V¥ = final volume [mi]
¥ = sample volums {ml]
MW = molecular weighl of the substance to be assayad
d = light path [om]
e = absorption cosfficient of NADH at!
340nm =64 [Ixmmei xom™)
Hy 365 0m = 3.4 [[xmmol™ xem™]
Hg 3%4-nm = 6.18 [l x mmol™ x em™"]
It follows for glycarol
2,02 X 92, L.LY
RO %1000 KAA=2701X - [0 glycarolil sample solution]
If the sampte was diluted durlng preparation, the result must be
multipliad by the gilution factor F
1" The abaorptlon maximum of NADH Is al 240 nm, With specirophotometers,
meadUrements ara madea at lha aty wh p Bpacr
wum ina p with
arg mado ol & wavelongth of 385 nm or 334 m.
2 Dispoaabla cuveties may bovsed Instoad of glass cuveites, if desirad.
3 Soe Ingtruciiona for performance of agsay and sampla preparation,

Yy vapour



~ Lea résultats obtenua avec un spectrophotométre & spectre
continu donnent une variation d'absorbance de 0,790 & partir de 4,4 mg de X1
dans un volume de 2 ml de phase inférieure.

- La cuve utilisée a un trajet optique de 1 om.

Fn dédulre la masse molaire de X;. Ces résultats sont-ils
concordants avec ceux obtenus en 3.1.3 7

3.2 - Analyse de X2

Une analyss par chromatographie sur couche mince a permls
de montrer que X2 contlent de 1tinositol.

Formule de 1'inogitol

HO OB
HO

CH

r |
OH OH

La masse molalre de X2 est égale a lhzo g.mol"1

Un dosage oolorimétrigue de phosphore sur un minéralisat de
X2 a donné les réswltats sulvants @ 183‘pg de X2 renferment 413P@ de phoapho-

T8,
Faire une synthdse de tous les régultats expérimentaux et
proposer un achéma structural poseible pour X

Ponnbes : O = 42 gomol~!  H = 1 g.mo1~! 0 =16 gemot-1 P = 31 g.mol~!

Epreuve professionnelie de synthese
deuxiéme partie : réalisation pratique d'opérations
techniques  Sujet 1
Durée 10 heures coefficient 8

UTILISATION DE CULTURES CELLULAIRES ¢

) PRODUCTION D' PROTEL PF_P FERMENTATI O}
A - BIOCHIMIE - BIOLOGIE_CELLULAIRE ET MOLFCULAIRE ' Durée 1 4 H 30

L'ordre de déroulement des manipulaﬁioné gara indiqué aux candidats en
début d4'épreuve.
BIOCHIMIE (80 points}

La production d'une protéine P par une bactérie transformée est envisagée
par fermentation.

peux fermentations pilotes ont été réalisées au laboratoire :
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- la fermentation A donne les ré&sultats attendus ; on procéddera i une
purlification de la protéine P par chromatographie d'8change d'ions.

- la fermentation B présente une anomalie. Plusieurs hypothéses sont
émises : présence d'une contamination microbienne, insuffisance en
gubstrat énergétique. Un dosage du glucose dans le mofit de fermentation
est donc envisagé.

1 ~ PURIFICATION DE LA PROTEINE P PAR CHROMATOGRAPHIE D'ECHANGE D'IONS

A l'iszsue de la fermentation A (croissance bactérienne en phase station-
naire}, on procéde i une filtration stérilisante du mofit de fermenta-
tion ; le filtrat obtenu est un mélange M des constituants du milieu de
culture (peptones, oses, sels minéraux) et de la protéine P recherchée.

Il s'agit d'cbtenir une fraction purifiée en protéine P & partir du mélange
M. Les caractéristiques physico-chimiques bien différentes entre les cons—
tituants du milieu de culture et la protéine P permettent d'envisager une
purification par chromatographie d'é&change d'ions.

1.1.

Chromatographie :

ponnées préalables

L'échangeur d'ions utilisé est une cellulose DEAE dont le groupement
fonctionnel est une amine guaternaire.
Les tampons proposés sont les suivants :

- tampon Bl : Tris HC1 0,025 mol/l pH 8,8 NaCl 0,035 mol/L,

- tampon BZ : Tris HCl 0,05 mol/l pH 8,0 NacCl 0,75 mol /1.

Matériel disponible

- golonne pour chromatographie compléte,

- systéme d'arrédt d'écoulement et de rdgulation du débit,

- agitateur de verre,

— bScher contenant 5 g de l'échangeur d'icns prégonflé dans environ
50 ml de tampon de Bl.

Mode opératoire

Préparer la colonne : couler la totalité de la suspension d'échan-
geur d'ions disponible.

Conditionner 1'échangeur d'ions : faire passer un volume de tampon
Bl double de celul du gel.

Déposer 2 ml du mélange M. Faire pénétrer. Rincer les parois de la
colonne avec 2 ml de tampon Bl.

Eluer avec un volume de tampon Bl double ou triple de celui du gel
@t recueillir 1'&luat dans une ficle jaugée de 100 ml,

pDans ces conditions, tous les constituants protéiques du milieu de
culture sont retenus, seule la protéine P est filtrée,

Ajuster la fiole au trait de jauwge avec de l'eau physioleglque en
gvitant la formation de “mousse" ; on obtlent la solution F.
Régénérer 1'échangeur d'ions en falsant passer environ 50 ml de
tampon B2. Recueillir 1'éluat dans une fiole jaugée de 100 ml.
Ajuster au tralt de jauge avec de l'eau physiologique en dvitant la
formation da "mousse" j on obgient la solution 8.
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1.2 - Dosage protfigue par la méthoda de Folin-Lowry
1.2.1 Réalisation de la gamme d'dta)ounane

- A partir d'une soluticn étalon de sérum albumine bovine
(5.A.B.) a 500 mg/l, introduire des quantit&s croissantes
de 50 & 250 yg de 8,A,B. par tube dans un volume maximal de

1 ml.

- Compléter 4 1 ml avec de l'eau physiologique (solution de
NaCl & 9 g/1}.

-~ Ajouter 5 ml de rdactif C et homogénédiser le contenu des
tubes.

~ Attendre 10 minutes. .

- Ajouter 0,5 ml de réactif de Folin-Ciocalteu {& diluer juste
avant emploi au 1/2 dans de l'eau distillée).

— Attendre au moins 30 minutes & l'cbecurité le développement
de la coloration.

~ Lire 1'absorbance de chaque tube 3 660 mm.

1.2.2 Dosages (2 essais par solution testée)

on effegtuera un dosage sur :

= 1 ml d'une dilution en eau physiologique au 1/200 du mélange
M. .

~ 1 ml de la asolution P.

- 1 ml d’une dilution au 1/2 de la solution s,

Remarque : la coloration, aprés développement, est stable
plusieurs heurea,.

1.3 ~ COMPTE RENDU

Donner les conditione de la chromatographie : volumes d'éluant wukilisés.

Dreaser le tableau de ceclorimétrie.

Tracer, sur papler millimétré, la courbe d'étalonnage : on rappelle gque les
résultats obtenus ne conduisent pas systématiguement A 1'obtention d'une
droite.

Déterminer les concentrations massiques dea solutions M, P et S,

Conclure guant & ltefficacits de la séparation chromatographiqua.

2 - DOEAGE DU GLUCOSE DANS UN MOUT DE FERMENTATION

En cours da fermentation B, un prélévement a subi une filtration
stérilisante. On offectue un doaage de glucose par una technique
standardiséa,

4 l'aide de la fiche technigue jeinte, régaliser ce dosage :
2 essals, sur le molit B (sans diluticn préalable) et un témoin.
Les réactifs nécessaires sont fournis préts & l'emplol.

Compte rendu :

Donner la concentration maasique en glucose du mofit de fermentation.
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D-Glucose

Méthode UV

Pour la détermination du D-glucose dans les allments.
Réi. 716 251

Test-combination pour environ 3 x 40 déterminations

Principe {Réf. 1-2)
Le D-glucose est phospholrzlé en glucose-6-phosphate (G-6-P) en
présence dhexokinase (HK) ot d'ndénosine-6'-iriphasphate (ATP) (1).

{1) D-glucoss + ATP --ﬂ(-» G-6-P + ADP

En pré de gh phosphate déehydrog (GEP-DH), I
glucose-6-phosphata est oxydé par le nicatinamide-adénine-
dinucléatde phesphate (NADP) en giuconale-5-phosphate, |l se

&anh hat;

forme du nicotinamide-adénine-dinucléotide phasphate réduit
{NADPH) (2). ;
(2) @67 » NADP* S50 2 i conate-6-phosphate + NADPH + He

La quantitd de NADPH farméa au cours de la réaction st
proportionnelle & {a quantilé de [-glucose.
Onla par I'sugmentation de l'absorption & 334 nm, 340 nm,
ou 366 nm.

Composition du coffret

1« A lkacons 1 contanant env, 7,2 g de lyophilisat, compasé de
Tampan tréthanolamine - pH 7,6

NADP - 110 mp

ATP - 260 mg

Sultate de magrdsium

Stabllisateurs

2 - 3 flacons 2 contenani anv, 1,1 ml de suspension enzymaiique
composée de
Héxokinase - env, 320 U
al it il

phosy ydrogh -gnv. 160 U
3 - Solution aqueuse, stabiliséa de D-glucose (standard)

Préparation des solutions

1 - Dissoudre le contanu d'un flacon 1 avec 45 mi d'eau bidistiée.
2 - Utifisor Je contenu d'un (lacon £ sans dituer,

3% Utiliser la du flacon tard tel quel (la
Indiguée sur Pétiquoite).

tration est

Stabilité des solutions

La solution 1 est stable 4 somaines A +4 °C ot 2 mols 4 -20 °C.
L contenu dos lacons 2 eststable 1.and »4 °C,
A las solutions réacik fles & 20-25 °C avant utilisation,

Mode opératoire
Langueur donde : 340 nm, 265 nm (Hg) ou 334 nm {Hg)
Cuva de verre : 1 om d'épaisseur
Températura : 204 25°C
Volume du test : 3,02 ml
INMUNOLOGIE (42 points)

i‘ &r artlie ¢ Bens lisation 4'

chimie

hringer o h
: alimentaire

‘t mannheim

‘Mnsure conitre 'air (pas de cuve dans le rajel optiqua) ou contre
'eau.

Solution d'essai | 4 - 100 g de D-glucoselcuve (dans 0,1-2,0 Ll
déchantillan),

Introdulra dens les cuves Témoln Easal
Solution { 1,0 ené 10ml
Soluiion échantilon — 0,1 ml
Eau bidistiliée 20ml 1.9 ml
Mélanger . Apros anv. 3 min, lire Fabsarbance des solutions {A).
Déclancher la réaction par additon ds ; .
Suspansion 2 0,02 ml 0,02 ml

Mélanger , atendre la fin de la rdaction {env. 10 & 15 min.) et lire
I'absurbance des solutions (Ay).

S; la réaction n'est pas termingée aprés 15 min, continuer 4 lire les
absorbances de 5 min, en 5 min, Jusqua co que I'augmentation
¢absorbance soit canstanta sur & min,

Si l'on obsarve pour A, des augmentations d'absorbance constantes,
axtrapoler los absorbancos au temps de I'addition de la suspension 2.
::alcular les différerces d’absorbance {A; —-A4) du témain et de
'assal,

Déduire {a diltérence d'absorbance du témein de celle de Messai,

On obfient : 8Aguaoe) .

Afin d'obtanir des rdsultats exacts et valables, il est ndcessaire que la
diftérence d'absorbance mesurée pour les essals soit dau moins
0,100, ’

Calcul
La formule géndrale pour lo caleul dos cancentrations est ia suivanta -

VxPM

€ = i X AA ()

exdxvx 1000

V= voluma du test {ml)
v = volume de assal {ml}
PM = poids mokculaira do la substance A doser
d  w bpaisseur de lacuve lem)
¢ = coofliclent d'absorpton du NADPH
340nm =83 (. mmole™* . cn’)
Hg 365 nm « 3.5 (I mmole'! - om'}
Hg 334 nm = 6,18 {L. mmofo™ - em™)
On obtien pour le glicose |
302x180,16 -
X TX01 % 1000 * MAighoose

= 5,444 x-i‘ﬁ‘ﬂ‘—:"’—l"—

{g da glucosed de solubion d'échantillon}

e plague de itration

Distribuner dans chaque cupule de la barrette représentée cl-dessous
100 pl de solution d'anticorps anti-protélne P (8tiguetée AC) & 5 pg/ml sauf
dane la cupule C, dans lagquelle on introduit 100 pl de tampon carbonate-

hydrogénocarbonate.
Recouvrir la
37°¢ puls placer a 4°C.

barrette avec une feuille a}xtocollanta ; Incdber 2 H &
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Ne pas oublier de noter le n° de poste Bur la barrette.

2 3 45 6078 9101112
)

.

Ionmooen
eleleleloleolelel b
Q0000000

-

o \:adre
indiquer i
le numéro da poste

IOLECULAIRE (80 poiut#)‘ Durde : 2 H 15
" Les manipulations. seront réalisées selon 1'ordre précisé sur le lieu de
1répreuva.

. Deux fermenteurs ont &té& ensemencés par une Bouche d'Eacherichia coli
transformée par un plasmide pour la synthése industrielle d'une protéine P, Des
contréles sont effectués en cours de productlon.

MICROBIOLOGIF (38 points) PREMIER JOUR

- CONTROLE DE LA PURETE DE LA SOUCH

1.1 La présence de micro-organismes contaminants est r&vélée dans un
fermenteur par un isolement sur gélose T8 incube & 37°C pendant
24 h {étiquetsde M),
- Réaliser une coleration de Gram sur les colonies suspectes.

1.2 L'utilisation d'un antibiotique est envisagée pour &liminer le
contaminant. Pour des ralisons &ccnomiques, on utilise une concentra-
tion minimale efficace en antibictique. Celle-ci ast déterminde par
la mesure de la concentration minimale inhibitrice. On dispose d‘une
culture pure du contaminant en bouillon de Mueller-Hinton (&tiquetése
8).

= A partir d'une solution d'antibiotique & 2 000 U par ml, réaliser
des dilutions de l'antibiotique, en progression géométrique de
raison 10, en boulllon de Mueller-Hinton jusqu'a 2.10"% ¢ par ml,

= Diluer la culture bactérienne au 1/1 000 : 0,1 ml dans iOO ml de
bouillon de Mueller-Hinton.

- Pans une série de tubes & hémolyse introduire :
= 1 ml de chacune des dilutions,
- 1 ml de la suspension bactérienne diluée.
- Incuber & 37 °C pendant 24 h.
~ RECHER| DE L'ORIGINE DE LA CONTAMINATION

Le milieu nutritif de base utllisé pour la culture de la souche ﬁroduotrica
est contrblé,
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- Réaliser le dénombrement des micro-organismes revivifiables & 30 °C,
gelon la technigue de la double couche, dans o2 miliew nutritif de base
non dilué et dilué au 1710 et au 1/100.

La g&lose dénombrement est conservée en surfusion.

JIMMUNOLOGIE (42 POINTS}

DEDUXIEME PARTIE
DOSAGE DE LA PROTEINE P PAR METHODE INMUNO-ENZYMATIQUE

On se propose de doser la protéine P produite dans le milieu de
fermentation par la technigue E.L.I.S.h..

Le dosage est réalisé sur 2 échantillons 1 et 2 prélevés respec-—
tivement dans chague fermenteur.

On réalise en paralldle, dans une barrette de plagque de microti-
tration A& fond plat, un &talennage & partir d'une solution é&talon
de la protéine P et un dosage sur 2 dilutions de chacun das

échantillons.
- REBRCTIFS ET EC) LLONS UTILISES

P.B.5. - gélatine

BP.B.S§, — Tween

P.B.5. - Tween - gé&latine

Solution étalon de protéine P 4 1,6 yg/ml dans le P.B.S.
- Tween - gélatine

Echantilions 1 et 2 & doser : dlluticns fournles dans le
P.B.S. - Tween - gélatine.

* Gchantillon 1 :

- dilution au 1/10 000 : Pt
- dilution au 1740 000 : PN

* écohantjllon 2 @

- dilutien au 1/10 000 & P2
- dilution au 1/40 000 : P'2

En premidre partie, la barrette a été traitée selon le protocole
puivant 1

- Dépst dans chague cupule de la microplague de 100 ul de sclution
d'anticorps anti-protéine P & 5 pg/ml gauf dans la cupule {2 dans
laquelle on a introduit 100 ul de tampon.

- Incubation 2 heures & 37°C, Stockage & 4°C.

2 - MODE OPERATQIRE
2.1 Saturation des sites de fixation non spécifiques

Vider, par retournement, la barrette de la solution sensibiligante.
Laver 1 fols avec 200 ul de P.R.S8..
Saturer les sites de la barrette avec 100 ul d'une solution de

P.B.S. - gé&latine & 5 g/l.
Regouvrir la barrette avec une feuille autocollante et incuber

30 min & 37°C.

83-30



2,3

Vider la barrette ﬁar retournement, la sécher par tapotement sur une
feuillle de papier filtre.
Rincer 3 fois avec du P.B.S. - Tween.

Dilutions de la solution é&talon

Dans la microplagque vierge fournie, réaliser des dilutions en amérie
(prograssion géométriguea de ralson 2) de la solution &talen de
protéine P dans lé P.B.S. —~ Tween - gélatine (sous un volume final
de 200 pl). ’

Etalonnage
Déposer ces dilutions sous un volume de 100 ul par cupule dana les

cupules Bl, 1, b1, Ei, Fl, 61, Hl, A2, B2 de la barrette (¢f schéma
ci-dessous).

Démoing

Dans les cupules Al et €2, introduire 100 ul de Bolution &talon de
protéine P,

Dans la cupule D2, introduire 100 yl de P.B.5. - Tween - gélatine.
Dogage

Réaliser un essai sur 100 yl de chacune des dilutions des
échantillong 1 et 2 : cupules E2, F2, G2, H2,

Reeouvrir la plaque avec la feuille autocollante et incuber
1 heure & 37°C, puis 3 4°C jusqu'au lendemain.

Donnée s

Identiflcation des cupules de la barrette.

CEEEEEER
1@OO0OO®®®|

B - MICROBIOLOGIE-BIOLOGIE CELLULAIRE ET MOLECULAIRE (80 points) Durée : 3 H 15

L'ordre de déroulement des manlpulations sera indiqué aux candidats en
début d'épreuvae.

MICROBIOLOGIE (38 points) . DEUXTEME JOUR

1 - €O

OLE DE LA PURETE DE LA SOUCH!

~ Déterminer la concentration minimale inhibitrice de 1'antiblotique vie &
vis du contaminant.
= Conclure.

2 - RECHERCHE DE L'ORIGINE DE LA CONTAMINATION

- Dénombrer les micro-organlismes revivifiables a 30°C.
= Conclure.
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IMMUNOLOGYE (42 points)
TROISIEME - PARTIE

DOSAGE DE LA PROTEINE P PAR METHODE IMMUNO—ENZYMATIQUE

1 -~ REACTIFS UTILISES

Solution de conjugué {(anti-protéine P margué par la phosphatase
alcaline} & lpg/ml.

Solution de substrat : paranitrophénylphosphate (P.N.P.P.) & 1 mg/ml
en tampon Trie pH = 9,8.

Solution de MNaCH & 1 mol/l.

P.B.8. - Tween,.

2 - ETAPES OPERATOIRES

- Laver la plagque $ fois avec le P.B.8. - Tween.

- pistribuer 100 ul de la solution de conjugué dans toutes’ les cupulea
gsauf le blanc {cupule Al}.

- Recouvrir la plague et incuber ) heure & 37°C.

- Laver la plague 5 fols avec le P.B.S. - Tween.

- pistribuer 100 yl de solution de subetrat dans toutes les cupules.

- Incuber 30 minutes & 37°C.

~ Arrater la réaction par 50 ul de solution d'hydroxyde de sodium &
1 mol/l.

- Lire l'absorbance filtre 410 mm contre le blanc.

3 - COMPTE REN

Construire un tableau des résultats expériwentaux.
Tracer sur papier millimétré la courbe d'étalonnage :

A = f [log{C protéine P en ng/mlj]

Justifier la réalisation des différents témoins. Conclure sur les
résultats obtenus pour chacun dTeux.

Caleculer la concentration en protéine P de chague échantillen.

Canclure..
ponnée : Identification des cupules de la Bakrette :

5 ©
o

®®p
@O
OO
@@
@O
@@
® Of
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Epreuve professionnelle de synthése
deuxieme partie : réalisation pratique d'opérations
technigues  Sujet 2
Durée 9,5 heures  coefficient 8

UTILISATION DE CULTURES CELLULAIRES

A - MICRORIOLOGIE - IMMUNOLOGIE (80 points) Ducée 1 5 H

PREMIER JOUR Durde : 3 H 30

Les manipulations meront réalisées selon l'ordre précisé sur le lieu
de 1'épreuve.

Les levures peuvent &tre ocultivées et récoltées afin d'obtenir de la
biomasae.

Le diagramme de production des levures cultivées est le gulvant s

Fréharalion du Traltement du lquida Préparation des

levain & fermenier solutions de sels
mwiritifs et oligo-
éléments

Substrat : liquide & fermenter 4——'

+ sels nutritifs
Fermeninr

Sortie du fermenteur
Desémulsion

1#re séparation par centtil’uga*lcn {13-13 % d'extrall sec)

Lavage
fevure concentrée + cau

Zéme séparation par centritugjllm {13-15 % d'estrajt sech

Concentratiaon par dilirasion

23-28 °% d'extait sec oy Concentreur sous vide
(23-28 % d'extrait sec}
Thermelyss dans le ler corps

Thermolyse par chauffage
4 92/83°C, dans des cuves
& double paroi

Séchags

. . Cnnd!tlumemgm
Lors d'une telle production, différents contréles sont indispensablesn,
Les normes microbilologiques pour 1'alimentation humalina gont les
suivantes :
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germes totaux ) 50 000/g

Escherichia coli absence dans 0,1 g
aalmonelles absence dans 25 g
ataphylocoques absence dans 0,1 g
moiaissures inférieurea a 100/g

1 ~ IDENTIFICATION DE LA LEVURE DIETETIQUE (10 pointg)

La levure d¢iététique a &été isolée gur une gélose Sabouraud et incubée
pendant 4 jours & 28°C : boite A.

— Tdentifier la levure diftétigue & l'aide d'une miocrométhode : galerie
API20C,

2 -~ CONTROLES AU NIVEAU DE LA FERMENIATION (30 points)

on dispose

- d'un tube (B) contenant un prélévement du liquide & fermenter avant
ensemencement.

- de trols fioles (Cl- €2 - C3) contenant chacune une préculture de la
levure.

- d'un tube (D) contenant un prélévement réalisé en wours de fermentation.

2.1 Effectuer un contréle de stérilité du liquide & fermenter.
Préciser dans le compte-rendu la technique d'ensemencement utillsée.

2.2 A partiy de l'examen d'une coloration de Gram et d'une observation
réalisée en hématimétre, cholsir, parmi les trois précultures, celle
qui servira i l'ensewencement. Justifier le choix effactué.

2.3 Effectuer un contrfle de pureté de la souche de lLevure au cours de
la fermentation par ensemencement de milieux appropriés.

3 — CONTROLE MICROBIOLOGIQUE APRES CONDITIONNEMENT (15 points)

Le contr&le complet ne sera pas envisagé, seule la recherche de
staphylocogques sera réalisée.

A partir d'une suspension de laevure diététique a 107! en eau peptonée (E},
réaliser la recherche de staphylocogues sur milieu de Raird Parker.

Indiquer la technique d'ensemencement utilisge.
OLE DE SE S ANTI CANDIDA BICANS P. TROSYNERESE (25 points)

4.1 Introduction

On a préparé deux sérums anti Candida albicans par immunieation de
lapin. On se propose de coptréler leur activité, Candida albicans
popsdde deux types d'antigénes t

- des antigénes somatiques obtenus & partir d'un broyat de culture
en milieu de Sabouraud,

- des antig®nes métaboliques obtenus A partir de filtrat de culture
an milieu liquide de Sabouraud.

Les sérums seront testés via & vis de ces deux types d'antiganes.
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4.2 Technigue

On dispose d'une plague d'électrosynérése comportant deux fols deux
rangées de puitsa, :

Tester deux pérums Sa et Sb vis & vie des deux antigénes, antigéne
somatique et antigdne métapolique ; ces antigdnes seront utilisés
purs, dilués auw-1/2, au 1/4 et au 1/8 en PBS.

Le: antigénes et les mérums mont placés sous un volume de 10 ul par
puits.

La cuva 4 é&lectrophordse est.remplie de tampon PH 8,2 dans chaque

. compartiment. :
Placer la plague dans la cuve convenablement t orienter la plaque en
r§alisant un repérage (exemple : coupure d'un coin) qul sera indiqué
dans le compte-rendu, : '

Laimser migrer 35 minutes en maintenant une tension constante de 150
volte. .

4.3 Résultats
Indiquer la technigue de réalisation des dilutions de l'antigéne.

Faire un achéma précleant la nature et la position des différents
dépbts, )

Justifler la position de la plaque dans la cuve a élactrophorase,

Lire la plague directement ; conclure.

~ HICROB E - I 0
DEUXIEMY JOUR o _ Durée ; 1 H 30
1 - IDENTIF DE LA LEVURE DIETEXIQUE
Lacturxe de la galerlé. Identification.
2 - CONTRQLES AU NIVEAU DR LA FERMENTATION
Résultats expérimentaux. Conclusion.
3_- CONTROLE MICROBIOLOGIDUE APRES CONDITIONNEMENT

L'identification des colonléshéuspecteé sera réalisSe A l'aide d'une
technigue rapide sur lame (Staphyslide ou Pastorex). Conclusicon,

On se limitera & un aseul test ; le résultat obtenu sera généralisé.
B = BIOCHIMIE (80 points) T Durée t 4 H 30

Les manipulations geront réalisées selon l'ordre précisé sur le lieu de
1'épreuve.

LEVURES ET GLUTATHION

Les lavurea peuvent &tre ocultivées et récoltées afin. d'obtenir de 1la
biomasgse.

Les levures utilisées en allmentation, ou levures diététiques, tufes et
sSchées, possédent des qualités nutritlonnelles remarquables : grande richesse
en protéines {45 %), en vitamines du groupe B et, en glutathion (& raison
d'environ 500 mg pour 100 grammes de levures eéches).

Le glutathion est un trlpeptide de masse molaire : M = 307,30g/mol,
intervenant dans les réactions d'oxydo-réduction, les processus de détoxication
hépatique, la protection des membranes cellulaires.
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La manipulation comporte trolis parties :

1 - Dosage du glutathion.
2 - Etude de la structure du glutathion,

3 - RBle du glutathion dans

ti ité d

ralcool déshydrogénasa (A.D.H.).

UES_PAR LA METHOD

GLUTATAION DANS LES I

SAGE 8 DIE!
COLORIMETRIQUE AU REACTTF D'FLIMAN. (26 points)

1.1 Principe i
Le ré&actif Q'ELLMAN ou acide 5,5° (di) thio-2,2'nitro-banzoique ou
p.T.N,B, eat un disulfure aromatique réagissant avec les groupements
thiols des composés aliphatiques., Grice & une r&action d'échange
entre D,T.N.B, et fonction thiol, 'l y a formation de nitro-thio-
benzoate ou N.T.B.,anlon coloré en jaune gqui absorbe la lumiére A
412 nm.
R-GH + Ar-g-§-Ar » R-§-§-Ar  + ar-s~ + u'

D.T.N.B. ~ anion N.T.B

Le glutathion réduit porte une fonction thiol. Son dosage est donc
possible en comparant la coloration obtenue & partir d'un extrait de
levures & celle résultant d'une gamme d'&talonnage réaliasde A 1'aide
de l'acide aminé cystéine.

1.% ‘Obtention d'une solution de glutathion & partir de levures i
On pése exactement 0,5230 g de levures séches.
Aprés différentes &tapes opfratoires, on cbtient 10 em® @'une
golution 5 de glutathion.
On considare que tout le_glutathion présent dane les levures a &té
récupéréd dans lea 10 om™.

1.3 Mode opératoire 1
A partir de la solution mére de cystéine & 10 mmol/dms, préparer une
dolution fllle dilude au 1/10 en eau distillée bouillie et refroidie
en vue d'obtenir une gamme contenant entre 0,1 et 0,5 nicromole dJde
cystéine par tube.
Compléter chague tube de la gamme & § om® avee le tampon phosphate a
0,1 mol/dm°et & pH = 7,8.
A partir de la solution 8, préparer directement deux tubes esaais
contenant la quantité approprife de produit A doser. Compléter
chaque tube & 5 cm” & l'aide du tampon phosphate pH = 7,5.
La réaction de coloration sera gbligatoirement réalisfe en méme
temps sur les tubes de la gamme et les tubes essais, en raison de
1l'éveolution possible de la coloration. )
Ajouter dans chague tube 0,5 om? de solution tamponnée de
D.T.R.B.. Agiter. Lire les absorbances & 412 nm entre 10 et 20
minutes aprés l'additidn du réactif de coloration.

1.4 Compte-rendn et résultats 3

Indiguer, sous forme de tableau, la composition des tubea (gawwme et
epeais) ainsi que les résultats expérimentaux.

Déterminer le teneur en glutathion des levures analysées en mg de
glutathion pour 100 grammes de levures eaches,
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2 = ETUDE DE LA STRUCYURE DU GLUTATHION PAR CHROMATOGRAPHIE SUR COUCHE
’ MINCE (C¢.C.M,) (20 points)

L'analyse chromatographique portera sur trois solutions :

~ golution de glutathion (GT), fournie

- hydrolysat de glutathion (H), fourni

- mélange réactlonnel (R} obtenu aprés action de 1l'iodo-acétamide sur la
foncticn thiol du glutathlon selen la rBaction 1

R-SH + I-CH,~CONH > R-5-CH,-CONH + HI
2 2 2 2

a préparer suivant le protocole indiqué en 2.1.

2.1 Réaction glutathion / iodo-acéiamide

Dans le tube & hémolyse &tigueté "R", introduire 1

-2 cm3 de solution de glutathion {GT},
-0,2 en® de solution d'lodo-acétamide.

Agiter. Le mélange réactlonnel ainei réalisé est appelé R.
2.2 Réalisstion de la ghromstoqraphie 1

Réactifs 1

- golvant de chromatographie i
n butanol 3 3 vol.
acide acétique : 1 vol.
|au distillée : 1 vol.

- solutionsg témaina d'acldes aminée 4 1 g/dm3 t
oystéine (C), lyaslne {K), glycine {G), leucine (L}, glutamate (E),

- golutions A4 tester :
@7 3 solution de glutathlon.
H : hydrolysat de glutathion.
R 7 mélangs réacticnnel réaliséd en 2.1.

- révélateur i
. réactlif 4 la ninhydrine.
Mode opératolre :

Réactiver -deux plagues de gel de allice de 5 cm sur 10 om par
paBsage A l'étuve & 100 °C.

Réaliser deux dépdts muccessifs de chaque golution 4 1'alde de
capillaires. Sécher,

Placer les couches minces dans des béchers de 400 cm3 préalablement
saturéa en vapeur de solvant.

Laisser migrer. Sécher, puis révéler avec le r&actif a4 la ninhy~
drine, et placer & l'étyve 4 100°C pendant 10 minutes.

2,3 Analyse des résultats i

Présanter las plaques de chromatographie sur la paillasse en fin de
manipulation,

Discuter les différents résultats cobtenus et bropogér une composi-
tion pomsible en acldes aminés pour le glutathion.
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= ACTIVITE ENBYMATIQUE DE L'ALCOOL DESHYDROGENASE (A.D.H.,) (34 pointa)

L'A.D.H. est un enzyme aouvent extrait dea levures.

A partir d'un extrait P de cet enzyme, on a ré&alisé le mélange M {fourni}),
selon le protocole suivant @

- un volume d'extrait P,
- un volume de solution d'iodo-acétamide,
- un volume de solution de glutathion.

La manipulation conaiste & déterminer la concentration d'activité
catalytigue de 1'A.D.H. dans les 2 solutions suivantes : extrait P,
mélange M.

On a par ailleurs constaté une perte de 80 % da l'activité enzymatique de
1'A.D.H. dans l'extrait P en mélangeant volume 3 volume l'extrait P et une
polution d'iodo-acétamide.

3.1 Principe 1

La réaction catalysée par 1'A.D.H. est la suivante @
thanol + NAD® <———-—= &thanal + NADH + H'
3.2 Réactifs

- Rl : Tampon pyrophosphate de sodium & pH = 8,7.
- B2 1 Solution d'Gthancl & 5 mol/dm>.
- R3 : Solution de Napt & 15 mmol/dm3

On utilisera un réactif unique {monoréactlif MR} obtenu par mélange
avec de l'eau distillée, dans des proportions convenables, des 3
rgactifs précédents.

3.3 Mode opératoire i
Conditions de mesure :

~ température : 30°C.
- longueur d'onde : 340 nn.
~ trajet optigue : 1 em.
Protogole @
- Dans une cuve de spectrophotom@tre, introduire 2,9 cm3 de
monoréactif MR qul seront préincubss pendant au moins 5 minutes &
3o,

= Déclencher la réaction en ajoutant 100 ul de la solution 3 doser
dans la cuve. Agiter, puis remettre en place afin de pouvoir
effectusr la lecture de l’absorbance.

- Enreglstrer ou noter la varlation d'absorbance pendant 2 minutes.
Esgale ¢ ) .

= Un essal est ré&alisé sur 1'extrait P.
- Un essal est réalisé & partir du mélange M.

3.4 Conpte-rendu et résultats 3

Prégenter les enregistrements cobtenus pour l'extralt P et pour le
mélange M en les annctant ou en les commentant sl nécessaire, ou
tracer sur papier millim&tré les courbee A(340 nm) = f£{temps) pour
les deux essais.
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Déterminer la concentration d'activité catalytigue (Ccat) en U/dm3
- pour l'extralt P,
- pour le mélanga M.

En déduire l'activité résiduelle de l'extrait P dans le mélange M,

Comparer les résultats obtenus.
Calculer le pourcentage d'inactivation de 1'enzyme.
Conclure.

Données

- Une unité U correspond 4 la quantité d'enzyme qui,
dans des conditions définies, transforme une micromole de gubstrat
an une minute,

~ Le coefficient d'absorbance lLinéique molalre du NADH & 340 nm est
égal & 6300 dm®.mol” . em™ L.

Epreuve professionnelle de synthése
deuxiéme partie : réalisation pratique d'opérations
techniques  Sujet 3
Durée 10 heures coefficient 8

UTILISATION DE CULTURES CELLULAIRES
On peut réaliger des cultures de lymphocytes sanguins humains pour :

* paractériser, typer ceux-cvi d'aprés la nature de leurs récepteurs
membranaires ;

* jdentifier les seconds messagers libkérés aprés stimulation de certains de
ces récepteurs ;

* gontrtler - la gqualitd microbienne dea milieux utilisds,
~ lrefficacité des additife utilisés dans las milieux de

culture.

A - BIOCHIMIE (80 points) Durée : 4 H 30

Les phosphollpidea memkranaires cnt un rfle structural et un réle de Pracurseuy
de seconds messagers intracellulalres {diacylglycérole, Lnogitolphosphates,
prostaglandines).

On se propose de yé&rifier partiellement la structure d'une meolécule X précurseur
menbranaire d'inositol triphosphate IP3, purifide aprés extractions et
_ chromatographies successives.

G — acide gtéarigque
L i
Y
c
Structure B —— acide arachidonique
de la molécule B
. X : o]
L

J— @ — inositol/
A
Donnée 1 = =H,P0;
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On dispose :

d'une solutlon agueuse H provenant de 1‘hydrolyse de X par une

phosphodiestérase ¢, suivie d'une saponification sur laquelle on réalisera un
dosage enzymatique de glycérol par le "test UV". L'exactitude de 1'absarbance
d&livrée par le spectrophotométre & 340 nm sera contrdlée. La solution H
correspand & une solution & 107" mol.dw ™ de X.

- d'un minéralisat M de ¥ correspondant & une solution & 10 mmol.dm ™ de X.

Les opérations suivantes sont & réaliser selon l'ordre précisé sur le lien
de 1'épreuve.

1. VERIFICATION DU SPECTROPHOTOMETRE UTILISE

1.1

Réagtifs

- réactif 1 = diluant,
- réactif 2 = solution de NADH & 317 8 pmol,dm’.
Mode opératoire

Dans un tube & hémolyse, plpeter :

- 2 ml du réactif 1,
- 3 ml du réactif 2.

Lire 1'absorbance & 340 nm en faisant le zéro de l'appareil avec lae
réactif 1.
Calouls

calculer 1'absorbance linéigue molaire €m du NADH & partir de
1'absorbance délivrée par le spectrophotomdtre.

Conclure sur l'exactitude de 1'absorbance lue (on admettra gu’on se
trouve dang la zone de lindarité), sachant gue &m du NADH & 340 nm =
630 nf.mot”’,

2, DOSAGE DU GLYCEROL DE H

2.1

Principe du dosage

La glycérckinase (GK) catalyse la phosphorylation du glyé&érol
en glycérol-3-phoaphate par 1'adénosine-5'-triphosphate {ATP)
{1).

GK
(1) glycérol + ATP s——=====—= glycérol-3i-phosphate + ADP
L'adénosine-5'-diphosphate (ADP} formé est & nouveau
transformé en ATP par le phosphoénol-pyruvate (PEP) en
présence de pyruvate-kinase (PK) (2).

PK
{2} ADP + PEP =——=——====="RATP + pyruvate

Le pyruvate obtenu est réduit en lactate par le nicotinamide-
adénine-dinucléotide réduit (NADH) en présence de lactate-
déshydrogénase {LDH} (3).

LDH
(3) pyruvate + NADE + H' ge—————2= lactate + NaD"
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La gquantité de NAD* formé durant la réaction est proportlion~
nelle & la guantité de glycérol. L'oxydation de NADH est
mesurée par la diminution de son absorbance & 340 nm.

2.2 Réactife
- solution 1 : mélange rdactionnel contenant tampon, NADH,
ATP, PEP et Ma®,
~ suspension 2 ¢ pyruvate kinase et lactate déshydrogénase,
- suspension 3 t glycérckinase.
2.3 Mode opératolre
- Opérer directement dana les cuves de 1 cm de trajet optique.
- Réallser deux easais.
Introduire dane lea cuves témoin - essal
golution 1 1,00 ml 1,00 ml
eau bidigtillée 2,00 ml 1,90 ml
solution H dilude 5 fois e 0,10 ml.
suspension 2 0,01 ml 0,01 ml
Mélanger. Aprés environ 5 & 7 minutes, lire les
absorbancesa des solutions (A1)
suspension 3 0,01 ml 0,01 ml
' ””Ms"alanger, attendre environ 5 4 10 minutes et lire les
abgorbances des sclutiens (By) e
Contrbler la fin de ia réaction par une seccnde lecture
de b,
-~ Déterminer les varlations d'absorbance corxigée :
AR = AA essal -~ AA témein
2.4 Calcaul

Exprimer la concentration de H en mol.dn™ de glycérol.
AnV.D
Donnge » ¢= ————— . 107 mol,dm3
tm 1.p

aves V volume final en om® 3

p = volume d'échantillon en om
1 = largeur de la cuve en m

D facteur de dilution

¢m = absorbance linéique molaire de NADH calculé au 1,3,

3. DOSAGE _DU PHOSPHORE DE M

3.

Réactifs

- solution étalon & 20 mmol.dm” de KH,PO,,

- réaotlf sulfeomolybdique (dangereux), 3
- solution de sulfite de scdium a 200 g.dm ~,
- splution d'hydroguinone & 10 g.dm™.
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3.2 Dosage de M (2 eesais)
Introduire dans un tube 4 essais :

- 2 ml de M dilué 50 fols,

- 5 mi d'eau distillée,

- 2ml de réackif sulfomolybdigue,

- 1 ml de solution de sulfite de sodium,
- 1 ml de solution d'hydroguinone.

Lalaser reposer 30 minutes & 1'abscurité. Lire 1'absorbance &
700 nm. o
3.3 Etalonnage du_spectrophotométre

Préparer a4 l'aide d'une solution mére de KH;PO, & 20 ymol.dm’ une
golution fille & 0,4 pmol.cm’
Réaliser une gamme étalon de c;nq tubes renfermant de 0 &
2 pmol de P par tube.
3.4 Calculs

Tracer la courbe d'étalonnage du spectrophotométre ou calculer la
droite de régression a = f({umol de phosphore par tube).
Exprimer la concentration de M an mol.dm >~ de P.

4. COMPTE_RENDU

2.1 La concentration en glycérol de H correspond-elle & la valeur
attendue ? Conolure.

4.2 La concentxation en phosphore de M vérifie-t-elle le schéma
structural proposé ?

UTILISATION DE CULTURES CELLULAIRES
on peut réaliser des cultures de lymphocytes sanguins humains pour :

* garactériser, typer ceux-ci d'aprés la nature de leurs récepteurs
membranalres ;

* identifier les seconds messagers libéré&s aprés stimulatlon de
certalnes de ces récepteurs ;

* contxdler - la qualité micrcobienne des milieux utilisés,
- l'efficacité des additife utilisés dans les milieux de
culture.

B - MICROBYOLOGIE ET RIOLOGIE CELLULAIRE ET MOLECULAIRE {80 points)

PREMIER JOUR Durée : 4 H

L'ordre de déroulement des manipulations est imp&ratif :
1 - BIOLOGYXE CELLULAIRE
2 - MICROBIOLOGIE
1- BIOLOGIE CELLULAIRE (30 points)

A partir du sang humain circulant, on veut séparer les lymphocytes pour les
mettra en culture. En dehors d'une stimulation par un antigéne, les lymphocytes
B et T sont difficilement distinguables morphologiquement. Par contre, & leur
surface, ancrées dans leuwr membrane, des glycoprotéines différentes permettent
de les différencier gréce & des marqueurs de surface,

Chez 1'homme, seuls les lymphocytes T possédent un marqueur faclle & mettre
en évidence i1 un récepteur pour les hématies de mouton. On peut ainsi, aprés une
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séparation lymphocytaire, connaitre le nombre de lymphocytes P que nous
placercns en culture au temps to, en dénombrant ceux capables d'étre entourés de
globules rouges de mouton, c'est-a-dire formant rosette.

1.1 Pratiquer une séparation lymphocytaire sur u__san circulant
recueilli sur anticoagulant.

on se placera en champ stérile [sans obligatlon de travall sous
hotte & flux laminaire).

La centrifugaticn se déroulera en présence de cousein de densité
intermédiaire d = 1,077 {type Ficoll) en sulvant le protocole fourni
avec le produit distribué.

1.2 Recueilliy la suspension lymphocytaire dans 1 ml Ge miliew R P M I.
1.3 pépombrer en hématimétre les cellules wviveantes recueillies en

pratiquant un test de visbilité en présence d'un colorant type bleu
Trypan (fiche technigue n® 1).

FICHE TECHNIQUE N°l : THST DE VIABILITE AVEC BLEU TRYPAN
(FICHE TECHNIQUE BIOMERIEUX)

Bleu Prypan sclution & 0,4 % (référence 89 691). Flacon compte-gouttes de
5 ml.
Conservation a la température du laboratoire,

Présentation

Le Bleu Trypan & (0,4 % est un colorant utilisé pour la numération de
cellules. L& colorant est exclu des cellules vivantes, alors qu'll pénétre dana
les cellules mortes qui se . colorent en bleu. La solution de Blew Trypan 4 0,4 %
eat isctonigque et tamponnée ; elle contlient du méthyl-p-hydroxybenzoate ecomma
antiseptigua.

Utilisation

Les cellules & dénombrer doivent &txe mises en puspension dans une solution
isotonique & pH 7,5 et sans protéines {tel que sérum de veau).

A 0,5 ml de suspension cellulaire & étudier, ajouter 0,05 ml de solution de

8lea Trypan & 0,4 % (soit 1 goutte distribude au comptae-gouttes

. tenu
verticalement).

Homogénéiser 4 la pipette Pasteur,

La numération devra &tre falte entre la 5&8me et la 158me minute aprés
mélange avec le colorant.

Déposer 1 goutte de la suspension colorde dans 1'hématimétre et laisser
sédimenter quelgues instants avant de compter les cellules.

Le pourcentage de cellules viables ne sera établi gu'aprds avoir compté un
nowbre suffisant de cellules (une centaine au moins).

Exprimer les réaultata en nombre de lymphocytes vivants par mi,

1.4 Préparer a4 partir d'une suspension HMao d'hématies de mouton (nombre
par ml indigqué) wne suspension HY, contenant 10 fois plus de globu-
les rouges de mouton que de lymphocytes vivantg,

Le prPtocola conseille un nombre de lymphoeytes de l'ordre de
107, ml } on pourra, si nécesasaire, concentrer 1la suspension
lymphocytaire par una centrifugation supplémentaire de 5 min §
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2 = MICROBIOLOGIE (50 points)
1.5 Préparer le test des rosettes dg lymphocytes~GRM :

Dans un tube & hémolyse de plastique stérile placer :
- 0,8 ml da milieu RPMI,
- 0,1 ml de suspension lymphocytaire,
- 0,1 ml de suspension d'hématies de mouton 10 fois plus
concentrée ‘'que la suspension lymphocytaire.

1

Homogénélser doucement ; centrifuger & 500 t.min”' pendant 3 min.

Remettre en suspension trés doucement par rotation lente.

Placer & 4°C,
te miliew de culture lymphocytaire est fréquemment sujet & des

contaminations microbiennes.
Aprés avoir 18616 et identifié un contaminant on ajoutera au milieu un

antibiotique et un antifongique.
on déterminera la concentration minimale efficace sur une souche

bactérienne de référence.
Le choix de l'antifongique résultera de 1'antibiogramme effectué sur uane

souche fongique.

2.1 Isolement

Une g&lose & 1l'oeuf est fournie coulée en boite de Pétri. Ensemencer
cette gélose avec un &chantillon de milieu de culture ¥ contaminé de

fagon & isoler le microorganisme.
Incuber ce milieu & 30°C.

2.2 Etude da 1'action du chloramphénicol

On veut &tudier l'action de différentes concentrations du
chloramphénicol sur une souche bactérienne test (Micrococcus

luteus}.
Effectusr les opérations en suivant le protocole ci-dessous.

2.2.1 préparation de 1'ingoulum

- A l'aide d'un témoln dont 1'opacité est &gale au point 0,5
de l'échelle de MAC FARLANR, ajuster la densité d'une cul—
ture_en_phase exponentielle de la souche-test en ajoutant
du bouillon nutritif stérile. La concenktration de cette
suspenslon est alors de 10° bact&rles par ml.

- A partir de cette suspension, ajuster la concentration & 10*
bactéries par ml.

2.2.2 gamme de_dilutione de 1'antibiotique

-~ On dispose d'un tube & hémolyse contenant 1 ml de solution
dtantibliotique & la goncentration de 128 ug par ml. C'est le
tube n°1. -

- Ajouter 1 ml de boulllon nutritif trypticase-soja stérile et
mélanger, '

- Réaliser la gamme dans une sdrie de 10 tubes & hémolyse 3

* Effectuér des dilutions successives ‘au 1/2, en
pouillon nutritif trypticase-soja stérile, jusqu'au
tube n°10,

% on n'oubliera pas de prélaver et da jeter 1 w] du
contenu de ce tube n°10.
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2,2.3 Ensemengement = Incubation - Lecturs

Ajouter 1 ml d'inoculum {culture ajustée i 10° bactéries par
wl) dans les tubes n° 1 & 10 de la gamme drantibiotique.
Mélanger et incuber & 37°C pendant 24 heures.

Choix d'un antifongique

Utiliger une puspenslon de ﬁggghgggnggg_gg;g%%gigg en eau distillée
stérile dont la concentration est ajustée & 10° cellules par ml,
Cette suspension est ensemancée sur une gélose pour 1l'étude de la

senglbilité des levures.
Procéder selon le protocole ci-dessous.

Milieu

Le miliew a été coulé en boite de P&tri sur une épaisseur de 2,4 mm.
La surface a &té séchée par un séjour de 15 minutes & 37°C dana
1'étuve.

Inoculum

Suspension a 10° cellules par ml.

Ensemencement

R&aliser un ensemencement par incndation.
Sacher la bolite pendant 15 minutes & 1'&tuve é 37°C.

Application des disqueg

Réaliser l'antiblogramme psr la méthode des disques sur le milleu
gélosé fourni (6 disques d'antifengiques sont fournis}.

Ingubation

Une prédiffuasion de 30 minutes & la température du laboratoire est
effectuds avant de placer les boites a 30°c,
Incuber 24 heures.

B -~ MICROBIOLOGIE ET BIOLOGIE CELIULAIRE ET MOLECULAIRE (80 pointe)

DEUXIEME JOUR Durée ; 1 H 30
1. BIOLOGIE CEIIVLAIRE (30 points)

Manipulation

~ Remettre les lymphocytes délicatement en suppension et las monter
en hématimétre.

= Présenter une rosette (lymphocyte entouré d'au moing 3 hématisg de
mouton).

- Compter ies romettes.

Résultate
Calculer e nombre de lymphocytes T wvivants de 1a guspengion

lymphocytaira préparée la veille. En dé&dulre la proportion de
lymphocytes T.
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MICROBIOLOGIE (50 points}

2.1

2.2

Isolement et identification d'un contaminant

A partir de la géloge ensemencée le premier Jjour, effectuer
les examens macroscopigues, microscopiques et enzymatiques.
Rédiger le compte rendu et orienter 1'identification de ce
contaminant.

Action du chloramphénicol

Lire ia gamme contre un fond clair, apré&s agitation des tubea.
péterminer la C.M.I. ({concentration minimale inhibitrice) de
1'antibiotique pour la souche bactérienne testée.

Présenter les résultats sous forme de tableau.

Choix d'un antifonqgique

Megurer les diam@tres des zones d'inhibition sur la gé&lose.
consulter la fiche de lecture de l'antibiogramme Mycologie.
Quel est l'antifongique qui semble le plus effivace vis & vis
de la souche testée 7
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Epreuves de la session 1994

Epreuve de Francais
Durée 4 heures Coefficient 3

SYNTHESE DE DOCUMENTS .
Vous ferez une synthése cbjective, conclse ot ordonnée de ces documents relatifs 4 I'idée de
défense nationale puis dans une bréve conclusion vous exprimerez vos réflexions personnelles sur
la guestion.
DOCUMENTS

1) P. GARRIGUE : extrait d'une conférence, 16.2,1988

N

) Victor HUGO : "0 soidats de I'An Deux ! Les Chatiments, 1853
3) G.dePUYMEGE : Le fanatisme, histoire et psychanalyse, p.p. 172-174, Stock 1380
4) H.HAENEL, R. PICHON, La Défense nationale, p.p. 121-123, P.U.F, 1989

5) A, JACQUARD : Abécédaire de |'ambiguité, Seuli, 1989

DOCUMENT 1

Pourquoi nous combattons ? La question mérite d'étre aussi brutalement posée & nos sociétés de la fin du
XXéme sigcle quelle le fut dans la célébre série de Frank CAPRA & 'Amérique au seuil de la seconde Guerre
Meondiale. Certes nous ne sommes pas a la veille d'un conflit mais la guerre, sous ses formes les plus insidieuses, est
revenue sur notre horizon : déstabilisation et désinformation de nos sociétés, conflits “localisés”, montée des
tensions dont certaines mettent en jeu nos forces de défense, rivalités religleuses, culturelles ou économiques, Faut-
il rappeler que nos valeurs, 4 commencer par celles qui constituent I'armature de nos régimes démocratiques et sont
I'ame de notre vie quotidienne, ne sont pas aussi largement partagées que le laissent entendre les déclarations de

principes des Organisations internationales ? Elies sont méme le privilége - le mot est lourd de sens - d'une minorité.

On peut donc étre tenté de fonder l'esprit de défense sur un simple inventaire des valeurs dont nous avons le
sentiment qu'elles nous sont communes. Certaines de ces valeurs - I'indépendance nationale, la palx, la sécurité -
" sontexplicitement liées & la volonté de défense ; d'autres - (a démocratie, fa liberté, le patrimoine et I'art de vivre -
supposent que les premiéres soient assurées dans un monde dangereux. L'énoncé du programme d'Education
Civigue de la classe de 3¢éme est ici parfaitement clafr : I'indépendance nationale, condition de la démocratie, et
I'esprit de défense, garant de |a paix. -

Ce que I'on a appelé le grand retour, je préfére parler de renouveau, de I'Education Civique, constituait en
effet le préalable indispensable & la prise de conscience par les jeunes générations des problémes touchant la
défense. Voici reconstitué le couple education civique/esprit de défense dans lequel s'est incarné, nous I'avons vu,
I'4ge d'or de la Troisiéme République.Mals si nous pouvons légitimement en attendre avec le temps les mémes
effets, devons-nous pour autant vivre ce retour comme une restauration ?

Le systdme d'éducation civique - on parlait alors, d'instruction civique - de la Tralsiéme République triomphante
teposait sur un double consensus : un accord prefond sur la conception de la patrie comme le lieu privilégié
d'expression de toutes les valeurs universelles, une absence de conflits sur les valeurs inspirant les comportements
quetidiens. On sait comment les grandes mutations du XXe siécle ont brisé la cohérence et I'unité de ce systeme.
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Lapatrie ? Faut-il éviter les vicissitudes du patrictisme depuis un demi siecle, rappeler 'évolution profonde de la
conscience nationale en face de réalités qui font de notre pays une puissance “moyenne”, de sa société une société
divisée, traversée de conflits idéologiques et sociaux, de sa culture une cufture parmi d'autres et non plus une
r&férence universelle ? Quel civisme guand la nation apparait a4 beaucoup comme un espace trop vaste pour y
trouver des racines -f. la recherche de I'identité régionale, la montée des aspirations individuelles - trop étroit pour
contenir Funiversalité de l'esprit et permettre de résoudre des problémes désormais mondialisés 7 Que reste-t-il
guand triomphe la différence de ces simllitudes collectives dans lesquelles DURCKHEIM voyait la racine de tout

esprit civique ?

Les valeurs ? Dans des saciétés modernes complexes et changeantes ies valeurs - ne faudrait-il pas plutdt parler
de modes idéologiques 7 - s'affrontent ou se succédent, perdant ainsi de leur crédibilité et de leur force de
conviction, En I'absence de consensus sur les valeurs, quels repéres, quelles références pour I'éducateur 7 Ja me
permettral de citer ici une phrase éclairante du document sur Enseignement et valeurs modernes élaboré en 1481
par notre inspection Générale : "Il est facile d'inviter I'Ecole & remettre 4 "honneur les valeurs fondamentales de
notre civilisation {nous sommes Ici au coeur de notre probléme.. ). 1l "est moins de dresser un inventaire ordonné de
ces derniéres en des termes qui aient pour tous méme sens et méme force d'incitation”.

l.e pessimisme comme |a lucidité sont un appel & l'action. Ces quelques réflexions peuvent paraitre maroses,
voire décourageantes, méme si de plus ou moins récents sondisges viennent les corroborer. Si J'en fais ici état c'est
parce qu'elles amorcent |'essentiel de mon propes.: en premier lieu dans une société moderne les choses bougent et
elles sont, me semble-t-il, précisément en train d'évoluer ; en second liev, il ne s'agit pas de reproduire un modéle,
quelles qu'aient pu &tre ses vertus, mais de définir les fondements d'un esprit de défense adaptés a 'état de notre
société et & celui du monde.

Les choses sont en train de bouger. Un enseignement civique cohérent et continu apparaft comme un besoin de
la société moderne, La société industrielle isole I'individu dans la masse, remet en cause les institutions, affaiblit
I'action des structures Intermédiaires {la famille, 'école, la justice, I'armée), distend les liens sodiaux, privilégie
I'intégration professionnelle par rapport & I'intégration sodiale. Au deld du consensus ¢'est fe tissu social lui méme
qui est atteint dans nos sociétés conflictuelles. Dans un contexte différent I'acole retrouve aujourd’hui la mission qui
&tait la sienne & I'age dor de la llle République : créer, pour reprendre [‘expression de DURCKHEIM, les similitudes
essentielles que réclame toute vie collective, enseigner en formant I'esprit de chacun les solidarités sans lesquelles
nos sociétés se désunissent et s'atomisent. Tandis qu'apparaissent ces nouveaux besoins se manifestent de nouvelles
aspirations, N'assiste-t-on pas aujourd'hui & un regain, notamment dans la jeunesse, des valeurs de |a vie collective ?
Les signes en sont divers et concordants : développement du mouvement associatif, du sentiment de solidarité 3
Fégard du Tiers Monde comme des pauvres dans nos sociétés industrialisées, recherche a travers le patrimoine et la
mémoire collective de racines cammunes, regain enfin des valeurs religieuses et du sentiment national. Il est
significatif que le renouveau de I'éducation civique dans notre enseignement ait coincidé avec celui de [histoire et
notamment de I'histolre nationale.

A quelles conditions I'esprit de défense pourra-t-il S'inscrire dans ce paysage 7

Une premiére évidence s'impose. Une volonté de défense est indissociable du concept d'indépendance
nationale et donc de celul de nation. Ce n‘est pas un hasard si le theme de I'identité nationale est devenu un
probleme majeur de la société frangaise. Qu'est-ce qu'une nation et quelle est sa place dans le monde
d'aujourd'hui 7 A cette questlon fondamentale historiens, géographes, sociologues, ethnologues s'efforcent
d'apporter une réponse scientifique et rationnelle. Les pius grands historiens francals rivalisent désormais sur ce
champ d'investigation privilégié qu'est devenue la réalité nationale : BRAUDEL, GOUBERT, DUBY, LEROY-LADURIE,
AGULHON, FAVIER... Que des fervents de I'histoire des civilisations se passionnent pour la construction poiltique de
I'Etat frangais, que des spécialistes des grands espaces maritimes et de I'éconamie mondiale explorent l'identité de
la France est  la fols le signe d*une inquiétude intellectuelle et d'un regain d'Intérét et d'attachement de tous pour
le passé national. Je me bornerai a citer cette phrase de Fernand BRAUDEL dans L'Identité de la France: "Qu'il solt
entendu que pour aucune nhation le dialogue obligatoire et de plus en plus pesant avec le monde n'entraine une
expropriation, un effacement de sa propre histoire".

Quelle image de la nation se dégage d'une racherche dont'ampleur n'ad’égale que celles des grandes oeuvres
histgriques du XIXe slécle 7

En premier lieu la notion d'un espace privilegié dans lequel se projettent le passé revécu par une mémoire
collective et le futur d’une meilleure organisation des rapports entre les hommes comme avec leur environnement
proche. Entre la région, lleu de notre enracinement familial, et I'espace mondial, théaire des échanges et des
stratégies, s’affirme & nouveau la nation comme le lieu des solidarités forgées par I'histoire. "C'est le souvenirde la
communauté des joles et des deuils gul donne la conscience d'appartenir 4 un peuple solidaire". Sans la requéte de
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cette mémoire collective qu'évoque ici Ernest RENAN il n'est pas de civisme, ni ancien ni moderne, Telle est |a
premiére misslon du professeur d'histoire. "Je crois que I'enseignement de I'histoire a pour objet essentiel
d'éveiller la mémoire collectlve dans les mémaoires individuelles, de susciter une certaine solidarité des consciences
dans le présent par ['évocation du passé commun". Cette affirmation d'Anatole de MONZIE dans Pétition pour
[histoire mérite sans doute d'dtre discutée : d'une part I'enseignement de ['histoire a d‘autres finalités,
notamment intellectuelles, d'autre part nos soclétés pluralistes intdgrent des collectivités qui he sauraient se
réclamer de ce passé commun. N'en a-t-ll pas toujours &té ainsi au cours de notre histoire qui a été celle du
rassemblement des terres qui constituent aujourd’hui I'espace frangais 7 It n'en reste pas moins que l'appartenance
4 la collectivité nationale suppase I'acceptation et la reconnaissance de ce passé et des valeurs dont il est porteur.
Lindifférence a I'¢gard des valeurs de notre civilisation résulte mains d'un choix consclent que de ignorance.

Confé_rence de M. P. GARRIGUE,
Doyen de I'inspection générale d'Histolre-Géographle,
le 16.2,1988, a I'Institut des Hautes Etudes de la Défense Nationale,

“L'an II", selon le calendrier révolutionnaire, correspond & I'année 1794 : |a France de a
Révelution affronte une coalition de diverses puissances européennes,

DOCUMENT
1 O SOLDATS DE L'AN DEUX |

O soldats de I'an deux | & guerres | épopées |
Contre les rojs tirant ensemble leurs épées,
Prussiens, autrichiens,
5 Contre toutes les Tyrs {1) et toutes les Sodomes (1)
Contre le czar du Nord, contre ce chasseur d’hommes,
Sulvi de tous ses chiens,

Contre toute I'Europe avec ses caplitaines,
Avec ses fantassins couvrant au loin les plaines,
10 Avecses cavaliers, )
Tout enti¢re debaut comme une hydre (2) vivante,
lls chantalent, ils allaient, I'dme sans épouvante
Et les pieds sans souliers |

Au levant, au couchant, partout, au sud, au pale,
15 Avec de vieux fusils sonnant sur leur épaule,
Passant torrents et monts,
Sans repos, sans sommeil, coudes percés, sans vivres,
lls allaient, fiers, joyeux, et soufflant dans des cuivres,
Ainsl que des démons !

20 La liberté sublime emplissait leurs pensées,
Flottes prises d'assaut, frontiéres effactes
Sous laur pas souverain,
O France, tous les jours c'était quelque prodige,
Chocs, rencontres, combats ; et Joubert sur I'Adige,
25 Et Marceau sur |e Rhin !

On battait |"avant-garde, on culbutait le centre :
Dans la pluie et la neige et de I'ea jusqu‘au ventre
On allait | en avant |
Et I'un offrait la paix et I'autre ouvralt ses portes,
30 Et les trbnes, roulant comme des feuilles mortes,
Se dispersaient au vent |

Oh | que vous &tiez grands au milieu des mélées,
Soldats | L'oeil plein d’éclairs, faces &chevelées
Dans le noir tourbillon,
35 lls rayonnaient, debout, ardents, dressant la téte ;
Et comme les lions aspirent la tempéte
Quand spuffle I'aquilon,
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Eux, dans 'emportement de leurs luttes épigues,
Ivres, ils savouraient tous les bruits héroiques,
40 Le fer heurtant le fer,
La Marseillaise ailée et volant dans les balles,
Les tambours, les ohus, les bombes, les cymbales, .
Etton rire, 6 Kléber |

La révolution leur criait : - Volontaires,
45 Mourez pour délivrer tous les peuples vos fréres |-
Contents, ils disaient oui.
. Allez, mes vieux scldats, mes généraux imberbes | -
Et ['on voyait marcher ces va-nu-pieds superbes
Sur le monde ébloui !

50 La tristesse et la peur leur étaient inconnues,
Is eussent, sans nul doute, escaladé les nues,
Si ces audacieux,
En retournant les yeux dans leur course olympique
Avaient vu derriére eux la grande République
55 Mantrant du doigt les cleux,

Victar HUGO, Les Chatiments, 1853

{1) Ces deux villes antiques représentent la richesse et la corruption, en face de la pauvreté et de |‘austérité
républicaines.

{2) Le monstre de Lerne a plusieurs tétes, détruit par Hercule,

DOCUMENT 3

Brave parmi les braves, obscur parmi les obscurs, le soldat Chauvin allait donner son nom au fanatisme
nationaliste.

On ne trouvera peui-&tre jamais avec précision pourquoi Chauvin est devenu Je synonyme d’un état d'esprit &
tel point que I"hoemme disparut pour devenir un adjectif. La transformation s’explique par le bescin d'un symbole
nouveau dans la mentalité de 'époque. Et cette attente, qui transformera Chauvin en chauvin, importe plus que la
biographie du persennage,

Né a Rochefort, Nicolas Chauvin, héros des champs de bataille de la Républigue et de I'Empire, requt dix-sept
blessures - toutes, comme il se doit, par-devant. Défiguré, amputé de plusieurs doigts, remercié de ses sacrifices par
I'octroi d'un sabre d'honneur et d’une pension, il se serait fait remarquer — méme de ses compaghons d'armes !
—par son exaltation patriotique maladive et sa “nalveté". Renvoyé a la vie civile en 1815, sa passion sans bornes
pour tout ce qui touchait & Napoléon devait, grace a une propagande habile, faire de lui un symbole. Immortalisé
par les gravures satiriques de Charlet, il est I'archétype de cette figure héritée de I'imagerie antique et qui allait
faire fureur dans les années 18201830 ; le soldat-laboureur,

Encadré dans les salons hourgeois, pigué au mur sous forme d'image d’Epinal chez les humbles, porté a la scéne
par Dumersan et Francis en 1821, puis par Scribe et bien d'autres, il entraine la vénération au foyer, I'enthousiasme
et les crises de larmes au thédtre et jusque dans les dirques. Selon la formule d"Alexandre Dumas, la France chauvine
peut ainsi "venger Leipzig et Waterloo sur le champ de bataille du Gymnase et des Variétés{1)", en vibrant au récit
des exploits de ce guerrier pacifigue et décoré qui exalte ses combats et ses hlessures dans une atmosphére d'idylle.
On se sént transporté quand le héros de Dumersan et Francis récite avec ferveur :

Les champs qui nourrissent ma mére
Je dois savoir, en bon Frangals

Les défendre pendant la guerre

Les labourer en temps de palx,
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Par une piguante antonomase {2), Chauvin devient donc un qualificatif dont on se targue ; "Je.suis frangais, je
suls chauvin |" s'écrie un personnage d'un vaudeville de Cogniard &crit en 1831, épaque ol e mot est deveny a la
mode au point qu'on le raille, Les fréres Théodore et Hippolyte Cogniard, vaudevillistes pléthariques, abtinrent un
triomphe aux Folies-Dramatiques en 1831 avec leur pitce La Cocarde tricofore, épisode de la guerre d’Alger, dans
laquelle figure un conscrit nommé Chauvin, auguel Ja réplique est donnée par le vétéran la Cocarde et la vivandidre
Catin. D'une platitude et d'une ineptle rares, ce vaudeville transporta les foules — le lvret eut plusfeurs éditions —
et fut surtout rendu célébre par le couplet de Chauvin, tombé malade pour aveir mangé du chameau ; )

S'ai mangé du chameau
Jail'ventr’ comme un tonneau
Jverral pus mon hameau,

§a m’bral’ dans chagu’ boyau.

L'expression chauvinisme apparait dans Les Guépes de Bayard et Dumanoir en 1840 et, en 1841, Bayard écrit un
vaudeville en un acte, Les Aides de camp, qui ridiculise ce fanatisme. Enfin, Je Dictionnaire de I'Académie francaise
requt le terme en 1878. Fanatisme napoléonien, puis passion nationaliste belliqueuse, le chauvinisme était appelé a
une fongue carriére linguistique, utilisé en Allemagne, puis dans les pays anglo-saxons pour désigner un parti pris
de clocher aussi excessif que belliqueux — jusqu'a l'injure féministe contemporaine de chauviniste méale ou male
chauvipist pig. En fustigeant la "démence patriotique des chauvins®, Roger Martin du Gard exprime la spécificite
du chauvinisme,

De méme que le fanatisme en général apparait comme le fardeau des religions, de méme le chauvinisme qui,
selon la formule de Noriac, "fait faire de plus grandes choses que 'amour de |a patrie dont il est la charge(3)", est
bien celui du nationalisme, sa forme extréme, la plus absurde, ia plus dangereuse,

Gérard de PUYMEGE, Le Fanatisme, histoire et psychanalyse
{ Stock, 1980}

{1) nom de salles de théatre parlsiennes. .
(2) figure de style, par laquefle un nom propre devient un nom commun. Ex. "Den juan” : un den juan.
(3) exagération comique

DOCUMENT 4

La liberté se conquiert et se préserve ; elle ne constitue pas un don du ciel, mais résulte d'efforts constants et
opiniatres dont Je succts méme peut masquer la nécessité. Ces efforts ont une ambition commune : [a défense du
pays. Celle-ci ¢'inscrit dans un double cadre politique et juridique qui recueille 'adhésion d'une large majorité des
citoyens.

La défense du pays est tout d‘abord nationale. Elle trouve son origine en méme temps que sa justification dans
la sauvegarde des intéréts vitaux de la France. Cette défense est celle d'un pays indépendant qui entend rester
maitre de sa destinée nationale ; elle est également nucléaire, La France ne se connait pas d'adversaire et ne
poursuit aucun dessein hégémonique. Dans un monde doming par la force militaire des "deux grands” (1), elle
entend développer une stratégie de dissuasion du faible au fort. Cette dissuasion, fondée sur (e pouvoir égalisateur
de 'atome, "vise a éviter la guerre en persuadant un éventuel agresseur qu’une action menée contre la France
présenterait au regard des buts politiques qu'ii peursuit des risques inacceptables”. Il est danc indispensable que
méme aprés une premiére frappe adverse le pays puisse .infliger a I'adversaire des dommages supérieurs au
potentiel démographigue et é&conomigue que représente I'hexagone. Pour autant, catte défense ne peut se réduire
a sa seule dimension nucléaire car des conflits limités ou peériphériques peuvent se produire qui ne mettent pas en
péril I'indépendance ou la survie de la Nation. Cest pourguoi 'appareil de défense comprend des forces nucléaires
et des forces classiques qui se complétent et se valorisent mutuellement. Cas forces classiques tiennent une place
essentielle dans la stratégie militaire du pays car elles portent temoignage de sa nature profonde, non I'égoisme
mais Ia solidarité, celle que commande |a double appartenance a I'Europe et & 'Afliance atlantique, ainsi que la
fidélité aux accords d'assistance conclus avec nombre de jeunes Etats, Souveraine et solidaire au regard de I'univers,
cette défense se définit comme globale et populaire pour ceux quila servent.

v Il est clair aujourd’hui que la menace revat d'autres aspects que frontaux, [déologique parfois, éconemique plus
sauvent, militaire A I'occasion, la menace est multiforme et insidieuse. La réponse dolt &tre globale et permanente,
Le dispositif juridique mis en place souligne ce doubie caractére et cantonne le militaire dans son juste réle, celui
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d'un collaborateur spécialisé du service public, Si la menace vise chacun des citoyens, la défense doit les concerner
tous. Tel est en effet le cas, puisqu'en France la dissuasion présente un caractere populaire que consacre

I'attachement du corps social 4 la conscription (2).

Pourtant, quelles qu‘en sojent la pertinence et les qualités, cette |:l|t.)lit‘ique ?Ie défense demeure perfectible. Elle
gagnerait sans doute a faire une plus large place aux formes non militaires d acti.on. Le car.actére populaire de la
dissuasion ¢'en trouverait renforcé. Méme 'ils sant significatifs, les moyens financiers qui lui .sont consacrés seront
demain insuffisants car les ¢quipements modernes sont désormais a la mesure des continents. UnPT‘ nouvelle
solldarité est donc & découvrir, qui dans la péninsule européenne sauvega rdera I'ame de tous les Etats et I'intérét de

chacun.

Ce formidable défi est d'ores et déja relevé, Enfin, & l'intérieur méme du pays, un effort d'information doit étre
inlassablement poursuivi, celui qui vise a stimuler les esprits engourdis par le bi_ep-étre pour leur rappeler cette
vérité paradoxale qu'aujourd’hui la politique de défense, et donc la politique militaire, visent A rendre la guerre
impossible et non pas & |a gagner.

|La Défense Nationale
Hubert HAENEL, René PICHON
(P.UF., coli. Quesais-je ?, 1989)

(1} Les Etats-Unis d' Amérique et I'ex-URSS.
{2) conscription : enrélement des appelés du contingent.

DOCUMENT 5

Bien sor, ma nation c’est la France. Lorsque je lis Montaigne, Pascal ou Voltaire, je me sens frangais, du moins
autant qu'eux-mémes sé sentaient frangals, c'est-a-dire bien peu. Lorsque je lis Faust, ou La Guerre et la Paix,
lorsque |"écoute le Requiem ou lorsgue je contemple le Mofse de Saint-Pierre-aux-Liens, je me sens de la patrie de
Goethe, de Tolstol, de Mozart, de Michel-Ange, je me sens *rerrien”, autant qu'eux-mémes le sentaient, c'est-a-dire
beaucoup. Parmi ceux qui nous ont enrichis de leurs visions ou de leurs ceuvres, bien peu ont célébré Ja nation od ils
sont nés, fragment de territoire dont les limites arbitraires et fluctuantes résultent plus des hasards des guerres ou
des marlages princiers que de réalités humalnes durables. Rappelons cette déclaration de Montesquieu : "$i je
savals une chose utile 2 ma nation qui fit ruineuse a ung autre, je ne la proposerais pas & mon prince, parce que je
suis homme avant d’étre frangais,”

L'entétement borné de quelques puissants a transformé en réalités concrétes, en "nations", ce qui n'était au
départ que concepts blen abstraits, Allemagne, France ou ftalie. Le processus est plus absurde encore pour les
nations afrlcaines issues de la décalonisation et dont {es limites résultent de traits tirés plus ou moins au hasard sur
une carte par quelques fonctionnaires de Paris ou de Londres. La patvraté méme des objets ou des rites qui les
symbollsent montre & |'évidence combien ces concepts sont creux. Quelques couleurs élémentaires brutalement
associées, quelques accords assez simples pour étre joués par des musiques militaires, quelques paroles assez
dépourvues de sens pour pouvoir étre répétées sans jamals concernet I'intelligence, voila de quoi fabriquer
drapeaux et hymnes patriotiques qui justifieront, par leur seule évocation, tous les abandons de [a raison.

Notre propre nation en est un exemple type. Vraiment, ne faut-il pas avoir abandonné tout bon sens, toute
raison, tout contact avec la réalits, pour appeler aujourd’hui les petits Francais & abreuver les silions de leurs
campagnes du sang impur de ceux qul viennent égorger leurs compagnes {sans compter la mauvaise lecon de
versification apportée par ces rimes trop riches} 7 Le folklore patriotique de nos voisins n'est guére plus sérieux,
Quelle idée peut bien occuper la cervelle des jeunes Britanniques chantant God save the King, c'est-3-dire priant
Dieu de sauver leur roi {ou leur reine) ? '

On raconte qu'un célébre mathématicien anglais a tenté de mesurer 'efficacité de cette requéte faite
réguliérement 4 Dieu par des milllons de patriotes. Il a appliqué des tests statistiques trés subtils pour comparer la
prohabilité de se retrouver safe (1) aprés une maladie, pour un roi, objet de tant de pritres, et pour un citoyen
ordinaire, qui n'est protégé que par les pridres de sa famille. La conclusion aurait été que I'écart est, comme disent
les statisticlens, “non significatif” : I'accumulation des implorations ne semble avoir aucun effet décelable, La
conclusion logique aurait da &tre un changement des paroles de I'hymne national anglals. Tel n'a évidemment pas
&té le cas. .

La réponse A ces critiques est, bien sOr, que les paroles des chants patriotiques sont dites sans que personne n'ait
plus conscience de leur signification.Certes ; mais est-il de bonne pédagogie de faire comprendre A des jeunes que
les mots ne sont que des sons, que des phrases entiéres peuvent étre dites sans que I'intelligence y prenne la
moindre part 7 |l peut sembler plus formateur de leur répéter le précepte ancien : "Que ton oui soit oul, que ton
non solt non." Cest-a-dire pense ce que tu dis. Est-ce trop demander qu'espérer une société ol le réflexe devant
une affirmation soit d'admettre qu'efle a du sens, et que celui qul I'a énoncée sait ce qu'elle signifie et la croit juste ?
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Drapeaux et hymnes ont été a I'origine, c'est vral, d'extraordinaires sacrifices, d’admirables héroismes et parfols
de merveilleuses solidarités, Mais le processus réeliement en action est a 'opposé de celui qui est présenté : ce n'est
pas parce qu'ils se sentaient solldalres dans la défense de la France que Bretons, Picards et Gascons se sont battus &
Verdun ; c'est parce qu'ils se sont battus ensemble & Verdun qu'ils se sont sentis, aprés coup, solidaires. Ne pourralt-
on se sentir solidaires & un moindre prix 7 Ne pourrait-on surtout étendre cette solidarité A des "terrlens” habitant
au-deld des frontiéres 7 Celles-ci sefon une belle définition de Georges Bidault, sont les " cicatrices de I'histoire" ;

vivement que ces cicatrices disparaissent et, avec elles, les nationalismes |

1. safe (anglais) : sain et sauf, en bonne santé.

Albert JACQUARD,

Abécédaire de {"ambiquité
{ Seuil, 1989)

Epreuve d'Anglais
Durée 2 heures Coefficient 2

YOU WON'T FEEL A THING

BIOLOGISTS have a bad habit of
sticking needles into things. To get under
your skin, they use a hypodermic.
Crude (1), but effective—and even a
blunt {2) needle will do. To get inside a cell,
however, they need a very fine needle
indeed. Raoul Kopelman, of Michigan
University, has just the thing. His needle is
a mere 20 molecules thick,

Dr Kopelman's needle is an optical
probe (3) — a device that investigates
chemical goings-on by measuring the
changes in colour that happen during

articular reactions. Its claim to fame is that
t has a diameter a thousandth the size of its
nearest rival—one ten-millionth of a metre,
or, if you prefer, 100 nanometres, Dr
Kopelman is quite likely to prefer that

alternative term : a diameter of 100
nanometers gives his device some claim to
be part of the fashionable field of
"nanotechnolo

"

The pro%»{' is made by drawing out an
optical fibre made of glass to a fine tip, Dr
opelman then coats the tip with
aluminium to prevent light escaping,
leaving just the end of the Hp transparent.
This unadorned end is dipped into a
mixture of chemicals which can join up to

QUESTIONS :

make a plastic, and into a dye }4). The
chemicals assemble themselves into an
ultra-fine tip made of a bunch of only 20 or
30 molecules. The choice of dye determines
the use this finest of quills (5) can be put to,
Some dlyes change colour in the presénce of

articular chemicals. Others = fluoresce,

ifferent dyes can be chosen to measure
acidity, oxygen levels, carbon-dioxide
levels, or various important elements such
as calcium or potassium, Whatever the
specifics, the optical signal can be seen from

e other end of the optical fibre, where the
observer eagerly awaits it,

Dr Kopelman is still dissatisfied with
the size of his needle, He hopes to make one
even smaller—ideally a single molecule
thick, Such a machine mighf be able to
probe individual molecules,

The Economist - Dec. 19th 1962

1) crude : rough, primitive
2} blunt : not sharp

3) a probe : une sonde

4) a dye : un colorant

5) a quill : & needle

1 - Faire un résumé en frangais, de manidre ordonnée, des informations essentielles contenues

dans le texte. (7 points)

2 - Traduire en francais le 1°% paragraphe. (7 points)

3-Justify the interest of biochemists, or more genérally,
extremely small. (6 points) 100-120 mots.

of scientific researchers for the
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Epreuve de Mathématique
Durée 2 heures Coefficient 1,5

La qualité de 1la rédaction ainsi que la oclartéd et la précision des
raisonnements entreront pour une part importante dans 1'appréciation des
copies.

L'usage des caloulatrices réglementaires et du formulaire officiel 4d¢
mathématigques ast autorisa.

BXERCICE 1 (9 points)

Les valeurs décimales approchées des résultats numérigues seront données i
1072 preés.

Oon effectue des contréles d'alcoolémie d'automobilistes dans une régior
donnée, un jour donné, pendant une période horaire donnée.

les statistiques permettent d'établir que 1la piobabilité pour gqu'w
automobiliste choisi au hasard dans les conditions précédentes présente un

1
contréle positif est <"

Les parties A et B peuvent étre traitées jindépendamment l'une de 1l'autre.
PARTIE A :

Dans cette gquestion, on considére un échantillon de la population constitu
de 2000 automobilistes dont on veut contréler le taux d'alcocdlémie dans le

conditions précédentes.

on appelle X la variable aléatoire prenant pour valeur le nombre possible d
contrdles positifs parmi ces 2000.

1) X suit une loi binomiale : en donner 1'espérance mathématique et 1
variance.

2) Par quelle‘loi peutwén approcher la loi de X ? Justifier.
3) En utilisant la loi normale de moyenne 40 et d'écart type 6,26 :
a) Calculer les probabilités :
P (X = 36)
P (33 = X £ 43)
b) Déterminer une valeur approchée du réel a tel que ;
P(X < a) = 0,99.

guelle est la plus grande valeur de l'entier naturel n que l'on peut
en déduire, tel gque : P(X < n} < 0,99.
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PARTIE B :

bans une ville donnde de cette ré&gion, on effectue au hasard 200 contrdles
de taux d'alcoolémie d'automobilistes, dans les conditions précédentes.

Les taux d'alcoolémie mesurés ont donné les résultats suivants :

Taux

d'alcoolémie [b;o0,2( 0.2:0,40 { O,4;0,60 | [B.6;0,80 | (0,810 fiz1,2L a.z;,5C)  0,s2g
T, en o/l

Effectifs ¥ 78 52 19 4 2 2 1

1) Calculer les valeurs approchées de la moyenne T et de 1l'écart type s du
taux d'alcoolémie de cet &chantillon.

2) Un contréle est considéré comme positif si le taux d'alcoolémie mesuré
est supérieur ou é&gal & 0,8 g/l.
Calculer la fréguence de contrdles positifs de cet &chantillon.

3) Cette fréquence permet-elle de conclure gue 1'échantillon est

représgentatif au risque de 5 % de 1l'ensemble des contrdles de la
région, o0 1l'on considére que la proportion des contréles positifs

1
egt ——,
50
EXERCICE 2 (11 points)

Les valeurs décimales approchées des résultats numérigues seront données &
1072 pres.

On &tudie la croissance d'un type de végétal & partir d'un instant considéra
comme initial.

On admet que le diamétre de la tige principale est alors une fonction D du
temps t, telle gue :

D: {0 7 4of —> R

K

t } >
1+ ce™
ol K, C et a sont des réels strictement positifs.
D(t) et t s'expriment respectivement en centimetres et en semaines.

Les parties A et B peuvent é&tre traitées indépendamment 1'une de 1'autre,
Zansre B

Dans cette partie, K = 15, C = 20 et a = 0,5,
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Oon appelle (I') la courbe représentative, dans le plan (P) rapporté & un
repére orthonormal d'unité graphigue 1 om, de la fonction D, ainsi obtenue :

D, : [0 ; +0f —> R
15

1 + 20e”%%
1) calculer lim D, (t)
[y

En déduire l'existence d'une droite (/\) asymptote a4 la courbe (I) et
en donner une équation.

2} Etudier le sens de variation de la fonction D,, et dresser son tableau
de variation.

3) Préciser la tangente (T) & la courbe (T) en son point d'abscisse 0.

4) a) Compléter le tableau :

t Q 1 3 5 7 10 15 20
D, (t) '

b) Tracer les droites (A) et (T) et la courbe (I} dans le pian tP).
MRTIE B @

On effectue des mesures du diamétre de la tige principale d'une autre
plante. .

On obtient les résultats suivants

Temps ti, en semaines 1] 2 6 10 14 20 24

Diamdtre de la tige 0,4 1,2 5,4 6,4 7,8 8,0 8,0
principale en cm

1 admet gue, dans ce cas,'K = 8.
1 a alorg, & chague instant t de [0 ; 4o 3

D,(t) =
1 + Ca™

1) Exprimer ce™®' en fonction de D,(t).
B
on pose u(t) = 1n [ E——~ - 1 ]. En déduire que u(t) s'écrit sous la
-2(t) '

forme u(t) = at + B, ol a et B sont des réels A& déterminer en
fonction de C et a.
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2) En utilisant le tableau des donndes expérimentales ci-dessus, on
obtient

£, 0 2 6 10 14

u(t,) 2,94 1,73 | -0,73 ) -1,39 | -3,66

Les valeurs de u(t) sont approchées & 1072 pras.

a) Représenter le nuage des cing points ci-dessus, dans la plan
rapporté & un repére orthogonal d'unités graphiquea H
1 om sur 1l'axe des abscisses.
2 cm sur 1l'axe des ordonnées.

b) Calculer le coefficient de corrélation lindaire de cette série
Etatistique.

¢} Déterminer, par la méthode des moindres carrée une &quation de la
droite d'ajustement de u en t.

d) En déduire, pour cette plante, les valeurs numériques estimdes de
C et a.
Ecrire la formule approchée donnant alors le diamétre de sa tige
principale en fonction du temps.

Epreuve de Sciences physiques
Duree 2 heures Coefficient 2,5

I- OPTIQUE: Le réseau de d:ffraction

On considére un réseau de diffraction utilisé en transmission, Ce réseau constitue la partie principale du
monochromateur d'un spectrophotométre d'absorption travaillant de 190 & 800 nm ( zone utilisable du spectre
continu émis par la lampe ) .

Ce réseau comporte 1200 traits par mm, il est éclairé sous incidence normale, Dans ces conditions l'angle
d'émergence i correspondant 4 un maximum d'intensité pour une radiation donnée répond & la formule :

kA
siNlr = —
a

k : ordre du maximum { nombre entier }
2 ! longueur d'onde de 1a radiation
8 : pas du réseau,
‘ Deux filtres peuvent &tre intercalés entre le réseau et la fente de sortie. Un seul filire est utilisé 4 la fois :
- le filtre B laisse passer les radiations de longueurs d'onde supérleures 4 360 nm.
- le filtre A laisse passer les radiations de longueurs d'onde supérieures & 700 nm

1) Définir les termes suivants ;
- spectre continu , spectre d'absorption
- monochromateur
- pas du réseau.
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2) En considérant deux rayons issus de deux traits conséeutifs du réseau dans la direction définie par l'angle i
démontrer la formule donnée ci-dessus .

3) Quels sont les angles d'émergence correspondant aux limites du spectre pour l'ordre 1 et pour l'ordre 27
Commenter les résultats obtetus.

4) En considérant les résultats de la question 3 , expliquer pourquoi on utifise le filtre B si langle i' est
compris entre 267 et 65° et le filtre A pour i' > 65°,

11 - ATOMISTIQUE: Emission, absorption d'un atome de potassinum

E{eV) La figure ci-conire représente les premiers niveaux d'énergie de l'atome
0 de potassium (rappel ; par convention I'énergie d'un électron est nulle &
linfini ).

Le niveau 4s correspond & I'état fondamental,
Dans cet étai I'énergie d'onisation E; de Fatome de potassium est de

4,34 eV.
Les raies d'émission ont pour longueur d'onde :
5s - A, =768 nm
Ay, - Ay = 1250 nm.
4p Données numériques :
- constante de Planck : h=6,62 x 1034 Js
3 - charge élémentaire : e = 1,6 x 10°19C
1 - eélérité de la lumiére dans be vide : c=3 x 108 m.s'L,
4s

1} Expliquer le mécanisme d'émission des radiations de longueur d'onde A et Ay .

2) Déterminer en eV les énergies des niveaux 4s, 4p et 55 de l'atome de potassium.

3) Un photon d'énergie 1,62 eV peut-il éire absorbé par un atome de potassium dans son état fondamental 7
Si out, expliquer le mécanisme.

111 - CHIMIE GENERALE : pH et précipitation

Le pKa de couple acide benzoique / benzoate est épal 1 4.2.
On symbolisera l'acide benzoique par HB et I'ion benzoate par B = .

1) Calculer le pH d'une solution $ de benzoate de sodium de concentration molaire 0,050 mol.L-! . On
justificta les approximations faites lors du calcul dupH.

2) On ajoute dans un litre de solution 8, sans variation de volume, 0,020 mol de chlorure de
magndsiun solide. Y a-t-il précipitation d'hydroxyde de magnésium ? Justifier votre réponse.
Caleuler la concentration molaire de chacun des jons présents dans la solution.

On donne le produit de solubilité de Ihydroxyde de magnésium Mg(OH), : Ks = 8,9x10-12

3) On souhaite préparer un litre de solution 4 pH = 4,0 en utilisant :

- de l'acide benzotque & 0,160 mol.L"L,

~ de la solution § . B ]
a -+ Calculer les volumes d'acide benzoique et de solution S & mélanger.
b - : Quelles sont les propriétés de la solution obtenue?

1V - CHIMIE ORGANIQUE : Synthése de la benzocaine (4-amino benzoate d'éthyle)

La benzocaine est couramment employée comme anesthésique local & usage externe ; elle constitue l'agent
actif des pommades utilisées pour le traitement des brillures et des coups de soleil.
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Cette molécule est obtenue par la séquence réactionnelle suivante :

1Y Monoalkylation du benzéne par action du monochlorométhane en présence de chlorure d'aluminium :
soit A le produit obtenu.
1-1 : Ecrire équation globale de la réaction.
1.2 * Préciser la nature de la réaction et détailier son mécanisme réactionnel .

7) Mononitration de A par action de I'acide nitrique fumant en présence d'acide sulfurique concentré :
obtention de deux isoméres B et B' ; B est le plus abondant.
2-1 : Justifier l'obtention de deux isométes et la plus grande abondance de Fun par rapport a l'autre.
2.2 : Ecrire I'$quation de réaction conduisant 4 B,

3) Oxydation de B par une solution concentrée de permanganate de potassium en milien sulfirique :

obtention du produit ¢ de formule OZN COOH

Ecrire les demi-équations relatives aux deux couples rédox mis en jeu et l'équation globale de la réaction .

4) Action du chlorure de thionyle SOCly sur C: obtention du produit D
Ecrire l'équation plobale de la réaction.

5y Action de Péthanol sur D ; obtention du produit £
5.1 : Eerire I'équation globale de la réaction.
5.2 ; Pourquoi passe-t-on par lintermédiaire du chlorure d'acyle piutdt que de faire réagir 'éthanol directement
sur C.

6) Réduction du groupement nitro de E par action du zinc en présence d'éthanol conduisant & la
benzocaine,
Donner la formule semi-développée de la benzocaine.

Epreuve de Biochimie-Biologie
Durée 4 heures Coefficient 6

Remarguas. préliminaires.; :

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

2 - |l est suggéré de consacrer & chaque question un temps tenant compte du
nombre de points attribués.

INTERRCTIONS PROTEINES - LIGANDS |

PASES MOLECULAIRES ET IMPORTANCE

BIOLOGIQUE

1 - STRUQTURE DES PRO’L‘EINES ET INTERACTIONS PROTEINES — LIGAN’DS'[£3 points) .
1.1, Structure et synth@se des protdines (18 pointa).

1.1.1, Préciser les différents niveaux d’organisation structurale d'une
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protéine, Dan# chaque cas, nommer et définir les principales
liaisons mises en jeu dans le maintien des niveaux d‘'organieation.

1.1.2. La chaine polypeptidigue est élaborée pendant la traduction au
niveau du complexe ARN messagear - ribosome.

1.1.2.1. Nommer les différentes étapes de la traduction,

1,1.2.,2. Ponner, & l'aide de schémas précis et annotés, le mécanisme
de l'initiation de la traduction chez les procaryotes.

1.1.2.3. Expliquer comment la chaine polypeptidique nalssante prend sa
structure spatiale définitive.

1.2. Interactlons protéipes - ligands [25 polnts).

Lrfactivité des protéines eat en général liée 4 la formation d'un complexe
spéclfique (transitoire) avec un ligand :"complexe protéine - ligand”.

1.2.1, Quelles sont les différentes interactions intervenant dans la
fixation du ligand ?

1.2.2. Le complexe protéine - ligand eat caractérisé par sa spéoificité et
gon affinité. DEfinir ces deux terwes.

1.2.3.° La mize en dvidence du complexe spécifique eat difficile.
Cependant, dans certalnes conditione, il est possible d'cbtenir ce
gomplexe. on wtilise, par exomple, la technigue dite de dialyse A
1'équilibre qui répond A la relation de SCATCHARD (document 1).

' DOCUMENT 1
Relation de SCATCHARD

= protéine

= ligand

= gite récepteur de la protéine

= nombre de sltes récepteurs par mol&cule de protéine.

Format ion du complexe protéine - ligand :

8 + R g 2 (RS) avea (RS) = compiexe protéinae-ligand

(Rlgppar = (RS + [Rl4ppe
(Rl spre = [Rlgorar = [RE]

[(Rlgorar = @ [P]

on obtient la relation de Scatchard

[RS] :
\ ——— = K, n (P) ~ K, [RS]
[81

avec K, = constante d'asgoclation du complexe
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1.2.3.1. Présenter cette technigue de dialyse & 1’équilibre.

1,2.3.2, Justifier la relation donnée dans le document 1.
Montrer comment cette relation permet de déterminer la
constante d'association (K j et le nombre de sites réoepteurs
par molédcule de protéine (n)
Quelle signification peut-on donnex 4 la constante Ky ?

1.2.3.3. Application.

On étudie, par dialyse & 1'8quilibre, la liaimon du colorant
p-lac (p-lac = p {p-diméthylamino-benzéne azo} -phényl
lactoslde} avec un anticorps de lapin "anti p-lac”.
La concentration de l'anticorps dans le compartiment I d’'un
réciplent A dialyse est de 1,17.1078 wol.dm 2.
pour différentes concentrations initiales du colorant p-lac,
on mesure & l'équilibre la concentratlon molaire de p-lac
dans le compartiment I et dans le compartiment II.

Les résultats sont donnds dans le tableau ci-dessous 1

Compartiment I Compartiment II
[p~lac] mol[dm3 [p-lac} mol/dm3
1,277, 1678 0,359, 1077
1,620, 107" 0,514, 107°
1,920, 1073 0,677, 1078
2,248, 1070 0,871, 1079
3,040, 1075 1,450. 1079

- Déterminer graphliquement (papiér millimétré) la constante
d'association du complexe p-tac - antl p-lac.

= Calculer le nombre n de sites récepteurs de l'antlcorps anti
p-lac pour le cclorant p-lac.

Donnéa On ocongldérera que toute weolécule d'anticorps peut lier
le méme nombre de molécules de colorant, avec la méme
affinité.

2 =~ EXEMPLES D'INTRRACTIONS ENZYMES - LIGANDS (23 pointa).
2.1, La_co axe an e -~ pubstra elation de MICHAELIS ~ MENTEN (9 polnts).

2.1.1, Dé&finir et d&orire le site actif d'une enzyme.

2.1.2, Donner {sans la démontrer) 1'dquation de vitesse de la réaction
enzymatique A4 un peul substrat. Définir les paramdtres Ky et v
ot indiguer leura unltéa.

2.1.3. Simplifier l'éguation précéddente pour des concentrationse de

gubstrat tré&s inférieures, puls pour des concentrationn de substrat
trés supérieures & K.

2.2, Les isocenzymes et les voles métaboligues (20 points
2.2.1. D&finir et donner les principales caractéristiques des lscenzymes.

2.2.2. Ecrire la réaction catalysée par la LDH, lactate déshydrogénase
(E.0¢. 1.1.1.27) - formules développies exigles.
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2.2,

2.2,

3. La constante Ky de la LDH pour le pyruvate est beaucoup plus élevée
dans le mugcle cardiagque que dans le musgcle squelettlique. -
Commenter cette observation en terme d'affinité enzyme - substrat.
En montrer les conséquences physiclogiques.

4. Grace a des enzymes spécifiques, le pyruvate peut participer a
d*autres réactions que celle catalysée par la LDH. Il est gltud a
un carrefour des voies métaboliques.

2.2.4.1. Dang un schéma général, montrer la participation du pyruvate
au métabolisme glucidigue (anabolisme ot catabolisme oxydatif
et fermentalre) chez les animaux. Donner le nom des enzymes
qui catalysent les réactions impliquant le pyruvate.

2,2.4.2. Indiquer une voie (faisant intervenir le pyruvate} entre le
métabolisme des glucides et le métabolisme des acides aminés.

3 ~ EXEMPLES D'INTERACTIONS PROTEINES MEMBRANAIRES - L.IGANDS (48 points).

3.1.

Exenples d'inﬁgractions dang la réponse_immunitaire spéoifique

{14 points).

Lorsqu'un antigéne péndtre dans l'organisme, sauf &limination par les
d&fenses non spécifiques, il déclenche l'activation de cellules
immunocompétentes qui lui sont spécifigques., Cette activation, qui fait
interveniyr une interaction antlgéne - récepteur 4 l'antigéne, suit la
théoria de la sélectlon clonale et conduit & une réponse polyclonala.

3.1.1

3.1.2,

3.1.3,

3.1.4.

. Préciser dans quel{s) tlssu(s) ou organe(s) cette Gtape
dractivation apparait.
Expliquer, & l'aide de schémas détalllant les mécanismes et
interactions mia en jeu, le déroulement de cette phase
d'activation, en se limitant aux lymphocytes T.

Expliquer l'expresaion "sélection elonale" et juatifler le
caractdre polyclonal de la réponse.

Heprésenter la structure gquaternaire d'un récapteur 3 1'antigéne, A
la surface d'une cellule immunitaire au choix. Situer sur le schéma
les sites de fixation de 1°' antigéne.

E emple d'interaction neurotransmetteur - récegteur menbranalre cas de
1'agétvlcholine (8 points).

Les nevwrotransmetteurs libérés par 1l'extrémité de fibres nerveuses
assurent la transmission du message nerveux véhiculé par les fibres aux
cellules cibles post-synaptiques.

3.2.1.

3,2.2.

Donner deux aﬁemples de flbres nerveuses libérant de
1*acétylcholine.

Dangs le cas de cellules musculaires sguelettiques, la fixation
d'acétyleholine sur des récepteurs post-synaptigues entraine
localament une augmentation de la perméabilité au Nat+ ; cette
variation de perméabilité lonique peut ensuite déclencher’
1'apparition d'un potentiel d'action post-synaptigque.

Réprésenter les deux variations du potentiel transmembranaire gui

en résultent et détailler les mécanismes et mouvements ioniques min
en jeu.
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3.3. Interactlon antibiotigue = cible : cas des bétalactamines (12 points).

Les bétalactamines sont des antiblotlques connus pour inhiber la synthése
du peptidoglycane bactérien.

Elles se fixent sur des protélines communément appelées protéines de
liaison & la pé&nicilline (PLP}. Ces protéines sont les transpeptidases
impliquées dans la synthése du peptidoglycane.

3.3.1, Préciser le rdle naturel de ces transpeptidases.

3.3.2. Montrer comment leg bétalactamines peuvent se fixer spécifiquement
sur leurs cibles.

ponnée ; Formule ¢’'une bétalactamine {document 2}.

5 r
DOCUMENT 2 R / R
\TH —— \lc-H /
C —— N <H ]
—
. o 4
Formule générale 4'une bétalactamine (pénicilline) C

N

oW
3.3,3. Quelles sont les conséquences de la fixatlon des bétalactamines sur
las transpeptidases bactériennes ?

3,3.4. Certaines pactérles produisent des enzymes capablas d'empécher
1'action des bétalactamines. Nommer ces enzymes. Quel esat leur
rble ¥

32.3.%. Pour lutter contre la préesence de ces enzymes, on peut assocler
deust bétalactamines : 1l'une actlve, l'autre dépourvue d'activité
antibactérienna (Exemple (reapectivement) : amexiclilline + acide
clavulanique).
proposer une hypothdse pour expliquer l'efficacité d'une telle
agsooclation.

3.4. Adsorption d'un virus sur aa cellule-cible (14 points).

La fixation d'un virus sur sa cible résulte en général de deux phénoménes
conjointa :

- attraction électrostatiqua entre des charges portées par les structures
virales et des charges complémentaires de la membrane de la
callule-htte §

~ affinité spécifique du virus pour une structure cellulaire gui joue le
rile de récepteur.

3.4.1. D&finir la senaibilits et la permissivitd d'une cellule vis-A-vis
dfun virus. .

3.4,2, Les virue appartenant 3 la famille des Retroviridae sont des virus
2 ARN de polarité positive, enveloppés, A symétrie héliocoidale.
pécrire le mode de pénétration d'un rétrovirus dans une
cellule-cibla, Représenter la stratégie utilisée par le virus pour
réaliger son cycle de multiplication (achéma de synthése souhaité).

3,4.3, Certalna rétrovirus peuvent 8tre 3 i'origine de la tumorisation des
cellules infectées. Expliquer bridvement ce phénoméne.
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Epreuve professionnelle de synthese
premiére partie : étude d'opérations techniques
Durée 4 heures coefficient 4
T'usage d'un dictionnatre "Anglais-Frangais" est autorise.

PREPARATION D'UN TEST DE DEPISTAGE DES ENTERCTOXINES
STAPHYLOCOCCIOUES DANS LES ALIMENTS

La recherche des entérotoxines staphylococciques revét un grand intérédt ean
microbiologie alimentaire.

Produites au cours de la crolissance dans les aliments par certaines souches de
staphylococcus aureus entérotoxinogénes, ces toxines, dont i1 existe sept sérotypes
(A;B,Cy,Cp.C5,D,E), sont & l'origine de toxi-infections alimentaires (TIA}.

Leur recherche eat intéressante quand 1'analyge microblologique est mise en
défaut, qu'il s‘agisse d'un prodult impliqué dans une TIA ou de l'étude de la qualité
hygiGnigue d*un prodult & diverses &tapes de sa fabrication.

Le test de dépistage qu'on se propose de préparer est un test immunocenzymatique.

Loa Stapes prineipales de son élaboration sont les puivantes 1

PRODUCTION DES DIFFERENTS TYPES D'ENTEROTOXINES
EN FERMENTEUR

4

PURIFICATION DES ENTEROTOXINES

l

PRODUCTION D'UN SERUM POLYSPECIFIQUE PAR IMMUNISATION
DE LAPINS

PRODUCTION D'ANTICORPS MONGCLONAUX MONOSPECIFIQUES IN
VITRC

J,

TEST IMMUNOENZYMATIQUE DE DEPISTAGE

- O] XON DES EROTOXINES EN FERMENT pints

Elles sont produites, in vitro, en quantité appréciable dans des conditions
particulléres indiguées dans le document 1.

1.1. Juastifier )l'étape préalable & 1'inoculation du fermenteur.

1.2. Quelle est la nature des deux compos&sa niacine (acide nlcotinique) et
thiamine ? Quel rble jouent-ilse ?

1.3, Quelles sont les régulations assurées dana ce procédé ?
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DOCUMENT. 1

ENTEROTOXIN PRODUCTION

The Staphylococcus aureus strain used for the production was preserved on

porcelain beads.

Btep 1.0na bead wae placed in each of four 250 wl Erlenmeyexr flasks containing
50 ml of sterile medium compoped of

- 3 % aminocacids

« 3 % protaein hydrolysate powdsr
= 10 mg/l niacin

- 0,5 mg/l thiamin

~ garbohydrate = none

The medium is adjusted to pH 6,8.

¢Cultures were incubated at 37°C without shaking for 18 h.

Step 2.These cultures were aseptically inoculated into a fermentex containing

20 1 of sterilized medium,

The culture was agitated at 500 rpm with an alr flow of 20 1/min.

1t was incubated at 37°C, pH 6,8, for 12-18 h,

Antifoam (Dow Corning Silicone B diluted 1 to 10) wasa added automatically by

peristaltic pump to control foaming.
The culture was centrifuged in a continmuous flow centrifuge, at rate of

approximately 200 ml/min.

1.4, Quelle fraction sera récupdrée lors de 1'étape terminale ? Justifier 1a
réponas.

1.5, Des expérlences préliminalres au cholx du millieu de production ont été
réalieées en fermenteur, eocus conditions controlées de pH et d'aération,
en présence et en absence de glucose,

1.5.1, Commenter les ré&sultats présentds sur le document 2.

1.5,2. Justifier la composition du milieu de preduction de 1'entérotoxing

2 - PURIFICATION DES FNTEROTOXINES STAPHYLOCOCCIQUES (32 points)

Ce sont dea holéprotéines thermoastables ‘de massa molaire o
ompr L
et 30000 daltons, de pHi compris entre 7 et 8:6. prise entre 26000
Le suivi de 1a purification de 1'entérotoxine est réall
. @& par une mét
d'immunodiffusion. Dans les fractione ol ells a &té ainsi détectée, ﬁa concentrazzde
est déterminde par la mé&thode de LAURELL. o

2.1, Les &tapes de la purification de l'entérotoxine D sont
hos Seapes. indiguées aur le

2.1,1. Quelle masse d'entérotoxine est obtenue en fin de purification ?
2.1.2. Que représentent, & chague étape, les paramdtres puivants :

- puretg,

~ randement par rapport 4 la solution I.

2.1.3. Quelle est l'Stape de purlification la plus performante ?
Juatifier.
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Temps dincubalion (h)

Effet d'une concentration constante de glucose 4 0,1 mol/)l sur la crolssance de §.
aureus et _la production d'entérotoxine en fermenteur & pH 6,8, dans_ un milieu
complétement défini en acides aminés, sous des conditions contrblées de et
@'aération.

Abeorbance corrigée = Absorbange moesurée x Facteur de dilution.

- courbes en présence de glucose i 0,1 mol/l : Absorbance A
Concentration entérotoxine @

= Courbes en 1'absence de glucose 1 Absorbance fa
Concentration entérotoxine O
DOCUMENT 3

ETAPE 1.

Le produit de fermentation eat mélangé & de 1'Amberlite €6 50 permettant la
fixation de l'entérotoxine sur la résine, puis son &lution.

L'&luat est ensuite concentré : on obtient la molution I qui contient 1840 mg de
protéines, dont 2 % d'entérotoxine.

ETAPE 2.

La solution I, aprés équilibrage & pH 5,6 en tampon phosphate 0,02 mol/fl, ast
chromatographiée sur une colonne de carboxyméthylcellulose (CM cellulose).

L'élution eat réalisfe avec un gradient lindaire de phosphate de sodium (mé&lange
& égal volume de tampon phosphate 0,03 molfl & pH = 6,1 et de tampon phosphate 0,06
mol/l & pH = &,8),

Le diagramme d'élution est présenté sur le document 4.

La fraction contenant l'entérotoxine est concentrée :

- pureté : 30 %,
- rendement par rapport A la solution I : 62 %,
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ETAPE 3.

Puriflication sur Séphadex G 75.
Elution par du tampon phosphate de sodium 0,02 mol/l & pH = 6,8,
Pureté 80 %, Rendement par rapport a4 la solution I : 2B %.

ETAPE 4.

Deuxidme passage sur une coleonne de Séphadex G 75 dans lea mémes conditions

d'&lution.
Puraté de la fraction contenant l'entérotoxine : 99 %.
Rendement par rappert & la solution I 1 20 %.

2,2. Btude de 1l &tape II de purifieation.

2,2.1. Eorire la formule semi-développée d'une carboxyméthylcellulosa.
A quelle catégorie de résine appartient-elle ?

2.2.2. Interprétation du diagramme d'élution (decument 4),
DOCUMENT 4
Etape 2 de purificaticn : &lution de la solution I sur colonne de CM cellulose,

0,06 mol/
. pH 68
o!
003 awes? et
maol/ g‘a(\\—\ oA 30

ons phosphates g 05 mal 0 woh®

8 au cours de la pH 5,6

[
natographie : |
' |
|
1,0 : : | 400
| |
[ | | |
[ | | I
08 [ o 300
¢ |1 - _
g 11 : £
< . || 2
o ! | I o
o | £
o I {200 %
5 1) ! :
£ ..l I ' g
a i I | i
< I |
i |1 | L 100
02} | ] '
| | P et I TR 0
¢ A B | ¢ |b|E]| F a

Fractions récupérées

-s-4-8-8-8-8 Apsorbance 4 278 nm
—————— Concentration en entérotoxine D en pg/ml
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2.2.2.1. Quel est l'intérdt de la mesure de l'ahscrbance 4 278 nm ?

2.2.2.2. A quoi correaspond la fraction A 7 Dans gquelle(s) fraction(s)
pe trouve l'entérotoxine 7

2,2.2,3. Quels sont les facteurs mis en jeu pour séparer les diverses
fractions ?

2.2.2.4. L'entérotoxine D a un pHi égal a& 7,4, Comment expliquer son
élution de la réasine ?

2.3. posage de 1l'entérotoxine obtenue en £in de purification.

2.3.1. 1Indiquer Bridvement le principe de la méthode de LAURELL
{électro-lmmuncdiffusion).

2.3,.2, Afin de préciser les conditions opératoires, des essais préalables
ont &té réallsés sur deux lames d'agarcse (document 5, figure 1).
Dans le méme temps des courbes standards ont &t& établies pour
différentes concentratlons d'anticorps (document 5, figure 2}.
A l'aide de ces données, analyser les résultats de la figure 1.

DOCUMENT 5
Figure 1 : Essals préalables réalisée sur gel d'agarcse

R L L L R R e N RN .

Lame 1 Lame 2

o 1)

Yolume da gel could par lame = 3,5 ml
hg = entérotoxine A différentes concentrationn (1,2 et 3)

Figure 2 : Courbes standards (méthode de LRURELL)

Chagque courbe correspond & une concentration d'anticorps déterminde dane le gel.

Hauteur des fusées
F (cm]

a

Volume d'anticorps exprimé
en ml/ml de gel :

]

- courbe a : 0,10 ml/ml 34
- gourbe b 3 0,14 ml/el
- courbe ¢ : 0,16 ml/ml 2l
« courbe d : 0,20 ml/ml d

14

i —
T
0 1 2 g Concenlration en antigéne

{vateur arbiiraire)
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%.3.3. Ppréparation d'une lame d'agarose.

Déterminer le volume d'immunsérum a incorporexr dans la géloze pour
&tre dans de bennea conditions de lecture lore du dosage de ces
solutions antigéniques 1, 2 et 3. )

On coneidé@re que la méthode eat guantitative pour des fusées dont
la hauteur est comprise entre 1 et 5 cm.

2.3.4. Exploitaer le tableau ci-desscus et déterminer la concentration
masaique de l'entérotoxine contenue dans la fraction analysée,

.Etalcnnage Dosage
Hauteur des fusées (mm) 12 24 36 46 31
Quantité d'entérotoxine 2 4 6 8 X
(g par puits) '

Dennée : le volume d'entérotoxine dépoeé par puits est de 10 ml.

A partir des principaux sérotypes d'entérotoxines (A,B,cl et D), des anticorps
monoclonaux monogpécifiques sont é&laborés in vitro et un edrum polyspéeolfique
{(anticorps polyclonaux) est produit chez le lapin.

Ces anticorps permettent de développer une méthode ELISA indirecte de typs
sandwich.

3.1. Btude du document 6.

3.1.1. A l'aide de ce document, schématiser les &tapes du dosage,
3.1.32, Ecrire l'Squation de la réaction enzymatique utilinée.
DOCUMENT 6

Réactifs utilisés dans la méthode ELISA indirecte de type sandwich.

- Plaque de microtitration sensibilisée par un anticorps monoclonal monospécifique.
- 8érum de lapin polyspédifique contenant des anticorps polyolonaux anti A, B, ¢y, D.
- Tampon de lavage.

- conjugué : XIg0 de chdvre anti Ig6 de lapin couplé & la peroxydase.

- Solution 1 : solution A pH 6 d'Hy0, et de chromogéne réduit (ABTS = mel d4'ammonium
du 2-2' azino-di-{3 &thyl-benzothiazoliding-é-acide sulfonique).

- Solntion 2 : solution d'arpét = solution de fluorure de sodium A 12,5 g/l.

94-23



3.2, Intérét de la méthode ELISA sandwich indirecte par rapport & la méthode
ELISA sandwich directe.

3,2.1. BSchématiser le principe de la méthode ELISA sandwich directe.

3,2.2. De la technique directe ou indirecte, gquelle est la plus sensible ?
Justifier la réponse.

3,2.3. Du point de vue des réactifs utilisés, quel est 1'avantage de la
technique indirecte 7
3.3. tors Jde la mise au point de la métheelv ELISA, le rapport enzyme/anticorps
pour le conjugué est important. -1
La concentratinn d'activité catalytique du conjugué est de 4 U.1
de milieu réactionnel.

Le conjugué enzyme—anticorps est obtenu & partic d'un anticorps purifié
(Ig ¢) et d'une préparation de peroxydase lyophilisée dont Ltactivité
spécifique eat de 1050 17/ ey

3,3.1. En fonction des données précédentes et du mode opératoire utilisé
(document. 7}, déterminer la concentration maseigue en peroxydase
de la solution de conjugué.

DOCUMENT
wechniqus de mesure de 1'activité peroxydasigue du conjugué.
- Réactifs

IR RN

* Solution 1

solution & pH 6 d'H,0, 8t de chromog@ne ré&duit (ABTS}.

» Solution 2 = solution drarrét = solution da fluorure de sodium & 12,5 g/l
- Solutions & analy=er

[ LT R N ]

Les solutions de conjugué &tudiées (anticorps couplé 4 la peroxydase) sont préparées
de telle sorte gue leur concentration en anticorps goit de 1 g/l.
- Mode . opératoire

P TR

+ Préparer, dans un tube A hémolyse, le mélange suivant 3

% 3 ml de solution 1 préalablement portée A la température de 25°C, ajouter
20 pl de solution de conjugué diluée au 1/1000 dans du tampon cltrate 0,1
mol/l & pH = 6. Agiter.

* Effectuer 7 dépbts de 200 ul du mélange précédent sur une microplague de
titration.

thaque dépét correapondra aux durées d'action de l'enzyme : O, 5, 10, 15, 20,
25 et 30 minutes,

Température de mesure : 25°C.

La yéaction est arrétée aux temps indiqués en ajoutant 25 pl de golution 2.

Lire 1'abmsorbance de ces milieux réagtionnels 4 405 nm aprds avolr réglé le zérc
de l'appareil avec la solution de substrat.

+ péalimer sur cette méme plaque de titration un dépdt supplémentalre : dépdt
témoin de 25 ul de molution 2 auquel on ajoute 200 pl du mélange préocédent A
25°C.

Lire 1'absorbance de ce milieu aux temps 3 o, 5, 10, 15, 20, 25 et 30 minutes.
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3,3.3.

Caleculer le rapport massique'enzyme/Ig G dans ce conjugué.

Donnée : 1 unité (U) = 1 pymol de produit formé/min.

3.4. Intérét du dosage en microbiologle alimentaire,

3.4.1.

Méthode microbiologique : dénombrement dee Staphylococcus aureus
dans un preodult alimentaire,

3.4.1.1. 0,1 ml d'une créme non pasteurisée ont #té &talés sur milien

de BAIRD~PARKER mis & incuber 24 h & 37°C.
28 colonies noires sont dénombréea.

Trols colonles sur cing donnent un résultat positif pour la
racherche de la coagulasa.

- Donner le brincipe de la recherche de la coagulase et
les conditions opératoires de sa réalisation.

- Détorminer le nombre de Staphylococcus aureus
présents dahs la ordme.

3.4.1.2. Le critére appliqué & la plupart des denrées alimentalres est

3.4.2.

3.4.2.1.

3.4.2.2.

3.4.2.3,

de 10° staphylococcus aureus fg ou ml.

Quels sont lea résultats du dénombrement sur milisu de
BAIRD-PARKER lorsgue le nombre de Btaphylococous aureus dans
1'échantillon est inférieur a 102 germes / g ou ml ?

On envisagera le cas d'un produit pur et d'un produit devant
d'abord &tre homogénédisé et dilué au 1/10.

Corrélation entre le dosage des entérctoxines dang les aliments et
1la méthode mlcrobilologique.

Le tableau présenté dans le document 8 rassemble des résultats
drinvestigations faltes & la suite de TIA dont lea symptames
correspondent 4 ceux provoqués par les entérotosxines
staphylococciques.,

L'analyse micrchiologigue a &té menée parallélement A une
recherche directe des entérotoxines dang 1'aliment (dosage
immuncenzymatigque) .

Loraque l'analyse microbiologique eat pratiquée seule, on considére
qu'un nombre supérieur & 10° germes/g suffit & confirmer la
responeabilité des Staphylocoocus aureus dans la TIA {production
d'entérotoxine suffisante).

Quels sont les cas oll 11 existe une corrélaticn entre analyse
mlcrobiologique et recherche de 1l'entérotoxine ? Justifier la
réponaa,

Quel est le cas ol l'analyse microbiologique est mise en
défaut ?

uella(s) explication(s) peut-on proposer aux résultats duo
cas 4 ?
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DIFFERENTS CAS AYANT DONMEZ LIEU A ENQUETE

PRODUITS TESTES

5, aureus
(Baird Parker)

entérotoxines
dans l'aliment

germes/g draliment ABCD
a)' 15 personnes malades aprés un repas fromage de chdvre frais n°1 < “_.oM - - - -
dans un restaurant, vomissements, a “ atfing n°2 < “_bw ----
douleurs abdominales, pas de fidvre, n " affiné n*3 < 10 + - - =
symptémes de 2 4 4 h aprés le repas
b) Plaintes dispersées fromage de brebis 6
(type Pyréntes) 10 -
¢) Vomisgements, diarrhfes dans tome crue avant affinage pour
plusieurgs familles préparation régionale (servie
chaud} Hom -+ ==
d) Vomissements; diarrhées dans autre Lot tome crue wom -—- -

plusieurs familles '

94-26



Epreuve professionnelle de synthése
deuxieme partie : réalisation pratique d'opérations
techniques  Sujet 1
Durée 9,5 heures - coefficient 8

PRODUCTION D'ENTEROTOXINE STAPHYLOCOCCIQUE EN FERMENTEUR
A - BIOCBIMIFE - BIOLOGIE ﬂmminﬂ ET MOLECULAIRE : (durée : 4 h 30} '

L'ordre de déroulemant des manipulations sera indiqué aux candidats en début
d’'épreuve.

BIOCHIMIE (80 points)

La production d'entérctoxines par Staphyloccoocus aureus est effectufe en
fermenteur.

La miliew de fermentation, prét & 1l'emploi,’ contient an particulier des
molécules organiquea azot&ea : des peptones et 3 acides aminés différents.

Bu cours de cette fermentation, il y a production extracellulaire d'une lipage

On se propose :

- de déterminer la nature des 3 acides aminés par chromatographie en couche
mince,

- d'étudier la consommation de l'un d'entre eux au cours de la fermentation
par une méthode photométrique,

= de mesurer l'activité lipasique obtenue en fin de fermentation.

l - BFTUDE DE LA NﬂTﬁRﬁ'DBS ACIDES AMINES PAR CHROMATOGRAPHIE SUR COUCHE MINCE

{20 points)

1.1 Réactifs.

— 8olvant de chromatographlie : mélange de butan - 1 - ol 2 vol,
acide éthanoique 1 vol,
eau 1 vol.

- Solutions témoins d'acides aminés & 10 g/t : glyclne (8), leucine (L),
tryptophane (W), lysine (K), tyrosine {Y), valine (V},

= Milieu & &tudier (MF) : milieu de fermentation ayant subj diverses
oyérationa permettant d'élimimer les constituants autres que les acides
aminés. ’

1.2, Mode opératoire,

Réactiver une plaque de gel de silice de 7 om sur 10 ecm par passage a
1'étuve a4 100°cC,

Dépcser chaque solution et recharger 1 fois chague dépét A& l'aide de
capillaires. Sé&chekr.
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Placer la plague dans un bécher contenant le selvant.

Lalsser migrer. Sécher, puls révéler avec le réactif A la ninhydrine et
piacer &4 1l'étuve a 100°C pendant quelgques minutes.

Analyse des résultats.

Calculer les Rf et identifier les agides aminés présents dans le milieu
de fermentation.

2 - CONSOMMATION DE TYROSINE AU COURS DE LA FERMENTATION (35 points)

Le dosage de la tyrosine est affectué au temps initial et au temps final, soit
apras 18 heures de culture en fermenteur.

2.1,

Principe duw dosage par la méthode d'ANSON.

La réactlf de Folin Cioccalteu réagit en milieu alealln sur la tyrosine et
le tryptophane en donnant une coloration bleus permettant un dosage
golorimétrique. :

Réalisation de la gamme d'Gtalonnage.

Diluer la polution &talon de tyrosine & 400 mg/l dans une solution
d'acide chlorhydrigque & 0,2 mol/l.

Introduire des guantités crolissantes de 8 a4 40 ug de tyrosine par tube
dans un volume maximal de 1 ml.

Compléter a4 1 ml avec la solution d'acide chlorhydrigue & 0,2 molfl.
Ajouter 5 ml de solution d'hydroxyde de sodium & 0,2 molfl.

Puls, ;ntroduire 0,6 ml de réactif de FOLIN CIOCALTEU dilué au deml
{effectuer cette dilution dans 1l'eau distillée, juste avant 1’emplolj.

Attendre 5 minutes et lire 1'absorbance a 750 nm.
posages (2 essals par solution testéel. ’

Effectuer un dosage BUr 2

- 1 ml de solution 1 = milieu de fermentation initial déja dilué auw 1/25

et Flltré.
- 0,5 ml de solution 2 = surnageant de centrifugation du milieu en fin de

fermentation.

Compte rendu et résultats.
présenter le tableau de colorimétrie ; tracer, sur papier millimitrd, la
courbe d'étalonnage.

pD&terminer les concentrations massiques des polutions 1 et 2.

calculer la masse de tyrosine apportée dans le fermenteur, sachant que
1'ensemencement s'est effectué dans 20 litres de mllieu de culture.
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Vingt grammes de masse sé&che sont obtenus en fin de fermentation ¥
&valuer la quantité de tyrosine consommée exprimée en masse de tyrosine
par unité de masse séche.

On considére que le volume de milieu ne change pas au cours de cette
Fermentation.

= DETERMINATION D) 'ACTIVI LIPASIQUE 5 ints

3.1, Princ u dosa
Il eat basé sur la réaction :
lipase
tricléine + 2 Hy 0 ————> monoacylglycérel + 2 aclde oldique

La diminution de la turbidité est mesurée dans 1'UV & 340 nm.

3.2. Béactifs.

Réactif 1 = réactif lipase = lyophilisat contenant @ trioléine,
tampon pH = 9,2, Ca Clz' colipase,

Solution enzymatique standard.

Echantillon = milieu en fin de fermentatlion présenté& dilué au 1/200 dans
une solution de chlorure de sodium & 9 g/l.

3,3, Mode opératoire.

3.3.1, Préparation de la solution réacticnnelle 1
diseoudre le contenu du flacon "réactif lipame” avec 2,5 ml d'eau
bidiatillée.
Btabilité : 5 jours entre 15°C et 25°¢,
3.3.2, conditions de mesure :
température 30°C,
longueur d'onde 340 nm,
trajet optique 1 om.
Lire contre 1'alr dans dea microcuves spécialas UV,
3.3.3. Placer directement dang une microcuve {1 eBBai) 1
1 ml de molution réacticnnelle + 40 ul d'échantillon.
Mélanger en &vitant la formation de mousae.
Commencer la mesure 4 t = 30 secondes ; enregistrer la variation
d'absorbance pendant 3 minutes {ou lire toutes lea 30 secondes) .
3.3.4. Recommencer cette opération avec une molution enzymatique standard

(étigquetée lipaae standard) de concentration d'activité catalytique
connue {1 essai}.

3.4, Résultats.

Présenter les enregistrements obtenus aprés les avoly annotés, ou tracer
sur papler millimétré les courbes A (340 nm) = £ (temps),
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Déterminer la concentration d'activité catalytigue de l'é&chantillon en
0/1.

Exprimer 1'activité lipasique du milleu de fermemtation en U/ml.

INMUNOLOGIE (40 points)

Premidre partie ;1 Coulage d'un gel d'agarcse sur lame.

- Placer une lame de verre sur une surface parfaitement horizontale.

« Verser environ B,5 ml du mélange agarose—immunaérum anti-entérotoxlne sur
cette lame (le mélange est maintenu dans un bain-marie a §6°C),

~ Lalsser solifidier le gel, puis placer la lame 4 + 4°C au réfrigérateur
pendant 24 heures,

Ne pas oublier de noter le pnuméro de poste sur la lame.

B ~ MICROBIOLOGIE ~ IMMUNOLOGIE {80 points) burée 1 5 H
PREMIER JOUR Duréa = 4 H

L'ordre de déroulement des manipulations sera indiqué aux candidats en début
d'épreuva,

Un fermenteur a &t&é ensemencd par une souche de Staphylococcus aureas
productrice d'un type d'entérotoxlne. Cette entérotoxine, aprés purification, va
permettre la production d'anticorps en vue de réaliser un test de dépistage.

Dem contrdles sont effectuds au cours de la production et lore de la
purification.

MICROBIOLCGIX (40 pointe)
1~ DE LA CROISSANCE D UCHE DE STAPHYLOCOCCUS - AUREUS
(22 points)

La durée de la phase exponentielle de croissance de la souche, pendant laguelle
1'entérotoxine ast produite, a &6té déterminde en suivant 1'absorbance du miliew sur
dee prélavementa effectués toutes les 15 minutes. Des dénombrements de germes ont &té
d'autre part réaliséa.

- Détermination du taux de croissance de la souche pax une numération en milieu
géloné,

On dlispose de :
- 2 préldvements effectuds pendant la phase exponentielle, 1l'un noté M1
effectué au temps t; et le deuxiéme notéd M2 effectué au temps ty +1h

Lea deux tubes sont conservés dans la glace afin de stopper la eoroissance
bagtS&rienne jusgu'ld réalieation de l'analyse ;
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- dilvant i1 tryptone sel {9 ml/tuba),

- pipettes graduées stériles 1 ml,

- boites de Pétri stériles, )

- milleu gélosé PCA en surfusion A 55°C,
~ gélosge blanche en surfusion & 55°C,

On utilisera la technique claseique de numération dans la wasse, double couche.

Les dlilutions étudiées seront : 107>, 10"6, 1077,

Le contaminant décelé sur une boite d'lsclement a &té réleold aur géloee
trypticase soja (GT3} incubBe & 37°C.

- Procéder & 1'identification de la souche par 1

* examens macroscopique et microscopique,
* tests et ensemencements nécessalires & l'orientation et 1'identification.

Les r&sultats des sxamens et tests, l'orientation de 1'identification seront
rédigés sur la cople & rendre en fin de péance.

INMUNOLOGIE (40 pointa)

On se propose de doser l'entérotoxine produite em fermenteur, apras
purification, par &lectro-ilmwunodiffusion (technique de LAURELL). A cet effet, on
réalise en paralldle un é&talonnage a partir d'une solution &talon d'entérotoxine et
in dosage sur une fraction de purification notée F.

1. Réaotifs et matériel utilisé

- Lame de verre recouverte du mélange (agarose + lmmunsérum
anti-entérotoxine) coulé le premier jour.

= Tampon véronal pH B,6 : diluant.

= Solution &talon d'entérotoxine & 4,8 mg/ml dane le tampon véronal,

= Fraction de purification : F.

2. Hode opératoire

= Creuser sur la lame d'agarose 6 réservoirs de 3 mm de diamdtre & l'aide
d'emporte-pidces.

La ligne de dépdt doit se mituer a 1,5 em du bord de 1la plaque.

- Réaliser les dilutions de la solution &talon en tampon véronal (gamme
de 320 ug/ml & 960 pg/ml).

- Déposer les solutions &talone et la solution F 3 rajson de 8 yl par
répervoir,

= Placer la lame convenablement dans la cuve A électrophordse, call

o-cl
eat préalablemsnt remplie de tampon véronal.
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- placer les ponts de papier Whatman.

Laieser migrer sous une tension de 40 v/lame pendant anw woins 2 heurea.

3. Répultate
- Indiquer la technique de réalisation de la gamme d'é&talonnage.
- Faire un schéma précisant la position des différenta dépbte.
~ Justifier la position de la plague dans la cuve A électrophorése.
- Mesurer la hauteur des plcs de précipitation.
- Construire un tableau de résultats expérimentaux.

- Tracer sur papier millimétré la courbe d'étalonnage 1 hauteur = f
(concentration en entérotoxine).

- D&terminer la concentration en entérotoxine de la fraction de
purification F.

DEUXIEME JOUR Durée : 1 H
MICROBIOLOGIE
1 - ETUDE DE LA CROISSANCE DE STAPHYLOCOCCUS AUREUS

- Donner les résultats des numérations en milieu solide des prélévements
effectués en phase exponentielle & 1 h d*intervalle.

- Dé&terminer le taux de croissance et le temps de génération de la souche.

2 - IDENTIFICATION DU CONTAMINANT DECELE LORS D'UNE FERMENTATION PRECEDENTE

- Lire les milieux.
~ Présentar les caractéres de fanmille, genre et espéce.

- Ctonclure.

Epreuve professionnelie de synthese
deuxiéme partie : réalisation pratique d'opérations
techniques  Sujet 2
Durée 10 heures coefficient 8

IMMUNOGLOBULINES t STRUCTURE ET ACTIVITE

BIOCHIMIE (80 points) ; durée : & H 15
UGTU ' UNE | IMMUNOGLOBULINE

on dlepose 4'une immunoglobuline monoclonale, qui a 6té purifiée par traitemen'
au sulfate d'ammonjum (68 % de paturation), suivi d'une dlalyse et d'une &tap
chromatographique (Dmaz-cellulose):
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Cette immunoglobuline, classiquement constitude de deux chaines lourdes {H)
identiques et de deux chaines 1&gdres (L) identiques a &t& traitse par
ultracentrifugation & 1'équilibre. L'étude a donné une constante de séq}?entation de
6,6 S correspondant A une masse molaire de 154 000 + ou ~ 8 OO0 g.mol™?, 1a partie
glucidique &étant 6valude 4 4 000 g.mol™ ',

On se propose de préciser quelquaes aspects structuraux complémentaires de cette
immuncglobuline,

1. REDUCTION PARTIELLE DE I 'XMMUNOGLOBULINE (41 pointa)

La réduction (en présence de dithiothréitol} coupant lem ponts disulfuree
interchaines a &té réalisée dans des conditions ne parmettant pas leur régénération.

5 milligrammes dee chaines ainsi cobtenues ont &t& séparées par gel-filtration
sur Sephadex §-100, Le profil d'élution obtenu figure ci-aprés.

08} | Aq' B1|

o064
Azg0

o4

q 1
26 40 &0 a0 00
La fraction Al a &té obtenue A partir des tubes 40 A 60 (20 mly,
La fraction Bl a &té dbtenue & partir des tubss 61 A BO (20 mly.
1.1. ermination de la magee molaire des chafnes i I 1 o 1
{16 points} )
La détermination mera effectude aprés dosage des protSines des fractions
Al et Bl par la méthcda de BRADFORD.
Le bleu de Coomassie préesent dans le réactif de BRADFORD Be lls aux
protéines et donne une coloration bleue dont l'intensité est propor-
tionnelle & la teneur en protéines,

.0 tube

Le composition d'un tube de mesure est la suivante 1 C,1 ml de scolution
protélque et 5 ml de réactif de BRADFORD,

Lire l'absorbance & 595 nm contre un blanc réactif entre 2 et 30 minutes
apras réalisation du tubs (2 essais pour Al et Bl).

A l'aide d'une solution de_protéines 40,3 g.l—{, préparer une gamme
étalon sachant gque, dans les conditions de la mesure, ia limite de
lindarité est attelnte avec 30 ug @e protéines par tube,

Les groupements -SH de la cystéine rédulsent L'hexacyancferrate IIT en
hexacyanoferrate II qui est transformé en bleu de Prupse et dogs
colorimétriquement. ) ) B

Coipte tenu du seuil de détectabilité de la méthode de dosage utilipée,

2 nouvelles fractions A2 et B2 ont &té préparées dans des conditionns
wimilaires ? celles de Al et Bl & partir d'une solution d' immunoglobuline
& 51,3 g.17%,
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1.2.1. Etalonnage

pPans 6 tubes A espais, introduire respectivement 0 ; ¢,5 7 1 ; 1,5
et 2 ml de solution &talon de cystélne & 200 mg.17Y,

Compléter & 3 ml avec de l'eau distillée.

Ajouter dans chague tube 0,05 ml d'hexacyanoferrate III de
potamsium A 0,1 mol.1"! et 0,05 ml de tampon phosphate a

1 wol.1"L, pH 6,7.

Laisper reposer 20 minutes A la température du_laboratoire, puis
ajouter 014 ml d'acide sulfurigue & 0,5 mc:l.l"1 et compléter a
20 ml avec de l'eau diptillée.

Repréndre 5 pl, ajouter 0,1 ml 4'hexacyanoferrate III de potassium
a 0,1 mol.l"l, 1 ml de sulfate ferrigque et 7 ml d'eau distillée.

Attendre 5 minutes et lire 1l'absorbance & 725 nm.
1.2.%. Dosages
Procéder comme pour 1'étalonnage en opérant sur 1 ml de fraction A2

et 2 wl de fraction B2 (2 essais pour A2 et B2).
3 B INAUX ot C-TERM

L'identification sera effectue par chromatographie en couche minge (CCM).

L'aclde amind N-termina)l (fractlon C) et C-terminal (fraction D} d'une chalne
légére ont &t8 isolés par des techniques enzymatiques.

Réactiver une petite plague de gel de silice préte & l'einploi par un sé&jour de
10 minutes & 1'dtuve A 1l00°C,

A l'aide de tubes ecapillaires, déposer sur la plaque chacune den 5 pdlutions
témolns {(nome inscrits sur las tubes) ainsi que les fractione C et D.

S&cher, Placer la plague dans un bécher contenant le solvant de migration @
n-butanol, acide acétigque, eau dlstillée (3, 1, 1).
Recouvrlr et laisser migrer.
Aprés séchage, révéler par pulvérisation de ninhydrine et séjour 3 1l'é&tuve A
100°¢C, )

3 — COMPTE RENDU (20 yoints)

3.1. gge laire des aines H e

Donner le tableau de préparation des tubes.

Calcouler la concentration en protéineas des fractions Al et Bl en g.l'l
{incertitude 5 %).

En déduire la masse molaire d'une chaine lourde (H) et d'une chaine
légére (L) de 1'immunoglobuline.

3.2. Groupements —SH intepchaines.

Tracer la courbe d'étalonnage ou &tablir 1l'équation de la droite. :
calculer la concentration en cystéine des fractions A2 et B2 en mg.1”
(Lnocertitude 5 %). )

En déduire le nombre de xésiduam cystéine par chaine lourde et par chaine
légare ainsi que le nombre de ponts disulfures interchaines.

Donndg : masse molaire de la oyetdine : 121 g.mol_l.
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STREP
IER JOUR Durée ¢ 3 H 30
1 =

3.3, omat aphie.

calculer les Rf des acides aminés des fractions C et D.
Identifier cea aaidqa aminés.

3.4, Conclusion.

Proposer un schéma simple de 1'immuncgiobuline &tudise compatible avec
las résultats précédemment obtenus.

IMMUNOLOGIE-MICROBIOLOGIE (B0 points) ; durée : 5§ H 45
JES BT ANTISTREPTOLYSINE

CTIVITE b 1STRE) 0 (30 intw)y.

Réaliser pur l'échantillon fourni d'une préparation purifide d'immunoglobulines

le dosage des antistreptolysines O.

1. Matériel et réactifs

~ Tubea & hémolyse.

= Une wmicroplague vierge 3 fond rond.

~ Pipettes automatiques avec pointes : P100 et P100C.

- Btuve A 37°C, '

- Echantillon 4 tester (environ 0,3 ml) &tiguetd P,

- Tampon ASCO pH 6,5 3 6,7.

- Streptolysine 0 & 2,5 USL.ml™ , fournie au moment de la demande car atabilité

limitée & 15 min.

- Hématies de lapin A 3 % en tampon ABO & préparer & partir d'une suspension

80 % fournie (environ 0,2 ml).

2. Mode opératoire

2.1, Préparer 2 dilutlions initiales de la préparation d'immunoglobulinea
(échantlllon 3 teater) en tawpon ASO.

- dilution A au 1/10.
- dikution B au 1/50.
2.2, Dosage des antistreptolysinas O,

Prévolr les témoina nécessaired,

2.2.1. Répartition et dilution de la préparation en mérie a partir
des 2 dilutions .initiales selon le tableau cl-deasous t

CUPULES | Rang&e A : dilution au 1/10 Rangée B : dilution au 1/50

1 2| 3| w4 5| s A I T 2| 3| s| 5] &
tampon 50 50| 50 50 | %0 50 5 | 50 - 50 5 | 50| 50| 50
[13%] i
" 0 2 P T A )
dilutfon SRz TV LT
au L
1710 (a3 %0 50 o I B 0 50\ - 7 ] ] 1 ‘\
dilution /? Pyl /?1 /71
au
wsoa } T T T T T T T ff 0] %0 [ %050 50| 50

Rejet. :+ 50 uly/

Redet 1 5O 1
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2.2.2. Ajouter dans chaque cupule 25 ul de streptolysine O.
Agiter 1 wminute. Incuber 15 minuwtes & 37°C (plaque couverte).

2.2.3. Ajouter 25 pl de la suspension
d'hématies & 3 % préparfe par le candidat.
Agiter une minute.
Incuber 45 minutes & 37°C (plague couverte).

2.2.4. centrifuger la plaque 2 minutes & 500 g.

2.12.5, Lire les ré&sultats.
3. Compte rendu

Expliguer la réalisation de la suspénsion d'hématles & 3 %.

pDonner la composition guantitative et le rdle des témoins.

Conolure sur les réaultats obtenus.

construire un tableau des réaultats expérimentaux faisant apparalitre lae
dilutions finales et l'aspect des cupules,

Exprimer le titre en antistreptolysines par millilitre (usa.m1“1).

Rappsl ! la streptolysine titre i 2,5 vsL.m1~l.

| = MICROBI IE {50 points).

La mise au point de la méthode jimmunologique de dosage de 1'antistraeptolysine a
nécessltéd 1'utilisation de suspensions étalonnées de atreptocoquee dont la
concentration étalt é&valude par mesure de 1'abpgorbance & 620 nm, puis eptinde par
caleul & partir d'une relation de la forme 3

%0,1 unité 4'absorbance A 620 nm correspond & n urc.m1 1w
Le but de la manipulation est d’&tablir cette relation.

Pour des raisons de s&curité, on opéyera A partir d'une souche de streptocogues

du groupe D,
x $tablissement a .

A partir de la suspension 5 t

1.1, R&aliser en bouillon ordinaire des dilutions au 1/2, au 1/4 et au 1/8
(blen homogénéiser, de préférence au vortex) i prévoir, pour chaque
dilution, un volume final d'au moins 5 ml ; mesurer 1*absorbance & 620 nm

des suspensions 8, 8/2, §/4, B/8.

1.2. Réaliser en eau physiologique des dilutions de raison géométrique 10,
juaqu'a 1077, A partir de chacune des puspensions 3, 8/2, 8/4, 8/8
(volume final 10 ml).

Ensemencer par &talement 100 ul des dilutions 10'6 at 10”5 de 8, 8/2,
8/4, S/8 aur gélose de Slanetz (2 boites par dilution, soit 16 boites).
Incuber 24 h & 37°C.

H sol & [

Au court¢ d'un essal préalable, la suaspension de streptocoques a 4t& ocontaminde j
il s'agit de la suspension E.
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Aprés observation d'une coloration de Gram de E, procéder & des jisolements aur

une gélose ordinaire, une gélose Sabouraud au chloramphénicocl et une gélope de
Drigalski, .

Les géloses meront laissfes sur la palllasse en fin de adance, avec indication
das températures d'incubation.

MICROBIOLOGIE (50 points)

2EME JOUR Durée 1 2 H 15

18xre partie 3 &tabligsement de la relation

"0,1 unité d'absorbance A 620 nm correspond & n UFC.m1™1",
Compléter le tableau de résultate joint,

Tracer sur papier millimétr& la courbe A = £ [UFC.mlhl) en tenant compte des
marges d'incertitude habituellement admises (log n + 0,5}.

Bn déduire la relation chexchée.

28me partie t imglemept des contaminants.
Lire les réaultats des isolements ; interpréter.
A partir de colonies laclées sur 1la gélose de Drigalski, 'réaliser un test

d'orientation rapide permettant en fin de séance d'affiner le diagnostic,
DOCUMENT A JOINDRE A LA COPIE

8§ 8/2 5/4 s/8

A 520 nm

Nombre de colonies
dilution 1073

Nombre de coalonies
dilution 107

n (UFc.m1™ly

log n

{leg n) ~ 0,5

(leg n) + 0,5

n mini

n maxl’
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Epreuve professionnelle de synthese
deuxiéme partie : réalisation pratique d'opérations
techniques  Sujet 3
Durée 10 heures coefficient 8

BIOCHIMIE (80 points) purée t 4 H 30

CULTURE DE CELLULES EUCARYOTES
ra mise en oculture de cellules eucaryotes nécessite divers contrdles
biochimiqueé.
On se propose de contrdlex un lot de trypsine utilisd au cours de la phase
drexplantation et de suivre la consommation d'acldes aminés loxs des repiquages des
callules effectués & différents temps.

i = CONTROLE D'UN LOT DE TRYPSINE AVANT UTILISATION (52 POINIS).

La trypsine est utilisée dans la phase d'explantation, au cours de lagquells on
pxtralt lee cellules dfun organe par dissociation mécanique et enzymatique avant la
premiére mise en cultare. :

Un nouveau lot commercial de trypsine & 2,5 % doit &tre ouvert. Avant de
1tutiliser pour la maintenance de la culture, on se propose de déterminer =a teneur
en protéines et son actlvité enzymatique.

1.1, pétermination de la concentration en protéines par la méthode de

ol in-Lowr 20 points).
1,1,1. Etalonnage du gpectrophotomd@tre i

A partlr d'une solution étalon mére de prot&ines & 4 g/l, préparer
une gamme de tubes contenant entre 0 et 400 ug/tube.

Compléter chagque tube 4 1 ml avec de l'eau physiologique.

nrjouter 5 ml de solution alcaline de sulfate de culvre ; agiter et
attendre 5 minutes. .

Ajouter 0,5 ml de réactif de Folin, agiter, attendre 30 wminutes st
lire 3 650 nm.

1.1.2. BEssals @ (2 essals)

Opérer sur une prise d'eseai de 1 ml de la solution commerciale de
trypeine correctement diluée.

1.1.3. Résultats @

Pré&gsenter, sous forme de tableau, la conposition des tubes (gamme
et essals) alnsl que les résultats expérimentaux.

péterminer la concentration en protéines, goit par tracé de la
courbe, soit par utilisation de la calculette (coefficlient de
vartation analytique 5 %).

1.2.1. Principe :

La trypsine (EC 3.4.21,4.) est une protéase qui posséde auspl une
activité estérase, laquelle est utilisée pour la détermination de
1'activité trypsique.

Le substrat synthétique utilisé est le N-alpha-benzoyl-L-arginyl-
&thyl-ester (BAEE). La réaction catalysée s'éorit
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— = + —— .y =0 +
R 8 0 02['!5 HZO cZHSDH + B-C-0 + H

En milleu non tamponn&, & pH alcalin, 1'hydrolyse d'une mole de
BAEE libdre une mole de prcton. On neutralise au fur et A mesure
les protons formés, par addition d'hydroxyde de sodium de
concentration connue, de telle sorte que le pH reste conatant
(méthode du pH-stat).

1.2.2. Mode opératoire :

Etalonner le pH-métre,
On travaille A pH 8 et A température ambiante.
Dans un bécher introduire

= 25 ml de aclution de BAEE A 20 mmol/l

= 25 ml de sclution de KCl 4 0,2 mol/1l
Agiter & l'aide d'un barreau aimanté et verser la solution
d'hydroxyde de sodium de concentration voisine de 1 mmol/l 4 l'aide
d'une burette jusqu'd atteindre pH 8,2.

Ajouter 1

=~ 0,2 ml de solution commerciale de trypsine,
Déclencher le chronométre quand le pH eet revenu exactement & 8,0
{tempa to).
Avant que le pH ne scit deacendu A 7,9, ajouter un volume V., de
NaOH pour ramener le pH & une valeux comprise entre 8,0 at 8,2,
Noter le temps t, nécessalre pour que le pH revienne exactement 3
8,0 . RépSter ces opérations pendant 10 minutes. '
Faire au minimum 3 essais (1 préliminaire, 2 définitifs).on pourra
conpldérer comme "normal" un coefficient de variation analytique
inférieur ou &gal A 9 %.

1.,2.3. Résultats ;:

Tracer gur papier millimétré la courbe VisoH = f(temps). )

- Déterminer la relation entre la volume d'hydroxyde de sodium verss
et l'activité de la trypeine.

- Caleuler en unités BAEE 1'activité de cette préparation (1'unité
BAEE de trypsine est la quantité d'enzyme qui hydrolyse 1 umole de
BREE &n une minute au pH et & la température considérés),

" 1L = CONFROLES FRFECTURS MILIEU DINTS

Le milleu de culture utllisé contient du glucose, des acldes aminés, dews
vitamines, des &lémentm minSraux et un indicateur de pH. :

Des eoasals opérés pur des cultures A& différents temps permettent de suivre la
consommation d'acides aminés par chromatographie sur couche mincs,

2.1, Chromatographie sur couche mince des aoides amningsg,

2.1.1. Mode opératoire i

Réactiver le gel de silice par passage & 1'étuve 4 100°C.

A l'aide de capillalres déposer une goutte de chague acide aming
témoin {proline, lysine, valine, leucine, arginine, acide
glutamigue) et une goutte des molutions MO, M48 ET MOG (concentréas
par osmose inverse} correspondant aux temps d'incubatien Oh, 48h et
96h. : ’

Sécher.
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Placer la (les) plaque (8) dane la cuve contenant le polvant

{n-butanol 3V, aclde éthanoique 1 V, eau 1 V).

Lalgsar migrer. Sécher, puis révéler avec le réactif ala
ninhydrine et placer i 1'é&tuve & 100°C pendant 10 minwkew.

2.1.2. Résultats :

calculer les Rf des acldea aminés témoins et ide_nti.fier les acides

aminés présente aux temps 0,48 et 96 heures.

2.2. conclusion.

Les cellules ont &té mises en culture dane des flacons contenant 7,5 ml

de milieu.

Des numérations ainsi qu

e des tests de viabilité au bleu Trypan effectués

aux différents temps ont donné les ré&sultats sulvants 3

Temps de
culture (h}

Rombre de cellules
par millilitre

Pourcentage de
cellules viables

Q
24
48
96

50 00O
125 00Q
‘1,1.10°
1,2.10

50 %

Compta tenu de 1'ensemble des résultata, déterminer le temps de culture
optimal (justifier la réponse). ’

MICROBIDLOGIE - BIOLOGIE CEIIULATRE (80 pojnts).

L'ordra de déroulement des wanipulations sera

d*épreuve.
1ER JOUR

indigué aux candidats on début

DUREE : 3 H 30

CULTURE DE CELLULES EUCARYOTES

Dans le cadre d*un travail avee das culturss cellulaires, on doit péricdiguement
réaliser un certain nombre de contréles.
Oun sa propose ici d'envisager la réalisation de quelques ung de ces- contrdles
lors du repiquage d‘'une lignée suspension,

1.1, Numération préalable : test de viabllité au bleuw Trypan.

A partir .d'un flaco

n de culture dense ot homogdne, prélever atérllement

sous 1a hotte 100 pl de culture gu’on introduit dans un tube & hémolyse.

Remattre le flacon dana 1'incubateur.

Réaliger le test de vliabilité comme suit t

- 50 gl de culture + 450 ul de bleu Trypan & 0,04 %,
- numbrer en cellule de Malassey aprds homogénéisation.

1.2. complémentation d'un milieu.

Sous la hotte, disposer le plan de travail avec las réactifs-donnés et

neuf

& eu_RP
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2.1,

le milieu RPMI Qe base,

du pérum de veau foetal (BYF) 1 10 % du volume final,"

de la glutamine {GLU-NH,} + 1 % du volume final,

le mélange d'antibiotiquea {pénicilline/streptomycine) ¢t 0,4 & du
volume final.

Ensemencement,

Dans ces 7,5 ml introdulre soue la hotte "x™ ul de la culture numércée
précédemment pour avoir environ 50 000 cellules vivantes par millilltre
de cette nouvelle oultura.

Identifier le flacon p le ranger dans 1'incubateur A €Oy,

Réeultats - Compte rendu.

1.4.3%.

1.4.32.

1.4.3.

Donner le décompte dix test de viabilité ; en déduire le pouraentage
de cellules vivantes.

Expllquer le calcul des volumes de RPMI, SVF, GLU-RH, &t
antiblotiques prélevés pour complémenter le miliau.

Déterminer, en justifiant le calcul, le volume "x" de culture
initiale {inoculum) introduit dans le milleu neuf,

OLOGIE (5 int

usages robiol 'un antibjo t 1 nicilli 35 L:]

On ajoute au milieu RPMI deux antlblotiques, la pénicilline et la
streptomycine, afin d'éviter des cdntaminat}ons bactériennes.

On va deser la solution mére de pénicilline utllisée par deux méthodan
microbiclogiques de diffusion en milieux gélosés

2.2.1.

2.1.2.

- méthode des pults,
~ méthode des disquen.

Réalimation de la gamme &talon de pénicilline.

Elle comportera 4 tubes de 500, 1000, 1500, 2000 Mg/ml, sous un
volume total de 400 pl.

On dispose da 1

= 1 ml de solution de pénicilline & exactement 2q/1, marquée
"Pan 2g/l",

- diluant : eau distlllée stérile,

- tubes 3 hémclyse stériles.

Dopages.

Chague polint de la gamms ainai que 1'échantillon seront testés en
triple.

La solution mére de pénlcilline ajoutée au miliey RPMI est A
environ 15 g/l.
Pour les dosagea, elle est fournle diluée au 1/12, soit A environ
1250 pug/ml (solution marguée “Pen X*}).

Les pults ou les dieques devront 8tre distants au minimum de 15 mm
du bord de la boite, et de 30 mm de centre A centre.
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2.1.2.1. Métheods dag puits,

La souche test utilleée, {(senalble aux 2 antibiotiqguesn), weat
E.coli ATCC 10536, culture de 18 h & 37°C en boulllon de
Muellex Hinton. ’

Introduire 2 ml d'une dilution 1073 en eau physiclogique
stérlle de cette gulture dane un flacon de milieu de Mueller
Hinton ramené & 45°C (les milieux maintenus en purfusion i
60°C peuvent &tre ramends A 45°C, par passage dans 1'&tuve &
45°C durant 15 minutes}.

Couler le wilieu ensemencé dans une boite carrée de 120 mm de
cBté.

Creuser daps la gélose au maximum 16 puits A l'aide d'un
enporte-piéce. Déposer au fond de chague pults une petite
goutte de gélose en surfusion.

Falre des dép6ts da 40 pl,

Lalsser diffuser 30 minutes i temp&rature amblante, puis
incubex 18 h & 37°C, boite non retournée.

2.1.2.2. M&thode des disques.

ILa souche test utilisée est la méwe gue ci-dessus.
Ensemencer la surface d'un milieuw de Mueller Hinton coul& en
boite carréde de 120 mn de coté (technique de 1'antiblogram—
me), de fagon & obtenir des coloniea juste confluentes.
Sécher 20 minutes.
Déposer au maximum 16 disques de papier stérile pour antibio-
gramme ; faire des dép&ts de 5 ul,
Lalsser diffuser 30 minutes A température ambiante, puis
incuber 18 h & 37°C, bolite retournée.

identification d'un contaminant 0 a2}

Au cours d'une culture préo&dente, on a isolé un contaminant.
Ce dernier est présanté aur gélose trypticase soja inclinde.

Effectuer les tests nécessaires A l'orientation, puis ensemencer
la galerie adéquate & 1'identiflcatlon.

Résultats - Compte rendu.

2,3.1, Réalisation de la gamme &Stalon de pénicilline.

Indigquer comment eont réalis&es les dilutiona aen juatifiant
lem calculs.

2.3.2. Dopages.

Bonner le disgramme de répartition dee dépbta.

2.3.3. Identiflcation d'un contaminant.

ponner les résultats de l'orientation.
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MICROBIOLOGIE - BIOLOGIE CELLULAIRE (80 points),

L'ordre de déroulement des manipulations sera indiqué aux candidats en dsbut
d*'épreuve.

JEME JOUR DUREE : 2 1
= BIOLOGIE CELL! IRE ] 1, .

Obgervation de la oculture.

Sortir le flacon de culture de 1'incubatsur.
Observer au microscope inversé et conclure,
Laisser le flacon pur la paillasee, 2 disposition des examinateurs.

2 - MICROBIOLOGIE (5% points),

2.1, Dosages microbiologiques d'un_antibiotique ; la péniciliine (35 poiptsl,

Regrouper 1'ensemble des résultats expérimentaux dans un tableau
récapltulatif.
Tracer, pour chagque méthode, la droite d*étalonnage : diamdtresn
d'inhibition en fonction du logarithme décimal des conoentrations de
pénicilline,

| En dédulre la concentration de la polutlion de pénicilline employSe et
discuter les résultats obtenus par chagque méthoda.

Remarques : les diamétres d'inhibition pris en compte seront la moyenne
des résultats de chague point de la gamme et de l'&chantil-
© len.

2.2, Identif tio ‘u ntaj ant (20 points).

Procéder A l‘'identification du contaminant.
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Annales du BTS Biotechnologie

Définition de la nature des épreuves

1. Eprouva da frangais
Modalités de I'Spreuve :

— Eprauve écrita
- Durde : 3 heures
- Gosfflélent : 2

Ohjet et contenu da Péprouve

L"gpreuve a pour bul da vérlfier i'aptitude du candidat,
d'une part & salslr dans un fexte les Iddes essentislies
ot leur organisation logique, d'aulre part & s"exgrimer
corraciemant et avec smplicltd,

On proposera un texte de cinguants  cent lignes dacty-
lographlées qul offra par {ul-méme Un Sens assez com-
plet, qui solt clalr el blen composé et qul se préte & una
analysa d*iddes.

Le oxte proposé portera sur les problemes de la vie
modedne, problémes de cullure persontells et de rola-
ltons sociales qui petvent InWressar un futur tachnl-
cian. On tiendra comple dans le cholx du texie des carac-
Iéristiques particulldres du domalng prolgsslonnel augquel
ta candidal se destina.

Le candldat devra :
) résumor le texta en wn nombre Nmité de mots ;

b) répondre & quelques questions destinéss & |ul faire
préciser at expliques Ja sens de notions et de mols lpoe-
fants du texte en timolgnant de la culiure générate qu'll
a regue ;

c) exprimer dans un commantalre succinct &L compose
363 vues persoanelles sur |'ensemble ou sur ui aspect
particulier du texte.

2. Epreuve &'anglals

— Ecrit : durde = 2 heures

— Oral : durde maximafe = 30 min
— Cosfflclent 2 2.

L'éprauva dcrile antrera pour daux tiers st I'dpreuve orale
pour un tlers.

Partia dorite
Ial‘gplre:ve {loit permsfive da vérilier les capacités du can-
al & !

— lire une [stire & caractire technique &1 en rendre
campte ;

— comprondra des articles de revues spéciallsées ;

— iutiliser des notices, modes d'smplol, diagrammes
et schémas en anglais concarnant des matériels dtran-
gars.

Catte épreuve comprendra d'abord fa traduction ou le
compte rendu d'um texte extrait d'wn document tecinl-
que ; lui fera suite Ya rddaction d'un texte se rapportant
all sujet &tudid précédemment.

Partip oralp
L'épreuve conslstera en un entretien avee le ury, des-

liné & vérifier la maitrlse des struciures essentlalles de
la langue.

Eprauve fzculiative
Langue vivamte I

Eprauve orate : durée maximale : 30 min
Coeffictent : 1

Seuls tas polnts au-dossus de 10 seront pris en compts
pour le total obtenu par le candidal,

L'épreuve doit permettre d'apprécier los capacilds du
candidat :

-~ A lire, analyser el commenter succinclement un docu-
ment s rapportant au domalne profasslonnel et dcrit
dans la langue choisle ;

~— & s'exptimer convenablemen? dans les domaines de
sas fulures activitds, dans cetts langue.

Gefle éprauve, qui pousra btre pricédée par une prépa-
rallon d& 30 minutes au maximum, conslstera en un-
entretien avac la jury et peurra comporter fa lecture et
| résums-du texte par le candidat et una conversation
Sur g texte.

3. Eprowve do malhdmatiques. - Sclences physigites

— Epreuve écrite
— Durfia = 4 heures
— Coefflcient = 4

L'épreuve comparte deux partles ebligatolres, organi-
sfes en conlinuifé.

Pramibre partfs : Maihémaiiques (cosfficlent = 1,5)
Objectlts :

L'enselgnement des mathématiques a pour tripls objactif
de fournlr un oulil efficacs pour les selences physiques
ot biologiques 4t la de développer Ia for-
mallen selentifique 61 de contribuer 2 fa farmalon per-
sonnelle et relationnalle. Par sulte, celta premidre par-
fis d'épreuve doit permetire :

— ¢"apprecier la solidité des comnalssances des can
didi.'%ts 8t leur capacitd 4 log utlllser dans das siluations
varlfes ;

~ de vériller leur apfitude aw ralsonnement et leur capa-
clié & analyser correctement un probléme, & justifier les
résultats obtemus et & apprécler leur portée ;

-~ d'apprécier leurs qualités dans les domaines de
I'expresslon écrlte et da I'éxéoution solgnés de téches
divarses (tracés graphiquas, calculs 4 fa maim ou sur
maghine.

Nature de cefle parita d'dprauve

Cette parlle d"dpreuve écrlia s prévua pour une duvée
da deux heures.

Les sujts compérient deux exercices de mathémallques
fecouyrant une park rds large du programme. Les thé-
mes mathématiques qu'ils mettent en, cauvra pertent prin-
clpatement sur [es chaplires les pivs ufiles pour les sclen-
o5 at lechniques blologiques.

L'épreuve porte sur des applications directes des con-
nalssances. de cours.

Il convisat d*éviter oute difticailé théorique et toute tech-
nleité mathématique excossive.

La longusur et I'amplour du sujet doivend permetire 3
un candidat mayen da traer le sujet et de ls rédiger
posément dams e femps Tmparll,



Les deu pelnts svivants doivent Slre rappalds an 1te
s sujels

— La clarté des raisonnemants el la quatité da la rédac-
Ton Interviendront pour una part imgortante de I'apprd-
ciatlon des coples, N

- l.'uéage dos Instruments da caleul 8l du lormulaive
officiel de. mathématlquas est autorlsd.

Nouxidme partia-: Sninnnes physiques (physique el/ou
chimle -~ cosfiicient ¢ 2,5)

Caite seconda partie de |"épretve doil permettrs d'appré-
<lor le niveau des connalssances en sclences physlques
tu candidat ot son aptiludeA ies utiliser cans des silua-
tions concrétes praches du domaine tachniglLo od 1 gst
appelé A intervenir.

Elle comporte plusieurs questioas indépendantes ou exer-
cices Indépendants.

L3 questlons posées se rapporient-d des anpllcalians
concrétes dont la compréhenslon ne doit taire 2ppal qu'a
des nollons fondamentales du programme,

ggtts dpreuve dolt parmetive de vérifier qua le candi-
11

~— analyss convanzblement un protiéme posé en ullll-
sanl judiclousement ses connafssances seleatiflquys ;

- prend en compte I'engemble des donnéss el das
hypothéses ;

-~ proposa una selution juslifide Far un ralsonnement
leplque, 4latiorde en falsant appel au contanu du pro-
gramme,

4. Egrauve da scincas Iologlgues fondameniale of gnis
bivlogiqus ) o

— Epreuva fcrlta

== Durde : 4 haures

— Coefficient : 6 . X

Celle dpratve dolt pormettre d'apprécier: Ie niveay des
connzissancos du candldat dans las domaines da Iz big-
chimia, da la blologle cellulalre el moléculaire, do fa

microbiologie et dy génle blolegiqua. Elle doit avelr un
caraciéra pluridisciplinglre.

Elfe comparte plusleurs questions indépentantes.

5. Egrative professianvels do syatése : dtuda de
Rt ok ekt et dropfos do o0t v

— Epreuve derite el prafigue
-~ Durfie maximale ; 12 heurss
~— Goalliclent © 12 -

Calle éprauve comporte deus partles obligatalres.

-Premidre partio : Etude d projet

-~ Parile derile

~ Duréa : 4 heurss

— Cosfficlent ; 4-

Ceite partle a polr but de vérifier les capaciés de
réflexion en vus de la sésolution d'un probléme bictach-
nologlgua simrafs pouvant selever des domalnes de fa

blochlmle, de Ja blologle cellulalre el moldculaire, de la
microblologle at du génie blologiqua.

Elle doit pormettre d'apprécier :

~ les capacitds ;
» d'analyse cu probléme ;

+ de conception d’un simple projet &l ds définlilon d'une
stratéglo expérimentale ; :

+ g'ulllsationi da documents, dventuellzment, .de Jan-
gue anglalse ;

+ da prise &n compts des aspects concernant [a sécu-
ritd, la législation et |a gestion ;

» d'ulifisation des lechnlques ot du matérial, notamment
Informatlque ;

— i'ssprit d'inltiative,

Deuxiéma partie : Réalisallon pratiqus 'cpérations de
pénle blologlque )

- Parlle pratique

— Durés maximale : 8 heures

— Coefficient : 8

Cetie partie a pour hut de véritiar les savolr-faire en blo-
fechnotogie, notamment dans les domalnes de la hio-

chimle, de la biologis cellulairs et moléculaire, de la
microblelogle et du génle blologique.

Ella ast pluridisciplinatre.  »

Ella doll permettre de vériller les capachds ;

— damisa an cawvre d'un protocols opdratolre dans des
cnhdillans satisfalsantes de sécurlé et ¢*etflcacid ;

~ d'organisation :

~ da rigusar el ds préplsion dans I'exdeution ;
— d'sxplollation des résuliats.

Elle psut.se déroular en plusleurs parilas,

Elle comporte plusleurs questions liéas ou Indépandad-
3,

Efle @ un caracle;e sssantiellament pralique.

Eila donne lieu & un comple rendu 6t patt, dventuelle-
menl, faire appal aux techniques ds Pinformatique.



6. Epreuve do soulananca du rapport e lge ou 'sctl-

vild professivansiia . i

— Eprauve orale ’

—~ Durde maximale = 1 heura

— Coafficlent = 4 (2 pour les compétences scientifl
ques, technoisgiques of prafas-

siomalles,
1 pour les compétences on fran-

gais
1 pour les compétences en éco-
nomis et gestion).

L*épreuve a pour but da vérifier :

1. an €a qul concerne la cornalssamce profassiohinella
et humalne de Fanineprise, sl le candidat est capabie do ;

— saisir as donndes constifutives d'une entraprise ou
d'un laboratolre ; :

— ' conrprendra fa fonctionnenent d'une entraprise ou
,dl'un iI’:':lmmluim sur les plans ¢2 la technique et da Porga-
nigation ; :

— présenter les activiids d'un staga en analysant les”

%mhleums techniques rencontrés st les démarches adap-
1dos, .

2. o ca quf concerne [a commiuntcation et I'exprasslon,
sl ls candidat esi capalile de :

— dégager, urdonner et mettra en valeur les polnts
essontlgls d'un document & caractdre technique ;”

— maltriser les techniquas 4o la communication orale
devant un auditoire nen famlias ;

— utlllser la langue frangalse correctement ot avec
clarté,

Le candtdal prasentera at soutiendra oralement I rap-
por qu'll aura établi 4 I'lssua de soa slaga de dewxlime
annéa en entreprise, sl s"aglt d'un candidat scotarisé
ou Lin rapport sur son activied professiennelie 5'll ¢"agit
d'::glgan Idal dispensd de stage qn raison dun emplod
salarld,

W devra notammiant falre apparafira fe caractére spéctii-
que da 'entraprise o0 d aura pifsciud son.stage ou exerch
son aclivitd professionnelle, Teidre compte de la visée,
du déroularnent et de I'aboutlssement du staga lul-mbme
ou da ['activilé professlonnelta, exposer tes réllexions
en particwiler d'ordre technique que fa stage ou 1'anii-
vité. profgssionnells jul _aura-lns;ﬁréas.

La présentallon n'excédera pas 20 minutes.

La secande partle de |'4preuve pourra tre consacrde
A un diakogue entra le |ury et la candidat,

Le vappen Oe Staga ou d'acivitd professionnatie de’ dix
Avingt pages dactylographldés (ou quinzb & frante pages
manus<rites}, sans compter [es documents techniques,
camprendra * .

~=. ung prdsentallon schdmatiqua de 'établissement de
stage et du déroulement du stage da dewdime aanée

ou de 1'activité professtonnelle exercde daws ls domalne- .

de Ja blotechnelogle ;

— le comple rendu d'un travall personnal ;

- una réflexlon personealle concernant Iactivits pro-
fesstonnelle et un bilan sur ce stage ou sur cotta act
vitd profassionnells. .

Ce lravall davia prendra on compe los problémes de
séguritd et de léglstatlon.

Les decuments Indispansabiles & la compréhension da
co. rapport pourront, figurer an annexe. )
Folw les candidals seolarisds, la Nehe de stage sera
Jointe.

1.'"évaluatlon des aspects scienilfiquas, technlques ot pro-
tesslonmels se fera sol_on la répartition sulvanle :

— dossler éorit : coetliclent T ;

" — présentation oral ot entretion : cosfficient 1.

La Mlsslun de Jury pour catta dpreuve doll compran-
dre !

—-un prolassaur de frangals ;

~= N professeur. d’écenonle et gestion ou de sclen-
o3 et techniques économiques ;

— un prolessaur chargd d'enselgnemant technologlque,

Les candidats awtorlsés ayant écheud A-1'examen peu-
voel :

~ Soit. présenter de nouveau le rapport soutenu kors
‘de la session & laguelle’ il ont dchoud ;

— soll, s'ils & jugent nécessalra, medifler colul-¢l dans
le sans qu'its estiment opportun ou refalre un nouveau
slage et rédiger un nouveau rappaort qul tlent compte
des situations rencontrées au cours de ce second stage
ol qul peut roprendre das ebsarvations rassembises au
cours du premier stage.



Epreuve de Frangais : synthese de documents
Durée 4 heures  Coefficient 2

Dans une synthése concise et organisée, vous rendrez compte des cing documents
suivants qul posent le probléme du bizutage, puls vous exprimerez en conclusion un
avls personnsl.

ts Jolnts : ,
1. "Rites deo passage en Afriqua.” Plerre Héraux dans - Histolre des Moaurs tome |l page 351 - Encyclopédie
de la Pléiade 1991 :

2. "Un rite d'inillation humillant et pervers ? " Anne Fohr Le Nouvel Observateur - 10/16 octobre 1991
3, "Les excés du bizutage." Courrier des Iacteurs_ du.Monde Novembre 1989

4..Absurde bizutage" - Frangois Fricker - Le Monde i990

5. "Archalque ?Non, Postmoderna ! Michel Maffesoll Le Nouvel Observateur - 10116 octobre 1961

DOCUMENT 1

Rites de passage en Afrique

(Dans 1'extrait suivant de 1'Histolre des Moeurs, 1’auteur évoque

les modes de socialisation et d'éducation des enfants africains)

A douze ans, +1s sont au fait de la vie sous tous ses
aspects, rien n'ayant été caché. Mais i1s ne sont pas
encore capables d’accéder & la cendition humaine dans
toute sa plénitude, Cette possibilité arrive avec ia
puberté. Avec la maturité sexuelle et la capacitéd de
procréer, 1l1s pourront assurer la pérennité du groupe,
renforcer les alliances familiales par la mariage, créer
cette richesse assentielie dqua constituent les enfants
ot donc prolonger et accroitre le lignage.

Le camp d’initiaticn, sorte de stage intensif pour la
classe d'4ge de méme sexe, est Ta seule institution édu-
cative reconnue comme telle, L7initiation courcnne la
formation et introduit au nouveau statut et aux nouvel-
les fonctions sociales. A tous les points de vue, elle
marque une nouvellse rupture : i1 faut mourir & 1'enfance
et se métamorphoser pour renaftre pleinement a la col-
lectivité et y adhérer de maniére irréversible et indis-
soluble. Les moyens employés eux-mémes rompent avec les
habitudes .. & 1'atmosphéare bienveillante et 4 1’organi-
sation informelle dans laguelle baigne d'ordinaire 1la
formation se substitue una période faite d’épreuves
épuisantes, de veilles, de privations, de souffrances,
que les jeunes appréhendent et vivent dans 1’angoisse
sinon la terreur, le mystére et 1la suraxcitation. A un
apprentissage an rapport &troit avec la vie succéde un
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temps de réclusion, a 1'écart, dirigé par des inconnus
qui remplacent ‘tes familiers. Méme s1 des savoirs et des
secrets sont transmis A cette occasion, la fonction est
nlus de synthétiser les acquis antérieurs, de rendre
officiellement 1égitime leur possession et leur usage et
d’en faire apercevoir les dimensions mythiques et reli-
gieuses. Mais surtout, 11 s'agit d’amener & une expé-
rience spirituelle gqui fagonne profondément la sehsibi-
1ité, qui dépouille la personnalité individuelile pour la
fondre dans la communauté.

Pierre Héraux

dans Histoire des Moeurs
Tome II - p. 351
La PléTade 1981

DOCUMENT 2 UN RITE D'INITIATION HUMILIANT ET PERVERS ?

[Le bizutage serait-il...}

... un exorcisme collactif ? 0On comprend gue les carabins, soldats, gens des Beaux-—
Arts puissent devenir bouffons au moment d'entrer dans un monde d'émotions fortes
Mais les futurs spécialistes de thermodynamique ou de gestion financiére ?

Plus sérieusement, le bizutage, ce serait d'abord une féte chic ! “C'est une
stratdgia dea distinction d'une élite, dit Olivier Galland, sociologue, spacialiste de
1'adolescence au CNRS, I1 eost logique qu'elle se répande A une d&poque de

massification scolaire. 11 faut, plus que jemais, se démarguer du commun des
morteis. Voyez toutes ces petites et fausses grandes &écoles qui se dépéchent
d’instaurer cette pratique.” Sans compter 1'Université qui se laisse gagner, elle
aussi, par ce soucl de distinction : Paris IX-Dauphine, des filiéres
professionnalisées haut de gamme ot méme gquelques IUT ont désormais leurs bizuts | A
croire que le label de gualité d’une école se mesure désormais & la dureté de son
bicutage. Les ingénieurs des Arts et Métiers, par exemple, revendiguent haut et fort
teurs usinages” - appellation maison du bizutage -, réputés pour  é&tre
particulidrement 7longs, bétes et méchants : ils forment, selon eux, des “honnétes
hommes”, fraternels et solidaires. (...)

Ce mois-¢i, des professeurs de terminale du lycée privé [X...] ont sommé les auto-
rités des facultés catholiques de Lille de mettre fin aux “tracasseries”, “brimades”,
“attitudes sadiques” dont auraient été victimes certains de leurs anciens éléves a
1’&cole d'ingénieurs et A la fac de médecine. L'un d’eux aurait eu des troubles rénaux
graves apras avoir avalé des déjections canines.

Le bizutage n'est pourtant pas toujours une farce fundbre. Nous n’en sommes pas, tant
s'en faut, aux "28 morts dans les universités américaines” qu’aime & citer, en guise
de cri d'alarme, Jean-Claude Delarue, le bouillant président de 1'Association pour
1a D&fense des Usagers de 1'Administration (ADUA), qui a su le mérite d’attaguer un
tabou en faisant du bizutage son dernier cheval de bataille : "On laisse le champ
libre a de petits groupes de "bébés tortionnaires™ qui agissent suivant leurs instincts
suivant leurs instincts les plus pervers et bafouent impunément la dignité humaine.” Du
calme ! 8'i1.s'agissait, tout simplement, de gargons et de filles ordinaires, dont
quelques-uns parfois, dans 1e feu de 1’action, dérapent. Est-i1 vrai qu’un jeune homme
ast mort un jour, ficelé entre deux watelas et jeté par une fendtre ? En tout cas pas
dans tous les lycées et écoles que la rumeur cite avec certitude comme étant le lieu de
1’accident. I1 n'en reste pas moins que ce chahut-bahut étudiant a ses bavures et ses
zones d’ombre.
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Faut-i1 1'interdire purement at simplement, coamme le demande 1'ADUA, &au nom d’une
lot de 1928 7 Des écoles s’y essalent en pure perte. Le prendre en main ? Madame le
doyen d’une fac de médecine lyonnaise, d'autorité, 17a remplacé par "un baptéme de
promotion” bafgnant dans “un pau de décorum et une ambiance familiale". Mais i1 n’est
pas sQr que les potaches aieni toujours le bon golit, comme tes Lyonnais, d’apprécier le
spactacie de teurs professeurs en robe,..

Méme Jes spécialistes de 1'adolescence ne sont pas d’accord sur la maniére
d'intervenir. "Cela ne regarde pas les adultes, dit le psychanalyste Alain Braconnier.
Ce passage de 1'enfance au monde adulte est un rite d’initiation, avec des cérémonies,
des souffrances, toujours un peu humiliantes et perverses, préfigurant les épreuves &
venir,” '

"Blen s0r, 1les adolescenis ont besoin de rites d’initiation & la vie, avec des
dpreuves au cours desquetles i1s veulent retrouver les angoisses humaines, s’ insurge
Tony Anatrella, ethnopsychanalyste., Mais la bizutage est un faux rite, vide de sens,
purement narcissique, ne s'inscrivant dans aucune dimension philosophique ou mystique.
I1 met aussi en ceuvre une sexualité primitive, qui masqua un non-dit, 1a volontd de
piissance des ainés sur les plus jeunes, & un moment ol caux-ci redoutent ds ne pas
itre dignes de 1a caste oll i1s entrent. C’est de 1'ordre du sacrifice humain.* -

La solution ne viendra pas sans doute que des intéressés eux-mémes. Chez eux, les
nodes chassent vite les traditions ! De grands fiefs, écoles de commerce an téte,
commencent & s’affranchir et & se démarquer. Sans doute par stratégie de distinction.
shez elles, on a lalssé tomber depuis deux ou trois ans le bizutage hard pour une
version soft, sobrement baptisé "séminaire d’intégration” : 350 petits ESSEC sont
partis cette semaine dans un train-discothéque pour des bungalows dans les dunes de
sapbreten. Concours de lambada, raft, VITT et pétancue. Quand 11s jouent 2 un jeu de
stratégie, Tle skirmich, 113 enfilent une tenus de camcuflage et jes balles de leur
fusil & pompe sont des beules de peinture biodégradables ! En bons G.0Q. (1), las ainés
qui  dirigent les opérations depuis un an n’ont méme pas oubl1é de lister cing veinards
dont 1’anniversaire est tombé un de ces jours-13. Au poil, le houveau bizutage.

(1) G.0. : "gentils organisateurs" : ~ Anhe FOHR
appaliation utilisée pour désigner
les animateurs de certains c¢lubs de L.e Nouvel Dbservateur
vacances. 10-16 octebre 1991
DOCUMENT 3 COURRIER Le Monde

. Novembre 1989
LES EXCES DU BIZUTAGE.

pour assurer Tla formation humaine d’un
ingénieur Aris et métiers. Un enseignant
& T'ENSAM peut concevoir que Tles &ldves
de deuxidme année ou que 1as membres de
1'assoclation des anciens de 174cole ne
soient pas de cet avis, mais 11 n’admet
pas de recevoir des directives venant
d’un autre lieu gque 1o ministére de
1’éducation nationale. Lorsque je parti-
cipe ala remise de son diplfme & un
éidve, Je ne sais pas et n’at pas A
savoir s’i1 a été ou non “"usiné”.

I1 est donc faux de prétendre que les
bizutages font pratiquement partie des
enseignements, mais 11 est wvrai que les
ehseignants se trouvent totalement-isolés
face & ces pratiques qui empoisonnent e

L’articte intituld "L humour douteux”
du bizutage" pary dans Le Meonde du
9 novembre a suscité de nombreuses let-
tres de Tecteurs. En voici des extraits.

Des pratiques déplorables

IT ne saurait étre guestion qu’en-
seignhant & 1°Ecole nationale supérieure
d'arts et métiers (ENSAM) depuis quinze
ans je cautionne cette opinion gui veut
faire des bizutages déguisés en “usi-
nages" une partie intégrante de 1la for-
mation d’un ingénieur Arts et métiers.
Les programmes définis par les autorités
administratives de 1'école ont fixé un
nombre d*heures considéré comme suffisant
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déroulement des cours pendant plus de six
semaines et donnent une image déplorable
des éldves de 1'écols & 1’occasion de
pratiques quotidiennes qui n'ont rien &
voir avec un quelcongque chahut et que
seuls les initiés peuvent apprécier a
leur juste wvalsur. Aucun ministre de

1'éducation nationale n'a eu jusqu’a pré-
sent 1’envie ou le courage de se préoccu-
per publigquement de ce probléme : les en-
seignants en -sont réduits & n'étre que
das spectateurs désabusés ou exaspérés.
La formation des 1ingénieurs frangais n’a
rien & attendre de ces pratigues qui ont
pour seule conséguence de retarder 1le
début des cours efficaces.

René DE V0S
Professeur de sciences économigues at
humaines au centre ENSAM de Cluny.

Una expérience
formatrice

Quel est, bridvement 1’esprit qui' anime
ces "usinages” ? I1 consiste & faire vivre
4 des jeunes gens, avant gu’ils n'entrent
dans la vie dite active, une expérience
particulidre de vie en communauté ol ils
expérimentent en vraie grandeur les lois
de l1a dynémique des groupes, ce qui les
conduit 2 une connaissance d'eux-mémes et
des autres. Cette expériance humaine est
spécialement formatrice pour des &tudiants
sartant des c¢lasses praéparatoires, encore
étourdis par le gavage théorigue subi, et
constitue une composante essentielle et
recohnua de la formation Arts et métiers.
Eric LE ROUX
Ingénieur ENSAM (Courbevoie)

Autour d’une t*ble

Je propose donc que les ainés ne bizu-
tent plus leurs nouveaux camarades, mais
les accueillent fraternellement autour
d’une ' table bhien garnie. N’est—ce pas
plus aimable at plus digne. de la part de
T1a future élite de la France ?

M. HATHUAN
(Strasbourg).

Un tras bon
souventir

J'al eu trois fils (Véto, médecine et
école de commerce) qui ont &té bizutés
trés gentiment et qui en gardent un trés
bon souvenir : j'avais pris soin de pré-
venir foute personne responsable, et de
le faire savoir, que je porterais 1mmeé-—
diatement plainte devant toute exagé-

ration. Et, comme par hasard, cetle
année-1a, les bizutages ont été gen-
tils !

Dr P. HERBERT
(Paris).
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Sadisme

collectif
81 1on veut appeler les choses pa
leur nom, i1 faut dire que Te bizutag

ast, trop souvent, wune manifestation d

sadisme collectif qui mériterait d’étr

étudiée de prés par des spécialistes e

sociologie st en psychopathologie. (...

La lacheté accompagne le sadisme, car le

bizutés les plus visds sont toujours le
plus faibles physiguement,

R. ANTOIN:

Censeur honorain

(H&ricy-sur-Seine)

Une vie
insupportable

En fait, le bizutage & 1ieu dans plu-
sieurs universités .trois ou quatre fois
par an, c¢e qul rend souvent la vie des
étudiants de .premiare annde quasi insup-
portable. De plus, et bien que la premiére
année soit réputée difficile, les étu-
diants prévenus A 1’avance des jours de
bizutage n’hésiternt pas & sécher les
cours, quitte & devoir les rattraper ulté-
rieurement.

Boris RENAUDIN
Etudiant (Troves).

Des actions
Judiciaires .

i1 est légitime que les étudiants mena-
cés par les bizuteurs utilisent Tles
actions judiciaires civiles et pénales que
las lois mettent & leur disposition, dans
le cadre du droit commun. I1 leur suffi-
rait de former un groupe pour limiter 1la
participation aux frais et de consuiter un
conseil Jjuridique.
Jaseph CRISAFULLI
‘(Paris)



Imbéciles
. ot dégradants (%)

presgue toujours dégradants lorsqu’ils se
donnent en spectacle dans 1a rue (...).
D’ol vient que nous nous accomodions de

Juand on badigeonne d'é&ther les parties 1'ingoutenable ? (...) On ne voit gudre

1itales, quand on introduit dans 1a d’espoir que dans la prévention : parents
rge une cuillerde de sel en empéchant et ansaignants.seuis ont le pouveir de
boire, cela porte-~t-i1 un autre nom convaincre leurs enfants, leurs éléves,

qu’on ne grandit pas d'accepter d’étre
aviti pour rien.

» tarture ? (...) Sans doute tous les
rutages n'attelgnent-iis pas les som-
ts da 1’horrible (...). Mais les trai-
nents infligés sont toujours imbéciles,

Jean-Louls LAURENT
Enseignant, Ethe (Belgique).

ien

narcissisme, il
nous donne
telle opinion.
"tribalisme postmoderne”,
individus et entre
de former
la conviction

* NB

DOCUME

E bizutage, pratiqud au mois
L de septembre lors de . ls
rentrée des classes prépe-
ratoires ot dos grandes dcoles, est
choquant at rdvélateur &'uns cer-
1aine violence sociale st d'un
mode de fonctionnement hidrecchl
que Inadmiysibles dans une
sociétd qui ae veut cuverts st
démocratiqus. C'ast une humdle-
vion collactive Inflligée par une par-
tia d'une communauté scolaire sur
una autre partie b la seuls ralson
de F'ancierineld de fa pramibre
rapport & la saconda.. .

Lo bizutsge est scuvent pré-
santé commae un moysn d'imdgrar
lag plus jeunes su corps des
afgions ot d'dslurer la cohdslon
de 'écola, Cale sppalte une triple
remarqus,

D'abord, dans le bizutage, Ia
communauts acolzirs en question

i Absu

Enseignement

par Francois Fricker

24 considbre comme uns caste,
¢'sat-2-dirs comma clagss farmée
syant |'initiative de linchusion et de
Yuniformisation das comporte-
ments, N est donc postulé que fe
groupe doeming et contréle les par-
accnes qui 5y agrbgent, Cala eat
d'sutant plus inquistant qu'il 8'splt,
‘dana 1a plupart des cas, d'dcoles
chargies de former las cacras de
1a aocidtd, Commant se conaidéra-
ronts alors 7 Ensulte, las humiia-
tions infigées sont suss! absurdes
qu'impératives.

La volonté des soumis est
romise toit sntidee sy capnce des
anciens. L'sutonomie de la per-
sonpaeat abelis, slle dait plier
sana que les ardres aient, bien sdr,
}a moindra spparenca de justifics-
tion. Le pouvoir 3'sifirme 18 pour
lui-méme, dans sa joulsaance cynk
que. L'arbitraire n'est paa autre

rde bizutage

les coupures sont celles du journal

Le Monde
1990

chose. ich sncore est-ce Ia meil-
leura préparation & Vexercics de
'autonité dans las entraprises o1
lss orgaries de 'Eiat ¥

Enfin; le blzutaga se parpétua
d'annda sn snnds, les nouveaux
Haves devienrent des anciens ool
b laur tour, infligent ce qu'lls ont
subl. La chalne s& maintient

3l les pratiq 1l

qui |a sous-tendent demaurajant
dgalement. Le rite conservé ss1 -
congervatowr, Los dlbvas ont iné-
gré les normes et los obisctifs de
1 30416t tale Gu'ané eht."lln an
peront, pou basucoup, las fiddles
sndeutants, .
mLe birytage est ts dur mirolr de
notre soglété, Faut-il se contsnter
de le regerder 7.
# Frangols Fricker ast profes-
wsur da philosophie & Paria.

ARCHAIQUE 7 NON, POSYMODERNE !

Une manifestation du retour au

Alers qu’il est de bon ton de proclamer le retour de
est frappani d’observer que la réalité,
des exemples qui
Le bizutage est du

quotidiennement
ol

ces

les groupes,

PAR MICHEL MAFFESOLI*

nombre,  qui

i1 'est moins gquastion
que de fusion, de perte de soi

petits carps sociaux ol prévalent le "sentiment d’appartenance”
d'une destinés commune.
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contredisent odu

tribal qui s’esaquisse sous Nos yeux

1"4individualisme ou autre forme
d'une maniére tétue,
ay tout uhe
traduit ce que ‘j'ai

tout

de distinction,

dans 1'autre, et ce



{*) Professeur & la Sorbonne,

Ainsi le grand retour
solidarité communautaire, Paradoxe ?
1a douleur que se fagonnent Tes
Vusure du temps, et gui font qu’un
métaphore mais bien une
en une organicité des plus solides.
homéopathigque d’affronter
qui permet de renaitre dans le collectif.
jouer, de le théatraliser ou méme de le
gu’avant d’8tre quelgue chose de privé
la communauté. Mimer la

Pas

La

manidre de faire corps, de dire symboliguement la socialisation qui

vie universitaire. Dans tous les cas,

qui, &4 1'image des bacchanales#* d’antique mémoire,

en quelque sorte, "faire corps”
ordre, 11
Bataille), ta part
inutile qu'elle

devenir perverse, donc immaitrisable.

que pour

Il
naissance, il

n'est donc pas étonhnant que e bizutage
introduit & une nouvelle

du bizutage peut &tre considéré comme un apprentissage da

Tiens de

la wort. Je veux dire ici

copulation, pratigue 1a plus répandue du bizutage,

est nécessaire d'intégrer du désordre.
d’ombre qui est présente dans toute société,
trouve une expression rituelle,

1a
forcément, car c¢’est toujours dans et par
divars ordres qui résistent &

“corps” est autre chose qu'une simple

interrelation forte o 1'ordre et le désordre se. conjuguent

c’est une maniére
la mort & sof,

souffrance en effet,
1a mort de soi,
I1 eh est de méme du sexe : le fait de le
tourher en dérision, tout cela rappelle
Je saxe doit "circuler” afin de conforter
est bien une
commence avec la
s'agit bien d'un rite de passage
“sait" bien, d’un savoir incorporé
pour aboutir a un
{Gearges
n*est pas
que de

il

pour faire du social,
C’est la "part maudite"
et 11

donc canalisée, plutdt

fasse mal,
vie

4 1’image du traumatisme de la
: la vie de agroupe, qui est d’autant

plus forte qu'il aura su, ne fit-ce qu’un instant, canaliser 1’agressivité, 1a violence

dont tout un chacun est pétri,
1'&tre—ensembie gue vont é&tre ces anndes
conformisme, de la conformita,

at par 13 méme assurer une ossature des plus solides &

passéas an commun., #Pour cela 11 faut du

toutes choses qui s’atteignent en brisant la carapace

individuelle, en niant les particularités spécifiques.

Pour inverser 1’opinion  communs  sUr
multiplication de “narcissismes de groupe”,

nombril les uns des autres. Le bizutage
telle pratique. 11 dit, en majeur, ce qui
courante, En effet prendre un poste de

devenir membre d’un clan politique, d’une

tout cela nécessite une sortie de soi,
12 pour nous rappeler une telle nécessité.
caricaturer ces ‘“entrées” dans le corps
les jours.

Cela, on 1'avait oublié, et seule une
rapports sociaux avait prévalu durant toute
vement cyclique du monde cette chose
la pulsion d’&tre avec 1’autre, revient sur
bizutage est bien 1'une des manifestations
sous nos yeux, en cette postmodernité

directeur du
Centre ¢'Etudes sur 1’Actuel Quotidien
(Paris-V), auteur de "Au temps des tribus”
{Livre de Poche),

Le Nouvel Observateur 10-15 oct.1991
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1'époque, Je dirais que 1'on assiste & une
ol ensemble 1’on s’emploie A se regarder le
serait ainsi la forme .exacerbée d'une
se vit sans y préter attention dans la vie
travail, 8tre admis dans un groupe d'amis,
coterie intellectuelle, d’un réseau sexuel,

stricto sensu une "extase”. Le bizutage est

11 ne fait, A un moment particulier, gque
collectif dont est ponctuée la vie de tous

conception rationnelle, contractuelle des
1a modernité. On peut dire que dans le mou-
archaigue qu'est le besoin de “reliance”,
le devant de la scéne. En ce sens, Jle
de l1a tribalisation du monde qui s'esquisse
naissante,

(¥} Fates que les Anclens célébraient
en 1'honneur de Bacchus avec
danses et jeux et initiatiques.



Epreuve d'Anglais
Durée 2 heures Coefficient 2
{C'usage de la calculatrice et du dictionnaire sont Interdits}

A Bumper Crop of Biotech

1- Imagine a cow that produces skim milk ¢r a naturally decaffeinated coffee bean, Such curios may
sound like science fiction, but they are real possibilities in the brave new world being created by the
marriage of biotechnelogy and agriculture. In scores of experiments, scientists are changing the genetic
ondowments* of plants and animals, and the result could spawn® a revolution in farm fields and dairy
barns.

&- So far this year, the U.S. Department of Agriculture has approved nearly 100 test plantings of
crops that have been genetically altered to give them traits such ns pest resistance and tolerance to
weed killers. More ambitious projeets are envisioned, among them adding protein to staples* like corn
and changing the type of oil produced by soybeans. Pigs that grow faster and leaner and cows that
manufacture medicine in their milk are other goais. [...]

It was only in 1983 that scientists inserted the first foreign genes into tobacco and petunias, the

10- "white mice” of the plant world, In the years since, similar work has been done on sbout 50 species of
fruits, vegetables and grains. [...]

In the past, desirable properties were introduced into plants and animals through simple
crasshreeding, but for the most part scientisis merely reshuffled* genes within a particular species.
Corn could not be crossed with soybeans, nor cows with pigs. Now plants as diverse as tomatoes and
eotton have been equipped with gones that scientists have borrowed from bacteria. [...] Eventually,
erops and farm animals may be raised to produce not just food and clothing but also a wide array of

16-  chemical compounds and human proteins like ingulin. [...]

Industry enthusiasts say bioengineered animals and plants could become commercially
available within the next five years. First, however, they must pass muster* with federal regulators.
That may be tricky*, given the concerns raised by some environmenta! and animal -rights groups. [...]

Even bicengineered plants are not immune bto eriticlsm, particularly those that have been
designed to tolerate herbicides. [...}

20- Only the most naive booster* would argue that the bicengineering of farm animals and plants
poses no rigks, With plants, for instance, there is always the possibility that new traits could be
accidentally tranaferred to wild relatives of domestic species. Theoretically, experiments with genes
that confer resistance to disease or herbicides could create hardier* weeds. Food safety is mnother
legitimate cancern. Products from genetically altered crope and livestock will require rigorous testing
to ensure that they are harmless.

On balance®, however, bicengineering is likely to be more a bensfit than a bane*. [...] The

25-  discovery that plants can be "vaccinated" against digsease by equipping them with viral genes ought Lo
reduce reliance* on chemical insecticides. [...] Genetic engineering could also be used to give livestock
more resistance to bacteria, reducing the need to foed antibiotics to farm animals.

It is to the hungry Third World that biotechnology offers the greatest hape. ...} Before the middle
of the next century, experts warn, world population may reach 10 billion, and agriculture had betier

30-  keep up. By that time, the planet’s crop and livestock growers will probably have new environmental
challonges to meet, among them & changing climate and increasingly salty soils, Asserts Benchy :
"Some argue that it is irresponsible to vse biotechnology. Toe me it seems irresponsible not to use it."

Footnotes : Madeleine NASH . Time - October 1, 1990
* endowment : patrimoine .

* 1o spawn : engpend rer, susciter *a booster : un partisan, défenseur.

* astaple ;-produit de base * hardy : résistant, robuste.

* 1o reshuffle : redistribuer * on balance : tout compte falt.

* abane : fléau.

*{o pass muster : obtenir Fagrément de ,
to passruster : G 8 * refiance : dépendance

* tricky : délicat, épineux
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I. Traduction en Frangais (10 points)
Traduire de "Industry ent_huslasts" (ligne 16) jusqu'a "farm animals" {ligne 27)

1l._Rédaction en Anglals (10 points)

"Some argue that is irresponsible to use biotechnology. To me it seems Irresponsible not
to use jt* says Beachy.

Find arguments to illustrate both points of view, then state and justify your own position.

Epreuve de Mathématiques et Sciences physiques
Durée 4 heures Coefficient 4

Rappel : La clarté des ralsonnements et la qualité de la rédaction interviendront pour une part importante
dans 'appréciation des coples.
L'usage des Instruments de calcul et du formulaire officie! de mathématiques est autorlsé,

1° partie : Mathématiques (durée 2 heures, cosfficient 1,5)
EXRERCICE 1 - (8 points)

Le but de cet exercice est 'étude du contrdle d'une fabrication de cemprimés dans l'industrie

pharmaceutigue.

Une société de produits pharmacculigues fabrique en trés grande guantité un type de comprimés.

On admet que la masse d'un comprimé (en grammes) est.une variable aléatoire qui suit une loi normale de

moyenne 1,26 et d'écart-type 0,02.

1. 1.1. Quelle est la probabilité pour que la masse d'un comprimé pris au hasard appartienne &

'intervalle{1,2;1,3}?

1.2. Trouver le nombre réel d tel que la proportion de comprimés ayant une masse comprise entre

1,26—d et 1,26 + dsoit 34 %.

2. Un comprimé est conforme si sa masse appartient & l'intervalle (1,2 ; 1,3]. La probabilité pour qu'un

comprimé soit conforme est 0,98,

On préléve au husard un échantillon de 10 comprimés, On désigne par ¥ le nombre de comprimés

conformes dans cet échantillon,
2.1, Montrer que X suit une loi bindmiale B (n,p).
Déterminer netp.

2.2, Caleuler p(X < 9).
3. Oncontréle tous les comprimés, mais le mécanisme de contrdle est aléatoire ;

- Uncomprimé conforme est accopté avec une probabililé de 0,98 ;
. Un comprimé qui n'est, pas conforme est refusé avec une probabilité de 0,89.
Onnate; A {"événement : "un comprimé est conforme”
B l'événement : "un comprimé est refusé”.

On a, comme & la seconde question : p (A) = 0,98,
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3.1. Déterminer p(B/A), puis p(BNA) et p(RNA).
3.2, Caleuler:
3.Za.  La probabilité qu'un comprimé soit refuse,
i2b. La probabilité qu'un comprimé sait conforme sachant qu'il est refusd,
EXERCICE 2 - (12 points) Le but de cet exerclce est V%tude du coefficient de iransfert de dioxygéne.
On étudie la capacilé d'oxygénation d'un miliey dans un fermenteur.
Soit C la concenlration de dioxygéne dans ee milieu & 'instant, .
Soit Cy laconcentration maximale en dioxygéne que I'on peut obtenir dans ce miliey,

C et Cy s'exprimenteng.l™1,

Partie I: Etude expérimentaie

c

Un appareil mesure, toutes les trente secondes, le rapportx = o pourcentape de saturation en dioxygéne,
[

Les résultais sent rassemblés dans le tahleau ci-dessous ;

temps {; (en secondes) 0 30 ] 90 120 160 180 210
¢

5= o 0,180 | 0,392 [ 0,660 | 0690 | 0784 | o838 | o87e | 0908
M

L1, Onpose y=¢tn(l-x).

11,1, Caleuler les valeur de y; arrondies au dixmiltidme le plus proche. Présenter ies résultats sous
forme de tableau.

L.1.2. Représenter le nuage de points de coordonndes (&, i) dons le plan rapporté A un repére
orthogonal, o0

1 cm en abseisse représente 10 secondes,
1 em en ordonnée représente 0,2 unités,
1.2, Déterminer par la méihode des moindres carrés, une équation de la droite d'ajustement linéaire

de y en ¢

L3,  Bxprimer x en lonction de ¢,

Partie I1: Etude théorique

On admet gue ta concentration C en dioxygéne vérifie:

dc ( C
—=KC, {1 -
dt # CM)

oit K, coefficient de transfert volumétrigue, dépend du milien (K est une constante qui s'exprime en §71),

Soit  z(f) = — 92-9



i1, Eerire 'squation différentielle (E) que vérifie la fonction x.

.2.  Donner la solution générale de celte équation différentislle (E) lorsque x (i} appartient i
l'intervalle [0 If et t =0.

IL.3. [.3.1, Déterminer, enfonctionde K, la golution vérifiant x(0} = 0,18.
11.3.2. Caleuler X sachant que x{120} = §,784.

[1.3.3. Exprimeralors x en fonction de &

Pariie 111 : Etude de la fonction x.

. -0 01t
Soit 1a fonction x définie pour ! € [0, + «[ par: x(i)=1-082 o

UL1. Caleuler lim (8 etinterpréter graphiquement le résultat.

[k

11,2, Etudier les variations de x.
IIL3. Le plan est rapports & un repere orthogonal avece les unités graphiques suivantes :

1 cm pour 10 secondes en abscisse,
10 ¢m pour unité en ardonnée.

Construire la représentation graphique de )a fonction x : préciser notamment son agymptlote, et sa
tangente au point d'abscisse zéro,

2° partie : Sciences physiques (durée 2,5 heures, coefficient 2,5)

LE T PORTE ESTIONS INDEPENDANTE

Rappel: La clarié des ruisonnements et la qualité de la rédaction interviendront pour une part
importante dans Mappréciation des copies.

Seul Iusage d'une caleulatrice électronique, auionome, non imprimante, & entrée unique
par clavier est autorisé pour cette épreuve.

1. CHIMIE ORGANIQUE (6 points)

1,1. En présence de chlorure d'aluminium anhydre le chlorure d'acétyle réagit sur ie benzéne,
Il se forme A.

1.1.1.  Ecrire le bilan de la réaction
1.1.2. Tonner lenomde A
1.1.3.  Quel est le mécanisme de la réaction 7

1.2. Le composé A subit une chloration en présence de FeCly . On obtient essentietlement un dérivé B
substitué en position 3 par rapport au premier substituant (méta),

1.2.1.  Ecrire lobilan de réaction
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1.2.2,  Quel est le méeanisme ?
Justifier I'orientation de cette réaction.

2. CINETIQUE (6 poinis)

Soit la réaction A -+ B — C dont on mesure la vitesse initiale & 26 °C pour différentes concentrations de A et
B dans le mélange de départ. Les résultats sont regroupés dane le tableau ci-dessous.

Expérience 1 2 ‘ 3 4 [+
[Algen mel L ™t 0,6. 0,6 0,6 0,4 0,2
Bigen mol.L " 0,2 | 0,4 0,6 0,6 6,6
Vo X 1048 en mel.L g~ 1,46 5,8 13 8,65 4,31

21 Déierminer l'ordre partiel p par rapport a A .

2.2.  Déterminer l'ordre partiel q par rapport & B

2.3. Déterminer la valeur de 1a conatante de vitesse 3 25°C

2.4, Lia réactien est-elle simple ? Justifier la réponse,

2.6.  Quel estl'ordre global de la réaction ?

3.- POLAROGRAPHIE : (8 points)
3.1.Principe
Un polarographe est constitué par une cellule d'¢lectrolyse dans laquelle se trouyvent

netamment une électrode de référence By et , une élactrode de travail Er. Cotte dernidre est
constituée par une goutle de mercure qui #'¢chappe d'un capillaire. Gréce & un dispositif
approprié, il est possikle de faire varier le potentiel de I'électrode de traveil par rapport &
I'électrode de référence et de mesurer Uintensité i du courant qui traverse la cellule. La contre-

électrode CE représentée dans le schéma ci-dessous n'intervient pas dans la compréhengion dy
phénoméne.

Les électrodes plongent dans une selution qui contient des ions Ph ** en présence d'un sel de fond
(K+ + Cl 7) dont la concentration est 50 & 100 fois supérieure 4 celle des ions Pb 2+ en vue de
limiter l'effet des phénoménes de migration.

Lorsgue I'on fait varier la tension de 'électrode de travail de 0 4 — 0,5 V (valeurs prises par
rapport & I'électrode normale & hydrogine), l'intensité i varie selon la courbe suivante,
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g sens de varintiondela tension E-

¢ eatb. —

1l est rappelé que par convention les couranls eathodigues sont complés comme positifs et que l'on
porte les potentiels croissant négativement vers la droite.

3.1.1 Quelle est la réaction qui se produit P'électrode de travail By lorsque le potentiel atteint By et

3.2,

des valeurs comprises entre Ej 2t -05 V. Ecrire 'équation correspondante.

3.1.2. Pour quelle raison utilige t-on comme électrade de travail une électrode & goutte de mercure
plutdt qu'une électrode fixe ot constante dans sa forme.

3.1.3. A quoi correspond lo potentiel E Jdansle cas étudiéici ? De quelle donnée relative & la solution
le courant de diffusicn limite id dépend-il ? Ecrire la relation générale montrant cette
dépendance. .

Dosage des jons sulfates d'une ean minérale

Bien qu'ils ne soient pas réductibles & I'électrode & gouite de mercure, les ions S04 % présents dans
une solution peuvent &ire dosés indirectement par pelarographie ein utilisant des ilons Pb 2+,
introduits sous la forme de nitrate de plomb.

On introduit dans la cellule du polaragraphe 50 ¢em3 d'sau minérale contenant des iong sulfate, 20 emd
d'éthanel pour diminuer la golubilité de PhSOy et on acidifie le milieu avec quelques goultes d'acide
tréa concentré afin d'éviter la précipitation des ions carbonates. On verse goutte i goutte 1a solution de
nitrate de plomb de concentration molgire ¢ = 0,1molL 1 et on suit les variations de i en fonetion du
volume v de nitrate de plomb versé, & potentiel constant.

8.2.1. Ecrire l'squation-hilan traduisant 1a réactien chimique entre les iong provenant de l'eau

minérale d'une part, et.de la solution de nitrate de plomb, d'autre part.

3.2.2. Expliquer le choix du potentiel constant appliqué & I'slectrode de mesure. Dans uel domaine
doit-il se sitver 7 Quelle.est alors la nature du courant d'électrolyse dont on mesuce Vintensité 7

3.2.3. Donner I'allure dela courbe représentant 'intensité mesurée i, en fonction de v.

3.2.4, Sur la courbe iy on cbserve une variation de pente lorsque T'on a ajouté un volume v = 5,47 emd
de la solution de nitrata de plemb. En déduire la leneur en ions sulfates de I'eau minérale.
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Epreuve de Sciences biologiqdes fondamentales et génie
biologique  Durée 4 heures Coefficient 6

Les membranes biologiques
Les membranes biologiques délimitent las cellulos ot les divisent en compartiments, Tout & la fois burriére et lisu

d'échanges, les membrunes mainliennent la composition intracetlulaive, participent & l'approvisionnement gn
énergie nécossaire & lu vie cellulnire, assurent las communicalions enbre cellules, .,

Ce sujel propose d'sludier quelques uspects dos membranes biologiques,
1- Btructure des membranes bio!oglquas (32 poinle)

Les membranes sont des édilices eomposites comprenant des lipides qui forment la structure de base el dos
protéines insérées dans les lipides,

L1 A proposdes lipides (7 poinis)
Chex les Bucuryotes les tipldus constilulily peavent dtre le eholosléral, los sphingolipides et les
glycérophosphulipides ; ces dernicrs sunt Lrés souvend les composunts majeurs,

L1, . Berive ln formnule d'un glycérophaspholipide et donner son nom,

L1.2. Indiguer les propriétés physiques de cetle calégorie de moléeulos el en déduire 'ngencement des
lipides dans la membrane. Préeisor leg propriétés qu'tls conférent aux membranes,

1.2, A proposdes protéines (25 paints)
Des protéines aux fonclions trés diversps gont enchassées dang [n struetyre lipidique. Comme touies les
protéines cellulnires, elles sont l'shiet d'un rencuveilement permanent, Si la synthése des protéiney
menmbranaires obéil au méeanisme classique, leur mise en place au sein de la membrane est une
partleularité qui a 6té bien éludiée chay les Euecuryoles. ’
1.2.t.  Résunmer sous forme d'un schdma comnienlé les différentes étapes de la Lraduction chez les
Bucaryotes en précisant les struetures el les principaux systémes enzymatiques impliqués.

.22, Dand le cas des proléines destinges a Ly membrane plasmique, le peptide en cours de synthése est
dirigé vers lo réticulum endoplasmique.
Exposer le mécanisme de cotbe inperlion en cours de Lraduction.

23 Représonter schémaliquement 1o chemingement intracellulaire gui conduil, une protéine du
réticulum endoplasmique & la membrane plasmique.

2. Membruanes et énergétique cellulnire {33 inls)

2.1, Membranes el regpiralion (28 points}
Duns lea cellules des organismes B ucaryoles qui oxydent les substrals dont ils disposent au moyen de
Paxygéne de I'air, une population d'orgunites, les milochondries, joue un rdie clef, C'est en effel de part
cld'aulre de la membrane yue s'tablil I'gquilibre métabolique de la cellule. La complexité des
méeanismes énergéliques qui se déroulent duns les mitochondries justifie IMntérat qu'on lour porte
encore.

2,11, Organisation structurale des mitochondries :
- Fairo un schéma délaillé el claivement annoté dune mitochondrie.
- Localiser uvee précision les principales activités milochondriales,

212 la chaine rospiraloire ;

La chuine de transport des électrans cumiporle quatre complexes énumérés dans le tablean
suivanl ;
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COMPLEXES " FONCTIONS ENZYMATIQUES
| NADH/CoQ réductase
1] : succinate/CoQ réductase
1 CoQfcytochrome ¢ oxydo réductase
IV cytachrome c oxydase

- Denner un schéum succinet de la chaine ussursnl le transforl des électrons du NAD rédult
jusqutd exypénc.
- Quel osl 'intérét de celle cascadd d'élapes ?

213, L phosphorylation oxydalive:
LPATY synlhiélase esl un complexe Lransimembranaire présent dans loutes les membranes
transduetrices d'énergic.
- Dorner sa siructure génévale et sa dosposilion duans 1a mitochondrie,
- Expliguer vapidement Ja coopéralien enlr la chaine do transport des électrons eb PATE
synthélase.

2.2,  Membranes ol photosynthésg {10 points)
La caplure de I'énergle solaire par les orgunismes phototrophes, qu'ils soient Huecaryoles ou
Procaryoles, est Loufours assueibe & des structures membranalres.
29.1. Guelles sont les différences impoerlantes entre la photosynthése des bacléries ot lu
phelosynthase des végélaux 7 ) . o+
2292 Quelssonl les deux groupes de baciéries phototrophes par rapport au donneur dYions Uy
et d'électrons ?
Memhbranas et identité cellulaire (20 points)

Les protéines el les glueides de la membrane plasmique sont responsubles de Midenti(é antigénique de la
cellule,

Dans La Tutte contre los cellules slrungéres, anermales ou infectées par un parasile intracellulaire, figure
laliération de lour membrane par ks mise en jeu spéeifique d'effecteurs cytoloxiques.

3.1, Lecomplément (7 points)

Le systéme du complément, quand il sst activé, peut provoquer des perforations de la membrane
plasmique dos cellules.

3.1.1.  Ruppeler ce guest b: complément.
3.1.%.  Lecomplément peul élre mis en jeu de 2 fagons différentes. Lesquelles?

2.1.5.  Duns la phase linale d'aelivation, un complexe d'attaque lyligue est formé. Préciser la fagon
dont ce eomplexe provoqua lea perforations de Ian membrane.

32 Leslymphocytes T eylpxiques (13 points)

Lialtération de la membrane plasmique esl dgalement mise en cause dans la mort celtulaire provoquée
par les lymphoeytes T eylotoxigues. Ceus-¢l inlerviennent par exemple lors d'une influction virale en
détruisant les cellutes do 'organisme infeeld par le virus.

32.1. Quel marqueur membranaire distingue les lymphaeytes T cyloloxiques des autres
lymphocyley ? )

3.29.  Avantde devenir dey cellules tueuses, les lymphoeytes T eytotoxiques sonta 'état de
précurasurs quiescents. Montrer quals sont ley événements gui induisent la transformation
d'un lymphocyle T précurseur quigseont en un clonede cellules tueuses. Répondre sous forme
d'un sehéma général comments & chaqtie étape.

3.2.3.  Expliquer précisément queties sont los structures membranaires miges en jeu lors dela
reconnaissance de 1a enllule ciblo par un Iymphocyle T eylotoxique.
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Membranes et biotechnologies (30 points)

4.1,

4.2,

4.3.

Lipusomes (5 poinis)

Aulaboraloire, dans des condilions bien conlrdlées, on peut préparer en milisy aqueux, des vésicules

donl la membrane est constituée de phospholipides : loi lipesomes. A 'intériour de ces vésicules, il est

pessible d'inclure des composés variés, ce qui permel de les uliliser comme transporteurs,

4.1.1.  Faire lé schama d'un lipesome,

412 Dany les domaines biolechnologique et pharmacologique tos liposomes prennent de plus en
plus d'imporlance. Proposer un exemple précis d'ulilisation posaible des liposomes dans un de
ces domaines,

Fusion des protoplastes (12 points)

La fusion des proloplastes permel Voblention de nouvelles eellyles hybrides, Cetia hybridation peut

étre Taite uvec des cellules animales, végétales ou microbiennes ; alle ast cependant plus facile &

réaliser duns le cas de eelivies animales car la fusion s'slfectue uu niveau des membranes, Dans tous
leg aulres cas, il faut préparer des proloplasies pour pouvoir réaliser I*hybridation.

Appliquée aux Slreplomyces producteurs d'antibioliques, eo procédé est efficace ; il permet la

production de-nouveaur antibiotiques el 'imélioration des rendements de production,

4.2.1. Queliés sont les curactérisliques essentielles des micro-organismes du genre Streptomyces ?

4.2.2. Donner le protecols général d'obtention et de fusion des protuplastes A partir de Streptomyces
en justifiant chaque élupe.

Enzymes membranaires immobilisées (13 points)
Los enzymes de la chaine respivatoire sonl des enzymes membranaires. L'immobilisation de ces
enzymes dans la pélutine présente :

- un intérét théorigue : elle permet de reproduire leur fonctionnement in sity,

- un intérét pratique : l'eblention d'un biocaplaur par irmmabilisation de la chaine respiratoire dans la
gélatine seus forme d'un (ilm lanné {aclivél au glutaraldéhyde et adaplation sur la partis sensible
d'une éleetrade de Clark (sonde 3 oxygéne) en est un exemple.

4.3.1. Défnir le terme de bivcapteur.

4.3.2. D point de vue Lechnologique, les biocapleurs possédent cerlaings caractéristiques généraloes ;
en ciler trois en les commentant bridvement,

4.3.3.  Indiquer les réactions électrochimiques qui se produisent au niveau de Pélecirode de Clark.
Dire quel esl le 1ype de déleclion el denner le principe de fonetionnement de cel électrode.
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Epreuve professionnelle de synthese
A : étude de projet
Durée 4 heures _coefficient 4

La clarté des ralsonnements 6t la qualllé de la rédaction Interviendront pour una part importante dans
I'appréciation des coples.

La symbiose actinorhizienne et la fixation de 'azote
m ri

Différents microorganismes possédent la capacité de réduire et fixar 'azote atmosphérique. Certains penvent
établir une symbiose avec des plantes.

C'est lo cas de FRANKIA, bactérie filamenteuse, ramifiés et sporulante. Les arbres et arbustes qui forment
lea nodules fixateurs d'azote atmosphérique en symbiose avee P'actinomycéle FRANKIA sont appelés plantes
actinorhiziennes, Parmi celles-ci, on trouve les aulnes (Aulnis) des pays tempérés et les filaos (Casuarina)
des pays trapicaux. }

Ces arbres poussent souvent dans des sites défavorables, notamment dans des sols déficients en azote. Ils
peuvent &tre utilisés pour régéner la fertilits des sols appauvris et pour restaurer des sols érodés.

La symbiose FRANKIA-plantes actinorhizienngs est done importante tant & canse de son rile écologique que
par ses applications potentielles en agronomie.

On se propose d'étudier un ensemble de decuments eoncernant les méthodes d'étude des deux symbiotes et
leur amélioration éventuelle.

1. LISOLEMENT DE FRANKIA - (6 points)

A e M

Le document 1 présente 2 techniques d'isolement de Frankia & partir de nodules de Casuarina.
Les techniques d'isolement sont-elles sélectives 7 Justifier la réponse. Quel est Vintérat d'utiliser de la
chloramine T ou de 'hypoehlorite de calcium ?

2. LA CROISSANCE DE FRANKIA ET L'ACTIVITE REDUCTRICE D'ACETYLENE - (30 poinis)

La quantification de Ja biomasse d'une culture de Frankia peut dire fuite par le dosage des protéines
totales. '

‘Ltétude de la croissanee de Frankia est réalisée dans différentes conditions (document. 2),
2.1, Cinétigue de croissance .

2,11, A partir des résultats du document 2, évaluer les parameires de croissance en prégence
d'air.

2.1.2. Interpréter la courbe expérimentale obtenue en almosphére argon-oxygéne (Ar-Og @
Argon 80 % - Oxygéne 20 %}. '

2.2. Suivide croissance

La turbidimétrie est actuellement peu utilisée dans le cas de microorganismes filamenteux qui
comme Frankia donnent des cultures trés hétérogénes en miliew liquide. La finbilité de cette
méthode peut cependant éire améliorée st 'absorbance & 570 nanométres est lue aprés sonication de
1a culture, dans des conditions standardisées.

On veut étudier 1a corrélation entre 'absorbanee de la culture et le taux de protéines totales ; pour
ceci on dispose d'une culture-mére de Frankia. .

- Préciger 1a suite des opérations & mettre en deuvre pour atudier cette corrélation

. Présenter graphiguement les résultats attendus dans 'hypothése d'une bonne corrélation.

2.3. Mesure de 'activité réductrice d'acétyléne
- Donner le schéma d'un appareil de chromatographie en phase gazeuse.

. Faire un schéma du protocole expérimontal décrit dans le document 4.2 et préciser les
conditions d'utilis_ation du chroml_atpgraphe. )

- Quel est le principe de I'utilisntion d'un étalon interne ?
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Document_1 : Isolement de Frankia

& partir de nodules de Casuarina

Technique 1

- Mettre les nodules dans de la chloramina T (3 3%
dans I'eau) pendant 5 minutes.

- Broyer les nodules.

- Diluer les préparations

- lensemancament des diverses dilutions est
affactué en milisu Gmod liquide ou solide

- Incuber & 28-30°C

- 8prés 16.4 20 jours, des colonies visibles (4 1a
loupe binoculsire) de Frankia apparalssent,

- une subgufiure est effectués en Gmad liquide.

hnl 2
- pelar les nodules

- mettre las nodules dans ihypachiorite de calcium_

- fincer

= couper las hodules

-imetire 5 & 10 pidces dans une couche de Qimod
solide sans lécithine

- Verser en surface 3 ml du mame milleu pour
recouvrir les pidces

- Incuber A 25-28°C

~ Observer pendant 2 mols les cultures

DOCUMENT 2

CROISSANCE DE FRANKIA ORS 02 06 0 en milieuw minimum (MM

oua AIR ou atmogphére AR-02 (argon 80 %-ax dne 20

Les culiures ont été effactuées dans 25 ml de millen MM,

. S{AIR)
_\./ '

Iligu | m| tlon
KaHPCy, 03
NaHaPO4 0.2
axirait de levure 0.6
hactopeptone 1
Glucose 10
MgS0,, 7TH0 0,2
KCl 0.2
léclthine 0,005
solution oligodléments 1 miA

Solution d'oligoétéments : en g.I!
FaNaEDTA c,01
H3BO5 16
MNSQy, 7H0 0.8
ZnS0y, 7H0 0,8
OUSO.;, 7H.0 0.1
NaMoC,, 2H,0 0,25
CoS0y, THz0 0,01

lon ~ Ml
mipl r it

9217

3

KH2PO4 1 =MgS04, 7H20:0,1 -
CaClz, 2 Ho0 1 0,01

Buccinate da sodium : 1,2
NaMoO4,2H.0 : 0,005
FeS04 : 0,01 - Glucoss : 1
MnS0y4, Hz0 : 0,025 -
ZnS04, 7 Hz0 : 0,007 -
CuS0Q4, 5 HaO : 0,00125 -
Co804, 7 HoO : 0,0014 -
HaBC3 : 0,0003 -

pH 6,8



2.4. Croissange et fixation d'azote

A l'aide du document 3

- Préciser Iinfluence de la pression partielle en oxygéne et de la source d'azote du milieu sur la
fization biologique de l'azote par Frankia,

- Indiquer s'il exisie une relation entre la fization d'azote el Ia croisaance bactérienne.

DOCUMENT3
. Activité réductrice d'acétyléne (ARA)
h Frank -  a
Souches de Frankia nmoles Cs Hyh™! (mg pratéine)™}
Tansion d'oxygéne (k)

Frankia de type | isolés de Casvarinia : b2 5 10 15 20
ORS020602 {syn. D11} 0 10 16 a3 18 15
ORS020601 {SynD1} 4] 8 11 17 12 4
ORS020603 {SynG1) ] 12 10 38 30 32
ORS020604 {Syn G2} ] 5 20 15 18 12
ORS020605 {Syn P) 0 T 10 15 18 16
ORS020610 {Syn 31} 0 12 20 42 37 25
Frankia isalés de Rhamnales

ORS140101 {H13) 1] 26 40 .3 20 a2
OR5060501 0 17 2 a7 32 18

{1} Los différentes souches de Frankic ont été cultivées sur milien QMOD pendant 162 30 jours & 30°C, puis eontrifugées at
resusponduea dans un milian MM, 26 ml de suspensian de Frankio ond 4t6 incubes, dans un flacon sérum d'on volumie de
145 ml, sous divers stoosphéres gazeuses constituden do mélange argon-oxygéne contenant 10 % d'ncétylane, LARA a 616
estimée par la produetion d'6thyléne pendant B joura par chromatographie en phase gazeuse.
Remarque : L kPa 8'04- 1 %404,

Etude faite sur Frankia OR S 0206 02

. ARA ARA Proléinet! Protéine
Saurce d'azate (1) nmolh"lmg™! % (mg) %
1] _ 61,2 100 3.7 100
Citrulline (] L] 4.4 118
Arginine Q 0 4,2 112
Sérine T3 120 27 T2
Alanine 123,6 200 2,0 17
Méthionine 576 96 2,0 65
Glutamate 67,2 110 29 ki)
Aspartate T0 14 3,2 86
NHACI 0 ] 20 &5
Extrait de lavure 48 80 2,1 56

(1) Les sources d'azote ont &t6 ajoutéss i raison de 1 g17 ! aumilieu de MM.

(2) Los activités réductrices d’acétylane spécifiques ont b4 mesurées apras 15 jours de croissaes sous atmosphére d'air :
ce sont, lea moy de 5k de 145 ml & 26 ml do milien MM.

(@) Quantité tbede b £ ds 145 ml cant £ 26 ml de miliou de culture, Inoculum estimé 4 0,2 mg protéing,
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3. RECHERCHE D'ELEMENTS DE TAXONOMIE DE FRANKI A - (30 points)

3.1. SBpectre d'hite

Actuellement a taxonomie de Frankia est essentiellement busée sur les relations symbiotiques et
la classification effectuée par I'élablissemnent d'un spectro d'hite, en déterminant 'infectivité et
Teffectivité d'une souche de Frankia donné pour différents hotes vegétaux, Sur différentes souches
isolées selon la méthode décrite dans le document 1, les tests sont réalisés selon les protacoles du

document 4.
411, Apartir du document 4, définir les termes “infectivité” "effectivité" ot discuter l'intérét de
 tos tests. DOCUMENT 4
4.1. 4,2,

Infectivity tests

Infectivity 1ests were performed on Alnus glutinasa, Myrica gale,
Elacagnus angustifolia L., and Hippopha¥ rhamnpides L. in Super
Cell® containers (Ray Leach *'Cone-Tainer"” Nursery, OR, U.5.A,
97013} containing about 160 em® of Turface® (Imiemational
Minerals and Chemicals Corp., Mundelein, 1L}. The A, glurinesa and
M. gale seeds were sterilized In 30% H,0, for 15 min and . gale
seeds were treated with 50 mg - 100 mL* gibbereNic-acid (Tomey and
Cailaham 1979). The H. rhamnoides seeds were treated 10 min with
2 N H,80, and E. angustifolic sseds were treated with concentrated
H.50, for 30 min (Hartmann and Kester 1983}, All seeds were pre-
germinated an wet, sterile Turface®. Afier germination, one sced-
fing was placed in each container; 20 mL of nitrogen-free Crone's
solution (Lalonde 19795) was added immediately and thereafter every
2 weeks. The plants were placed in 2 mist | week for acclimatization
and later in a greenhouse (July to October, temperature 23 £+ 2°C).
Twelve stenins that had sufficient growth were used to incculate the
various host plants. The seedlings were inoculated twice with sttains
from M. gale 2 and 3 weeks after thelr transfer to containers, with a
dense inoculum of Frankia isolates which had been washed and frag-
mented in Crone's nutrient solution, To exemine infectivity between
host plants and Frankia endophytes from members of their own
possibic itfectivity group, four other strains were also used, two from
hosis of the Elaeagnus group, TX31eHR (Bertrand and Lalonde 1985)
and EUNIF (Lalonde. &r al. 1981), and two others from the
Alnus~Myrice  group, ACNIAS (Lalonde . 1979a) and Cpll
(Callaham e al. 1978). All infectivity tests have been verified at least
twice using growth pouches (Scientific Products, Evanston, IL).
Moreover, some strains from the newly formed nodules of these
infectivity tests were isolated and tested for infeclivity & second time
to confinm results of infection. For each treatment, seven seedlings
were used. After 18 weeks, number of nodules, dry weight of the
aerial pan, and height of the plants were recondsd.

Effectiviry test by acetylene reduction assay

On the 18-week-old inoculated seedlings from the Infectivity test,
the effectivity test was performed using acetylene reduction and ethy-
kene production according to Koch and Evans {1966). The root system
was introduced into 2 20 X 150 mm glass 1251 tube and sealed with a
rubber setum cap. About 10% (3 ml) of the atmosphere was removed
and replaced by acetylene. Methane {20 uL) was ndded as an interma]
standard and the mbe was incubated at room temperature. Two
samples were taken at different times (approximalely 5 and 40 min)
afier addition of acerylene, By using a 26-gauge needle, about 0,5 ml
of sample was injecied into n gas chromatograph (Perkin-Elmer,
model Sigma 2000) equipped with & flame fonization detecior for
detection of éthylenc.and 2 x 18 mm Porapak-N {80} 10 100 mesh)
filled column. The injection pon, column, and detector temperatume
was 150, 135, and 150°C, frespectively, and the flow raie of helium
carrier gas was 45 mi . anin™, The resubis were compiuter analysed on &
Perkin-Elmer 3600 data station.

Secds : graines
seedling : plantule
mist : gaze

green house : gerre
pouches : poches

suite du Document 4 en page suivante

34.1.2. Dépager sous forme d'un organigramme lea principales étapes du test d'infectivits.

3.2. Un grand nembre de souches de Frankia provenant de différants hotes a 6t¢ Isolé. Pour élaborer leur
taxonomie de nouveaux critéres de classification ont été recherchés.

3.2.1, Composition en bases

Comme 'explique le document 5, la composition en bases de 'ADN ne peut tre retenue
pour définir des classes dans le genre Frankia.

Expliguer avec pré¢ision comment les techniques citées dans ce document permettent de
déterminer le pourcentage en (G+ C) d'un ADN,
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Document 4 (suite)
i, 3= Infectivity and effectivity* of Frankia sttains on four host plants

A. glutinosa M. gale E. angustifolia H. rhamnoldes

Frankia stmins  Infectivity ~ Effectivity Infectivity  Effectivity . Infectivity Effectivity  Infectivity  Effectivity
Alnus group
ACRIAC + + + - - - -
Cpll + + + + - - - -
Myrica group
MGX35a + + + + - - - -
MGX35k + + + + - - - -
MGX390 + + 4+ + - - - -
MGX3%c + + + + - - - -
MGX40a + + + + - - - -
MGX400 + + + + - - - -
MGXa + + + + - - - -
MGX¥Ma + - + -+ + + + +
MGX34b + - + + + + + +
MOX34c +* - + + + + +* +
MGX34d + - + + + + + +
MGX34e + - + -+ + + + +
Elaeagrus group
TX31etE - - + + + + + +
RUNIf + - + + + + + +
Controls - - - - - - - -
eAs measimed by meetylene feduction assay.

DINA base composition (G + C%)}
One of the most easily determined parameters of a given genome
is its overall DNA base composition, in other words, the proportion
DOCUMENTSS of puanine and cytosine residues. An ef al  determined the G + C%
of 12 Frankia strains isolated from widely different host plants, They
found their G + C% to lie between 68 and 72% depending on which
tnethod was used, either thermal denaturation kinetics, buoyant density
in CsCl gradients or direct nucleoside analysis by HPLC, the three
methods yielding slightly different values for the same DNA. All strains
tested yielded similar values indicating that the G 4+ C% could not be
used to identify classes within the genus . This was to be expected
since organisms with G + C% values differing by more than about
209 are not considered as belonging to the same genus. Similar
G + C% values do not necessarily, however, indicate a close related-
ness between strains. .

3.2.2. Carte polypeptidique

Le document 8 évoque une possible différentiation en classes de différentes souches de
Frankia d'aprés leur carte polypeptidique, obtenue en 3DS-PAGE.

Donner sous forme d'un schéma légendé el commenté le résultat attendu pour le puits
correspendant au mélange de protéines de référence, en précisant la position exacte de
chaque protéine.

Donnde: la protéine qui migre le plus loin se trouve & 12,2 cm de la protéine qui migre le
moins loin,

3.2.3. "Plagmidotypie”

La "plasmidotypie” est également une méthode possible pour définir des sous-groupes dans
un genre ou une espéce bactérienne. Document 7.

- Indiquer les étapes expérimentales qui oni é1é nécessaires pour 1'stablissement de la
*plasmidotypie”,

- Analyser dans une perspective taxonornigue les résultats figurant dans ce document.
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tide patierns of soluble proteins from 33 Frankia strains from dilferent plants

5}’ Inmﬁa;:s gzogt'ar};l!:icﬂ uriglns'., belonging to mﬁfnus and En"nmﬁf;alu: mzpr;ﬂ::‘l::
iermined by one-di i ium eyl sulfate-

:.:?“e'i:::;;h?mh The ;ol tide patierm was quatilatlvelr the same for each
strain whatever e number of subcultures or the age, Two ¥I elecirophoresis grovps
A and E were observed which matched with the Alnus and Eloeugnus host-specificity
groups. but with some exceptions. The polypeptide pattorns of the 33 Frankia siruing
tested were scparated into 13 gel elecirophoresis subgroups,

Protein extractlon

For each of the 35 Frankia strains tested. extracts were
prepared from 3-week to 3-month-0ld cultures, Whea
available. cultures up to J-year-old were also used, The
cultures were harvested with Pasizur pipette and
washed 3 times in 2 ml plastic microtubes. The cells
were {inally suspended in 180 pl of 162 mdf Tris-HCl,
pH 6.8. The suspension was sonicaled a1 4°C using the

medium probe of a Fisher Sonic Dismembratar model
300 for 1.5 min al full output. The exiracls were cen-
trifuged al 10000 for 5 min al 4°C. To obtaln clear
samples, the supernatani was centrifuged a1 80 000 ¢ for
10 min using the A-10(V18 rotor of o Beckman sirfuge
ultracentrifuge. The supernalanis were dhen slored at
~B{°C until analysis. Prior to electrophoresis, the sam-
ples were boiled for 3 min with 2.3% {wh) 5DS and 5%
(v/v) f-mercaptoethanol,

DOCUMENT &

5D5-PAGE

Twenty samples per gel were run on a discominuous
slab ge! as described by Laemmlj (1970). The stacking
gel was composed of 3% (whv) polyacrylamide. pH 6.8
ind the running gel was of 10% (wiv) polyacrylamide,
pH 8.9. Gels of 0,75 mm thickness were used, Approxi-
mately 50 pg of protein. estimated by the Bio-Rad pro-
tein microassay procedure (Bio-Rad Laboratories,
Richmond, CA), was loaded in cach well, Electropho-
resis was run a1 4°C and 15 mA until the tracking dye
had reached the bohom of the Tunping gel.

The gelr were siained with 0.1% (wh) Coomassic

Blue R {Sigma) in a methanol:waler:glacial acetic acid
(5:5:1, viv) mintare for 1 to 2 b, The gels were destained
with the same mixture until the background was sultably
clear and dried In vacuo using a Bio-Rad model 483 slab
dryer. A mixture of the foltowing seference proteins
(BRL cat. 6001SA Bethesda Research Laboralorics,
Inc) was used as standard: myosin {H-chain} (200 kDa);
phosphorylase & (97.4 kDa): bovine serum albumin {68
kDn}: ovalbumin (43 kDa}: a-chymotrypsinogen {25.7
kDa): S-lactoglobulin (18.4 kDa); cytochrome ¢ (12,3
kDa).

4. LA CULTURE IN VITRO DE PLANTES ACTINORHIZIENNES - (15points)

Le document B présente deux résumés d'articles concernant la production de protoplastes et la
micropopagation in vitro de plantes actinorhiziennes,

4.1. Technigues de culture

Quet est l'intérst des techniques présentées, en vue de I'étude d'uns symbiose pMlante-bactérie, d'une
part, et d'un point de vue général d'autre part.

4.2. Compogitian des milieux

Les milieux utilisés dans les deux cas contisnnent des régulateurs de croissance. Caractériser cos
cornposés et justifier leur emploi.

4.3, Mise en ceuvre d'un protocole

Froposer un calendrier des manipulations tenant compte de la préparation du matériel et des
milieux pour la propagation de Casuaring equisetifolia.

4.4, Constitution d'une base de données bibliographiques.

Llarticle sur les protoplastes d'Alnus fncana doit dtre intégré dans une base de donnéps
informatisée ; caractériser le par 5 mots (ou termes) clefs qui permeitront d'y accéder.
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DOCUMENT 7

Summary of restrictions analysis of Frankia plasmids

Restriction enzymes (with size of fragments expressed in Kb)

Plasmid Strain MW .
Bgltl EcoRI Belt Sstl Sphi . Pstl BamHI
8 Kb class
plasmids ,
pFQ11 Cpi1 8/8,3 4,3 4,0 8.3 83 8,3 34.2,7.21 |_u l_u
pFQ31 Ar13 8/8,3 4,3.40 83 8.3 83 34.2,7.21 lu_.u |U
pFQ56 ACoN24d 8/8,1 4,238 n.d.c 8.1 _b 52.3,0 81 _b o
ol
18 Kb class S
plasmids
pFQ12 Cp11 18/21 18.3,6 |_u 5,2.4,1.3,7.2,4 44.3,7.31.20 10.6,3.3,2.3,0 10.6,3.5,0. 1,6 55.47.47.29.
1,7.09.0,8.0,7 1,6.1,5 1,4.0,5 . 2,6.1.9
pFQ32 Ari3 18/21 18.3,6 _b 52.4,1.37.24 4,4.37.31.20 10.6,3.3,2.3.0 10.6,2.5,0.1,6 55.4,7.47.28%.
1,7.0,9.0,8.0,7 t,6.1,5.1,4.0,5 2619
8 The molecular weights are given in Kilobase pairs throughout. Before the stash is the figure obtained by comparing the migration rate of the cce form (covalently
closed cirealar DN A form) with standards, after the slash is the average of the sumns of the restriction fragments obtained with all enzymes used.
b) Nosite for this enzyme.

¢)

Not determined.



DOCUMENT 8

Propagation of Casuarina equisetifolin through axillary buds
of immature female inflorescences cultured in vitro

E.Duhoux ', B. Sougoufara ?, and Y. Dommergues®

! Dépanemeni de Biologie Vigétale, Faculid des Sciences, Dakas, Séndgal
* Laboratoire de Microbiologie des sols, GRSTOM. Dakar, S¢négal .
? BSSFT{CTFT/ORSTOM/CNRS), 45bis Avenue de la Belle Gebrielle, F-84736 Nogent-sur-Mame Cedex, France

Received January 3, 1986 / Revised version reccived March 17, 1986 ~ Communicated by A, M. Boudet

Abstract

The study of the actinorhizal sywbiosiz in ra-
suarina equisetifolia requires an hemogenous plant
material. Consequently, we devised a method of ml-
cropropagation based on the use of fomature female
inflorercences (IF1} as explants. IFT excised from
an adulr tree formed multiple buds after éeweek in-
cubstion po Murashige and Skoop medium with 0,05
wweol 1= ¥AA and 1).1 ymol 1-) BAP. The axillary
buds evolved into 5-6 emw long shoots 5 weeks after
the transfer of IF1 on 2 minllar medium except for
the addition of activated charcoal. Kooting of the
shoots was obtained on a third medjun, wichout BaP
or charcoal, but with 1 ywel 1=! HAA. The plantlets
were transferred into soil, Their growth was satis-
factory and nc plagiotropic tendency was observed.

Abbreviations

BAP : b~benzylaminopurine 2,4-D s 2,4=gtithlo~ -
rophenoxyacetic acid; JAA ¢ J-inceleacetic acid i
IFI : immature feaale inflorescences # NAA ¢ a=-saph-
talaneacetic acic. -

CALLUS REGENERATION FROM ALNUS INCANA PROTOPLASTS 1SOLATED FROM
CELL SUSPENEIONS

FRANCINE M. TREMBLAY*, 3, BRIAN POWER** and MAURICE LALONDE
Département des Sciences Forestidras, Foculte de Foresteric, Université Laval, Ste-Foy, P. Québec G1X 7P4 (Canada}

(Received April 10th, 1985)
(Revision received July 22nd, 1885)

(Accepted August Tth, 1985) .

Najsta and Takebe's (NT) medium, supplemented with 2.6 pm 2 4-dichlorophenoxyacetic acid (24D, induced
devel t of friable call from leaves of sxenic shoat cultures of Alaus incena. Fast-growing cell suspengions were
established in the same thout agar. § gave high yitias v viable protoplasts sfer an overnight

incubation in an enzyme mixture consisting of 196 (w/v} Onozuka R-10, §.5% (w/v) Rhozyme HP.150, 0.03% (w/v) Macerase,
CPW ralls, and 13% {w/v) mannitol ipH 5.8}, Protoplasts cultured on K8p medium underwent cell wall regeneration within
24 h. The optimum protoplast-derived colony formation and growth was oblained on the NT medium supplemented, ar wos
the Kip medi with gl a8 the ticum, regulators, milk and casein hydrolysate. Compared
with ather culture techniques, the agarose bead technique of Shillito et al. (Plant Cel} Reports, 2 (1983) 244 ) improved cell
division and colony formation frequency, Protoplast-derived macrocalluses grew under the same conditions as those used for
leaf calluses.

92-23



Epreuve professionnelle de synthese _
B : réalisation pratique d'opérations de génie biologique
Durée : 8 heures coefficient 8

DOCUMENTS PERSONNELS NON AUTORISES

Lo baréme est donnd A titre indicatif

Premier jOUI‘ : (durée : 7 h + 1 h pour repas pris sur place}

QUELQUES OPERATIONS DE GENIE BIOLOGIQUE

On se propose de réaliser 2 séries de manipulations de génie biologique indépendantes concernant d'une part la
trypsine, de I"auire de phage ).

1- UTILISATION DES PROPRIETES CATALYTIQUES DE LA TRYPSINE (110 points)

La trypsino est une enzyme ulilisée dans le domaine des biotechnologies.

La trypsine (BC 3. 4. 21. 4.) esl une enzyme protéolytique hydrolysant des liaisons peptidiques ot le - f‘l" - provient

des neides aminés basiques (Arg. et Lys) 0]

Dans un premier temps on verra l'application de cette propriété lors de ln réalisation de cultures cellulaires.

Dans un second temps, on envisagera la détermination des paramatres cinétiques et la réalisation d‘un bhioréacteu

4 lit Bixe avee I'enzyme immobilisée.

1.1.

Utilisation de 1a trypaine en cultures cellulaires (40 poinis)

La trypsine ast utilisée en cultures cellulaives lors de la réalisation de eultures en monocouche de cellules
adhérentes. Pour le maintien de ces cultures, il est nécessaire de réaliser régulidrement des repiquages sur
suppoert el milieu neufs. Au cours de ces opérations il faut détacher les cellules de leur support avant de les

transférer. Pour ce faire, on utilise I'activité peptidasique de la trypsine qui rompt les ponts protéiques entre

le support et les cellules,

Un flacon de eulture est remis & chaque candidat (le nom de la lignée sera préciséa). Il contient une culture en

milieu DMEM (Dulbeceo's modified Eagle medium) + 10 % de SVF (sérum de veau foetal),
Chagque candidat dispose également, :

* de Tampon PBS {phosphate buffer saline) stérile,

* de miliou DMEM + 10 % SVF stérile,

* de la trypsine en solution stérile & 0,25 %,
* debleutrypana 0,4 %.

Réaliser un repiquage de eette culture dans deux nouveaux flacons.

Le protocole utilisé sera le suivant ;

Observer la cultura remise au microscope inversé.
Noter les observations sur le compte-rendu.
Eliminer le milieu et réaliser un lavage avec 5 m! de PBS.

Introduire 2 mide trypsine & 0,25 % et laisser agir (la durée d'action de la trypsine sera indiguée au
eandidat}. Suivre le détachement des cellules au microscope inversé.

Ajouter 5 ml de milieu neuf pour arréter I'action de la trypsine,

Réaliser une numération en cellule sur 0,9 ml de suspension auquel sera ajouté 0,1 m1 de bleu trypan &
0,4 % (2 comptages).

Réaliser la dilution adéquaie de maniére A pouvoir préparer les deux flacons demandés &
0,6.106 cellules/facon ; volume par flacon 5 ml. Tous les calculs serent transerits sur le compie-rendu,

Exéecuter la préparation des trois flacona,
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1.2,

- Mettre & incuber dans "6tuve réglée 4 37°C, avec un mélange air/COy 5%,

N.B.: - Toutes les opérations techniques seront réalisées en présence de 'examinateur,
- Les cultures seront examinées le lendemain par le jury,

Paramétres cinétiques de la trypsine (40 points) '

On se propose lei de déterminer les paramétres einétigues de la trypsine. Le substrat utilisé est l¢ N-benzoyl-
L-acginyl paranitroanilide (LBAPNA) de formule ;

<0 > €O-NH-CH-CO-NH-{ 0 > -NO,
I

(CHy)s

1
NH

1
C

i \

HN NH,
1l est hydrolyse en N-benzoyl - L - arginine (BA) el paranitroanilide (PNA) selon la réaction :
L-BAPNA + Ha0 - > L-BA + PNA

On détermine la quantité de PNA formée par mesure de I'absorbance & 405 nm. Le coefficient d'absorption
molaire est de 9200 Lmol-1, em-1,

La vitesse de réactlon sera mesurée par méthode cinétique,
1.2.1. Maode opératoire

Vi sa faible solubilité, le substrat (BAFNA) est utilisé en solution dans un tampon TRIS-HCE 50 mM,
Ca Cly 20 mM, pH 8,4 contenant du diméthylsulfoxyde (DMSO),

Ce substrat, "BPNA TRIS DMSQ", sera & préparer extemporanément par le candidat selon te
protocole suivant ;

Au moment de l'emploi introduire dans une fiole jaugée de 50 m! :

-2,5mlde "BAPNA DMSO 25 mM".

-7,6 mlde DMSO

- 5 ml de tampon X10.

Compléter & 50 ml avec de l'eau distillée, Cetie solution sera utilisée pour ia détermination des
paramétres cinétiques et comme substrat pour e hioréacteur,

Les conditions expérimentales pont les suivantes ;

Tampon "TRIS dilué + DMSO” g mi
Enzyme & 1,2 mg/mi 0,1 mi
Substrat "BAPNA TRIS DMSO" a ml
Volume total 2 ml

Les mélanges réactionnels seront réalisés directement dans une cuve de spectrophoteméire ; l'enzyme
sera ajoutée au dernier moment,

Réaliser une série de 4 mesures de vilesse initiale avec divers volumes de substrat compris entre
0,4 mlet 1,5 ml),

Lies conditions précises de mesure et une notice technique permettant d'effectuer le réglage du
spectrophotométre seront fournies par le jury. Le réglage de I'appareil sera naté : il faudra le faire
valider par le jury. Durée de la cinétique : 120 3,

1.22. Compte-rendu

* Tableau de préparation des tubes avec indication des compasitions des tubes, des concentrations
des substrats el des valeurs des vitesses initiales exprimées en variation de I'absorbance par
minute ( A A /min),

-

Représentation graphique manuelle ou & I'aide d'un logiciel, en double inverse (LINEVEAWER et
BURK). '

* des paramétres cinétigues:
-Vmaxen A /minet Ky enmall-1de§
- Vmax en Ul/ mg 92-25



1.3. Immobilisation de la trypsine par liaison covalente ; réalisation d'un bioréaeteur (30 points).
On se propose de réaliser la fixation de la trypsine sur un support (SEPLIAROSE CL 4B aetivé par le bromure
de eyanogéne) par liaisons covalentes et d'utiliser 'enzyme fixée dans un bioréacteur. On déterminera le taux
de conversion du substrat dans les conditions expérimentales utilisées,

La fixation des protéines enzymatiques se fait par mise en contact pendant un certain temps avee le support..

Le support ayant fixé 'enzyme est ensuite utilisé pour réaliser un réacteur enzymatique colonne & I'aide d'un
corps de seringue. On détermine alors, ponr un débit donné, le taux de conversion du substrat, défini comme
le rapport de la concentration du substrat transformé & la concentration initiale. 1l sera exprimdé en
pourcentage du substrat initial transformé.

(Sho - (8) .
T(%) = 100
{S)o
avee(Slo: coneentration du substrat a l'entrée du réacteur
)] : concentration du substrat 4 la sortie,

1.3.1. Made opératoire

- 1gde SEPHAROSE CL 4B activé par le bromure de cyanogéne a été hydraté et lavé pendant 156
minutes avee 200 ml de HCE &4 10-3 M ; on a obtenu environ 3,5 ml de gel qui se trouve dans le petit
flacon fourni, NE PAS AGITER. Ce gel sera utilisé corame support solide pour la fixation de 1a
trypsine.

- Eliminer avec précaution le liquide au-dessus du support sans remettre le gel en sugpension et
ajouter 10 ml de la solution d'enzyme. Mélanger doucement avec un petit agitateur-et laisser au
conlact durant 30 minutes en agitant de temps en temps.

- Onulilisera le corps d'une geringue plastigue de 5 ml comme bioréacteur. Introduire un peu de laine
de verre au bas de 1a colonne et vérifier avec le tampon TRIS DMSO dilué gue Je liquide coule bien,

- Introduire le contenu du flacon dans la celonne,

NE JAMAIS LAISSER LA COLONNE A SEC.
FERMER LE ROBINET AU BAS DE LA COLONNE

- Laver la colonne avec un volume de tampon “TRIS dilué DMSO" correspondant i 3 fois le volume du
gel. Introduire un peu de laine de verre en téta de eolonne au-dessus du gel afin d’éviter que le
liquide ajouté perturbe la partie supéricure du gel.

- Réglerle débit & environ 1 goutte chague 10 5. Ne plus le modifier par la suite, Le déterminer en
ml.mn-1,

- Conserver une fraction d'effluent qui servira de témoin pour le deosage.
- Lorsque le liguide affleure le gel, ajouter e substrat.
- Recueillir, dans des cuves de spectrophotométre, 5 échantillens de 3 ml d’effluent.
- Mesurer I'absorbance 4 406 nim, La limite de validité de la loi de Beer-Lambert sera précisée
pendant I'"épreuve et une dilution 4 titre indicatif.
1.3.4. Compte-rendu
- Indiquer comment a été mesuré le débit de la colonne el sa valour exprimée en mlfmin,
- Indiguer sous forme de tableau les diverses valeurs de ['absorbance mesurée 4406 nm,

- Représenter graphiquement la variation d’absorbance 4 405 nm en fonction de la fraction d'effluent
apras intraduction du substrat

¥ Interpréter In courbe obienue en introduisant les Lermes d'état pré-stationnaire et stationnaire,

* Caleuler le taux de conversion du substrat exprimé en pourcentage. Justifier.
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2, MISEEN EVIDENCE DE LA LYSOGENIE (50 points)

2.1.

2.2,

Principe général

Une seuche lysogéne, soumise aux rayons uliraviolets dans certaines conditions, produit des phages, Ceux-ci
sont mis en évidence en présence d'une souche bactérienne sensible a ces phages par la technique des plages
de lyse. :

Pratocole expérimental

On dispose de 2 souches d'Egcherichia coli en phase exponentielle de croissance cultivées & 37°C en milieu
liguide ;

- E.coli Kyz Af: bactéries lysogénes possédant le prophage A
- E.coli Cgog Ag: bactéries sensibles au bactériophage A .
2.2.1, Préparation de la suspensien ¢'E.coli Kyg A

{La densité microbienne de cette suspension sera communiquée au moment de I'épreuve)

Réaliser un dénombrement des bactéries dans la masse (2 dilutions suceossives ot essals par dilution).
Canserver les tubes de dilutions sériées dans la glace.

Réaliser parallélement & partir d'un de ces tubes une dilution de manidre a obtenir une suspension i
§.106 bactéries pour 0,1 ml, Transcrire sur le compte-rendu, les caleuls effectués,

2.2.2. Réalisation dy mélange i étaler & la surface de chaque boite de gélogea 122 £-1 d'ager (3 boites)
Dans un tube (3 tubes en toul) contenant 3 ml de gélose molle en surfusion ajouter :
- 0,1 ml de la suspension d'E.coli K 19 A€ + A 5.105 bactéries pour 0,1 m]
- 0,2 mlde la suspension d'E.¢eoli Cgpp As
Homogénéiser rapidement le mélange a I'aide d'un vortex.

2.2.3, Etalement du mélange

Etaler en versant les mélanges 4 la surface des géloses précoulées | incliner les boites dans différenis
sens de manidre & ce qu'elles solent inondées de fagen homogéne,

Laisser solidifier.

2,24, Irradiation aux ravons yltra-violets

Une boite sera incubée & 37°C sans avoir été irradiées (boits 0),
Soumettre les autres cultures aux radialions {couvercle retiré) selon le tableau suivant ;
Baite 0 1 2

Temps d'irradiation
en secondes 0 30 [il1]

LE PORT DE LUNETTES EST OBLIGATOIRE PENDANT
CETTE MANIPULATION

Incuber &4 37°C
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Deuxiéme jour : durée : 1 h)

3. MISE EN EVIDENCE DE LA LYSOGENIE
2.1. Numération do bactéries sur boites

2.2. Numération des phages
Compter les plages de lyse sur chaque boite.

9.3. Caleul des taux d'induction. Utiliser le résultat obtenu ci-dessus.

. Taux dinduction spontanée (pourcentage de bactéries lysogénes ayant produit des phages en I'absence
d'induction)

- Taux d'induction provequée pour chague temps (pourcentage de bactéries lysog@nes ayant produit des
phages sous 'action des UV)

- Commenter les résultats obtenus:
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Epreuves de la session 1993

Epreuve de Francais
Durée 4 heures Coefficient 2

Les conditions de production de l'information.

Il n'y a pas que le medium et le message, il y a, nous 'avons vu, le récepteur. Il y a aussi les centres
qui produisent; choisissent, contrélent, commandent |'information. Le contrdle de ces centras de contrale
pose un probléme obsédant : peut-on le laisser aux intérats privés, ¢'est-a-dire au contréle de I'argent,
faut-il les soumettre au contréle de |'Etat ?

C'oule dilemme : presse d'argent ? presse d'Etat 7

Examinons la notion de "presse d'argen. . A un premier regard, elle signifie "presse pour gagner de
I'argent”. Presse donc qui traite I'information comme une denrée marchande, sélectionnant I'information
rentable et éliminant I'information non rentable, Selon ce critére, 'extraordinaire, le surprenant, le
nouveau d'une part, mais aussi l'obsédant, le passionnant, I'adorable, le halssable sont hautement
valorisés. D'ol une presse & "sensation”, qui choisit et produit ce qui crée des sensations ; d'un cbté, la
grande presse d'information mettant en relief tout ce qu'il v a de surprenant, happant in extremis
I'information de derniére heure, de l'autre, la presse qui raconte des histoires archétypiques - amours
divins, sacrés-profanes entre olympiens modernes (vedeites de cinéma, tétes couronnées, etc.) - et qui,
pour cela, produit des pseudo-informations se conformant aux besoins mythalogiques.

La presse d'argent est donc soumise & cette double tendance, et c'est & cette double tendance
qu'essaie d'échapper la presse d'opinion, qui vend non tant de |'information que le sertissage idéologique
de l'information, ce qui nous raméne aux problémes précédemment examinés de la relation
idéolagie/information,

A un second regard, la notion de "presse d'argent” signifie non seulement "presse pour gagner de
I'argent”, mais aussi presse sélectionnant I'tnformation selon 'utilité qu'elle comporte a I'égard du
pouvoir de I'argent, c'est-a-dire te systéme capitaliste. Idi, il ne s'agit plus seulement de faire de I'argent
par l'information, il s'agit aussi de soumettre I'infoermation au pouvoir de |'argent.

Cette tendance se développe naturellement dans la presse d'argent. Mais il faut remarquer qu'elie
peut se heurter & la tendance a “faire de I'argent” ; en effet, une information “sensationnelle", qui fait de
I'argent, peut tre contraire A l'intérét du pouvoir de 1'argent (scandale financier), mais elle ne peut &tre
tue, s'il y a concurrence.

Il y a donc une contradiction interne dans la presse d'argent, et cette contradiction, vitale pour
I'information, ne peut étre maintenue que dans et par [a concurrence.

La copcurrence entre journauy, radios, télévisions, la concurrence des sources d'information donne
des chances & I'information que ['argent ou |'Etat veulent étouffer. Une feuille marginale commence &
lancer la "révélation” : il devient alors possible, et 16t ou tard, probable, que 12 ou il y a concurrence,
l'information sartira et se répandra dans 'ensemble des media. Ainsi, c'est dans le systéme le plus
capitaliste, mais aussi le plus concurrentiel en matiére de presse, radio, télévision, le systéme américain,
que les "scandales” de My Lay el du Watergate ont pu finalement envahir la vie politique et avoir les
effets qua |'on sait*.

C'est parce que l'information vaut de I'argent que finalement I'argent lui-méme concourt 3 diffuser
F'information dont le sens conteste [e pouvoir de |'argent. Par contre, 13 ol I'information est dénuée de la
valeur marchande, |a ot peut jouer une censure, c'est-a-dire la ol il y a monopole d'Etat, alors
I'information contestataire est chassée des media.

Ainsi, sous ie probléme presse d'argent/presse d‘Etat s'en cache un autre gui ne le recouvre pas
entiérement : concurrence/monopole.

Pour qu'it y ait concurrence, il faut qu'il y ait pluralité véritable des sources d'information. Et c'est
dans et par la pluralité des sources que peut surgir l'information dans ce qu'elte a de dérangeant.
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En fait, il peut y avoir concurrénce au sein des systémes sous controle d'Etat, quand il y a
institutionnellement et socialement relative autenomie des sources. Les media d'Ftat, en France, sont
inscrits dans un systéme de concurrence comprenant la presse nationale, les radios périphériques, les

. grandes agences internationales. Il faut surcontrdler les media et clore hermétiguement la société pour
occulter les grands événements nationaux et internationaux. Mais, m&me dans les pays clos, des
informations étrangéres filtrent & travers le brouillage des ondes radios. La planéte subit mille contraintes,
mille censures, mille déformations locales et nationates dans I'information, mais, plus ou moins mal,
lentement, difficilement, I'infarmation circule. L'hégémonie des grandes agences anglo-saxonnes sur une
partie du globe contient en elie-méme |'antidote au monopole : la concurrence.

£dgar MORIN, Pour sortir du XXé sigcle, NATHAN Points, 1981 pp.44-46
* |e massacre de My Lay a lieu en mars 1968, L'information est étouffée dans/par I'armée U.S.
L'chstination d'un journaliste finit par la faire marginalement percer. En novembre-décembre 1969, elle
remplit tous les journaux américains.
QUESTIONS

1. Vous résumerei cet extrait en 220 mots. Une marge de plus ou moins 10% sera tolérée.
{8 points)
2. Expliquez les expressions suivantes :

- "des histoires archétypiques”
- “sertissage idéologique de I'information.” {2 points)
3, Commentez et discutez i'affirmation d'Edgar MORIN : "La concurrence entre journaux,

radios, télévisions, la concurrence des sources d'information donne des chances a
I'information que I'argent ou I'Etat veulent étouffer.” . {10 points)

Epreuve d'Anglais
Durée 2 heures Cogff_i__c_:_i_g_ant 2

(L'usage de Ia ealculairice et du dictionnaire sont interdits)

The Perils of Treading on Heredity

... The possibilities for gene therapy will be limited for the near future, If gene transplants are per-
formed on tissue cells —~bone - marrow cells, for instance — the altered genes will die with the patient ;
they cannot be passed on to any children the patient might subsequently have. Someday, however, it
may be possible to change genes in germ cells, which give rise to sperm or eggs. If that feai is accomplis-
hed, the new genes would be transmitted to one generation after another.

That is what most frightens the foes ¥ of genetic engineering. If biologists can change the course of
heredity, they can try to play God and influence destiny....

No geneticist is currently planning to transfer genes to human germ cells. Even though mankind
has been playing God sinee biblical times, rearranging the germ lines of ecrops and farnt animale to suit
bhuman needs, researchers do not advocate extending such genetic tinkering * to people. But medical
scientists have an obligation to protect humanity against disease and pestilence, Once it becomes possi-
ble to eradicate a gene that causes a fatal disorder, and thus keep it from passing to future generations,
it will be criminal not to do so. As director of the Human Genome Project , James Watson contends that
the research has a erucial humanitarian mission. Says he : "The object should not be to get genetic infor-
mation per se ¥, but to improve life through genetic information.”

Fartunately, the most ardent supporters of genetic research are the first to admit the potential for
abuse and see the need for ground rules *. Many ethicists and seientists whe have studied the issues

agree on certain basic principles :
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- Individuals should not be required to submit to genetie testing against their will,

- Infarmation about people’s genetic constitution should be used only to inform and never to harm. 20

- The results of a genetic assay * should be held in strict confidence.

- (enetic engineering in humans should be used to treat diseases, not to foster * genetie uniformity.
Knowledge is power, the saying goes. It can be dangerous, but it can just as easily ba used wisely.

"I do have fuith", says Case Western's Murray. "Not that the judgment of people is always right, but

that eventually we will preserve a good measure of fairness and justice. If we can absorb Copernicus and 25

Galileo, if we can absorb Darwin and Freud, we can certainly absorb mapping the human genome",

FOOTNOTES: Reported by Andrea Dorman/New York
and J, Madeleine Nash/San Francisco

€ * afoe : unennemi Time - March 1989

£10 * totinker : bricoler

£16 * perse : ensol

€17 * groundrule: réglede base

£22 * assay . analyse - essai - test -

£23 * tofester : favoriser - encourager

‘raduction en frang:iis : (10 points)
‘raduire de *No geneticist” (£8) — titre non inclus, jusqu'a * genetic uniformity” (€23).

tédaction en anglais : (10 points)

ne gentence in the text alludes to what man hap already changed in Nature (€9 créps — farm animals) ,
llustrate some of these changes with procise examples. Then, say why, when genetic engineering is
pplied to human beings the issues become completely different,

Epreuve de Mathématiques et Sciences physiques
Duree 4 heures _ Coefficient 4

1° partie : Mathématiques (durée 2 heures, coefficient 1,5)

Rappel: La clarté des raisonnements et la qualité de la rédaction interviendront pour ane part importante
dans | appréciation des copies.
L'usage des instruments de caleul et du formulaire officiel de mathématiques est autorisé,

EXERCICE 1 - (8 points)

On considére que la valeur X de la fluorescence de la "'chlarophylle « * en milieu océanique (exprimée
en millivelts) suit une lot normale de moyenne m et d'écart type @.

1, Une étude expérimentale a permis d'établir que :
P(X < 37) = 0,9332 ot P(X < 23,5) = 0,2266.

1.1. Montrer que m et o vérifient le systéme:
m+ 1,6 0 =37
m-0,75 a = 23,5
1.2, Endéduire les valeurs de m etde o,
2. On guppose désormaisque m = 28mVet ¢ = 6mV,

Une série de 80 mesures de 1a fluoreseence dans un océan a donné :

ﬂ“““ff:{’,“c"e" s:200 | T2o;2s[ | [25:300 | [soa6{ | [35:400 | [40;a8(

effectif ] 13 21 20 14 4
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2.1, Caleuler la moyenne de cetle série de mesures,
29  La différence ohservie entre la moyenne calenlée & la question 2.1, et la valeur théorique de 28 mV
est-elle significative au risque de % ?aunrisquede 1% 7
Rappel : si la varisble aléatoire T suit une loi normale N (0;1) nlors ona:
P(TI > 1,96) = 0,06

PP > 2,68) = 0,01,

EXERCICE 2 - (12 points)

Croissance d'une population dans un environnement limité.

Onnote x le nombre des individus de cette population & 'instant ¢ exprimé en jours,
Dans un environnement limité, I'effectif de 1a population tend vers une limite finie K.

Partie A : Etude expérimentale

Une culture de crustacés planctoniques donne les résultats suivants :

t (en jours) 0 2 4 6 B 10 12 14 16

x effectifs de la population 15 59 199 448 631 897 718 720 720

La population se atabilise & partir du 143me jour et done, dans cette expérience, K = 720.

Al

A-2

A3

Le plan est rapporté 3 un repére orthogonal avec les unités graphiques suivanteg :

1'em pour 1 jour en abseisse ;

1 ¢m pour 50 individus en ordonnée.

Représenter le nuage des 9 points de coordonnées (¢,x) sur une feuille de papler millimétrs.

Dans toute celte question, les valeurs numérigues seront arrondies au centibme le plus proche.

Onpuse.

A-2.1, BEtablir le tableau de valsurs (i,y) pour:
’ ¢t ¢{024,68,10,12}
A-2.2. Déterminer par la méthode des moindres earés une équation de la droite d'ajustement de ypar

rapporta {.
A-2.3. Déduire de la question préeédente x en fonctionde ¢.
Dans cette question, pour ¢ = 0, 0n prend :

720
+ e-n:rst + 3,88

x=f({t)y=

1
A-3.1. Calculer

limf (¢)

e I ]
A-3.2. Caleuler 1'(¢), En déduire le tableau de variation de f sur [0; + o[,

Tracer la courbe représentative de £ sur la méme fouiile de papier millimétré (employer doux
couleurs différentes).
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Partie B : Etude théorique

On suppose que le nombre d'individus x vérifie pour ¢ € [ 0; + [ 'équation différentielle

Kdx
2K =x)

= rdi avecD < x < K,

et la condition initiale x (0) = xg, 0U x est un entier-positif donné et r un nombre réel strictement
positif,

B-1  Vérifier quesur]¢,K(ona:

1 K

+ —=
K=x xK-2

R~

En déduire une primitive de la fonction h définie sur } 0,K{ par:

K
K —x)

hix) =

B-2  Résoudre I'équation différenticlle (E) en tenant compts de 1z condition initiale.

B-3 . Enprenant K = 720 et xp = 15, trouver 'expression de x en fonctionde ¢,
Comparer avec l'sxpresgion trouvée dans la partie A.

En déduire une valeur approchée de r.

2° partie : Sciences physiques (durse 2 heures, coefficient 2,5)
Rappel: La clarté des raisonnements et la qualité de la rédaction interviendront ponr une part

importante dans Pappréciation des copies.

Seul I'usage d'une calculatrice électronique, autonome, non imprimante, A entrée unigque
par clavier, est autorisée pour cette épreuve.

LE SUJET COMPORTE TROIS QUESTIQONS INDEPENDANTES,

1.~ Radioactivité (6 points)

1,

2.

L'isotope 14 du carbone (14C) est émettenr §-;

- Préciser la nature de la particule fi-,
- Eerire I'équation de désintégration de 14C,
- Enoncer les lois de conservation utilisées.

11 existe un équilibre dynamique dans tout organisme vivant entre I'apport de 14C ot la disparition
do ce radio isotope par désintégration. Par suite tout-organisme vivant a , du fait de la présence de
14C, une activité radieactive par unité de masse de carbone, notée A, constanto et égale & 285
Bg/kg.

- Donner la définition du becquerel (Bg).

La demi-vie du carbone 14 (14C) est de 5715 ans,

- Définir la demi-vie d'un radio isotope,

Déterminer le nombre d'atomes de 14C contenus dans 1 kg de l'élémant carbone provenant d'un
échantillon végétal contemporain,
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4, Un échantillon végétal fossile ne présente plus quiune activité massique de 85 Bg/kg de carbone.

- Déterminer le nombre d'stomes 14C réaiduels par kg de carbone de cef échantillon,
. Endéduire 'sge approximatif de 'schantillon fossile.

Dounées: - Extraitde la classification périodique.
qHe; sLi; 4Be; sB; ¢C; 1N 805 o F; solNe

2.~ Cinétigue (8 points)

1. Préeiger britvement le rdle d'un catalyseur lors d'une réaction chimigque .
Définir la catalyse homogine el citer un exemple de ce type de catalyse sans préciser le mécanisme

mis en jeu.

2. Eerire Ia relation montrant Yinfluence do la température T sur la congiante de vitesse k d'une
réaction chimique. Cette relation, dite relation J'ARRHENIUS fera apparaitre I'énorgie d'activatior.

3. Une réaction chimicque a une énergie d'activation de 170 kJ.moi! que I'on supposera indépendante de
1a température. A 800 K, l'emploi d'un catalyseur miltiplie sa vitesse par un facteur 104. Calcules
I'snergie d'activation avec catalyseur A cette température. R = 8,314.J.mol- LK~}

4. A quells température la vitesse de la réaction sans catalyseur serait-elle Ja méme que 1a vitesse de le

réaction avec catalyseur a BO0K? .
3. Chimie oxrganigue (8 points)

1, Onfait réagir du benzéne et dl%?ﬂ?‘éthana on prégence de chlorure d'aluminium AIC]; anhydre.
a) Donner le nom et |3, formule brute et semi-développée du corps A obtenu.
b) De quel type de réaction s'agit-il 7

2. A réagit & son tour avec du chlorure d'éthanoyle CH3 COC), également en présence de AICL:
anhydre, pour donner majoritairement un corps B.
a) Donner la farmule semi-développée et 1a fonetion oxygénée présente dans B.
b) Quel est 'intermédinire réactionnel qui réagitavec A 7

¢) Aurait-on obtenu le méme corps B si, en part.'ant toujours du benzéne, en avait interverti V'ordre
des réactions déerites en @ et @ ? Justifier la réponse.

On rappelle que le groupe 6thyle est donneur alors que le groupe éthanoyle est accepteur.
3. Proposer la succession de réactions qui, & partir de 1'sthanol, permettrait d'obtenir le chlorure

d'6thanoyle, I est demandé d'indiquer les réactifs nécessaires sans qu'il soit bescin de préciser let
conditions opératoires. .

Epreuve de Sciences biologiques fondamentales et génie
biologique  Durée 4 heures _Coefficient 6
LESLEVURES '

*Depuis les épogues sumérienne, babylonienne et probablement depuis beaucoup plus longtemps encore, los
levures, champignons ascomycdtes unicellulaires, jouent un réle important dans les activités humaines,
fournisgant notamment, par leurs fermentations,le pain, la biére et le vin, Actuellement, les levures
représentent toujours le premier groupe de miero-organismes au plan industriel,avec des chiffres d'affaires
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exprimés en milliards de dellars.Mais, parallé]e.ment A leur importance économique, les levures se sont, aussi
affirmées comme des objets privilégiés de recherches biclogiques ; récemment, des suceds éclatants ont 6t6
enregiatrés dans le domaine des biotechnologies..."

I-

(Biofutur "3pécinl Génomes™, N°94, Octobre 1990),

L'anatomie, les besoins nutritionnels et la reproduction des levures (25 points)

11,

1.2,

1.3.

Anatomie structurale (5 points)

Préciser la (les) différences structurales(s) fondamentale(s) qui existe(nt) entre une levure et une
bactéria.

Types trophiques (5 points)

La levure se déveleppe bien sur le milieu liquide de SABOURAUD (Composition : peptone pepsique de
viande, hydrolysat trypsique de caséine, glucose), & I'obscurité ou a la lumiére, en présence d'air, On
n'ohserve aucune culture sur milieu minéral avec atmosphére enrichie de COZ2. Dans certaines
conditions "d"asphyxie" quelques levures développent un pouvoir fermentaire trés exploité dans
Tindustrie.

Préciser, en les justifiant, le type traphique énergétique, le type trophique par rapport & la source de
carbone et le type respiratsire de la levure,

Cycle de reproduetion (16 points)

Lalevure Saccharomyces cerevisiae présenta une phase de reproduction végétative par
bourgeonnement. Si les nuteiments viennent & manquer,le neyau cellulaire diploide de cette cellule
végbtative est le sidge d'une mélose et donne quatre spores dans un asque {deux spores de type a et
deux spores de type f). Une spore de type a et une spore de type B peuvent fusionner pour former un
zygote qui se multipliera par bourgeonnement, :

1.3.1. Représenter sous la forme d'un schémp clair et précis le cyele biologique (eycle de reproduction)
de cetie levure.

1.3.2. Pendant un cycle cellulaire aboutissant & une méiose, présenter & I'aide de schémas ou de
courbes commentés, l'évolution :
- de la quantité totale I’'ADN par celluie,
- du nombre de chromosomes par cellule,
~du nombre de chromatides par chromosome.

Les levures et la viticulture (50 points)

De nombreux glucldes sont susceptibles d'étre dégradés par les levures. Le glucose est le point de départ de
voies métaboliques essentielles !ﬁgure dont certaines, comme la fermentation éthanolique, ont
d'importantes applications pratiques.

2.1,

Les sources de glueose (15 points)

Certains osides peuvent 6tre ulilisés comme source de carbone & la levure posséde les enzymes
permettant leur hydrolyse,

2,1.1. S.cerevisiae posside, entre autres, une amyloglucosidase (glucoamylase) extracellulaire et une
invertase (B-fructofuranosidase) périplasmique, L'amyloglucosidase hydrolyse principalement
les liaisons a- 1,4 de l'amidon et des dextrines en commengant par les extrémités non
réductrices'mais elle u aussi une detivité secondaire sur les linisons o-1,6.

Représenter une partie de la molécule d'amidon et indiquer les points d'action de
l'amyloglucosidase, ~

2.1.2. Chez S.cerevisiae , I"absorption du glucose se fait par un méeanisme de "diffusion facilitée” avec
un "systdme congtibutif”,
Denner la signification de ces deux expressions.

2.1.3. Lesaccharose est généralement hydrolysé par l'invertase & l'extérieur de la membrane
plasmique, ]
Donner lu formule du saccharose et écrire 1'équation de la réaction catalysée par Hinvertase.

2.1.4. Le saccharose peut cependant aussi traverser cette membrane par un mécanigme de "transport
actif de type symport-H + avee échange paralldle d'ions K+,

Expliquer ce mécanisme,
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Figure 1
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2.2, Ladégradation du glueose en pyruvate (13 peints)

2.2.1.* Phosphorylation préalable: citer les enzymes qui peuvent catalyser cette phosphorylation et
justifier le fait que cette réaction soit irréversible.

2.2.2. Principale vole de dégradation du glucose phosphorylé: la glycolyse
2.2,2.1. Distinguer les deux grandes phases de la glycolyse.

2.2.2.2. Préciser ln principaleétape qui régule la vitesse de la vole glycolytique et indiquer
sommairement par quel mécanisme s'exerce cette rigulation.

2.2.2.3. Expliquer, & partir d'un exemple précis la notion de couplage énergétique.

2.3. Lesdestinées du pyruvate formé (22 points)
Elies sont différentes selon que la levure croit en aérobiose ou en anaérobiose.

2.3.1. Enaérobiose
Le pyruvate ost d'abord décarbaxylé en acétyl-CoA grice au systéme pluri-enzymatique de ia

pyruvate déshydrogénase (pyruvate DH). Ce complexe enzymatique o &té étudié chez
Saccharomyces carlsbergensis et chez S, cereviziae. .

Km pour la pyruvatea pli 8,1 = 250 pmol.1-1 650 pmeol.I-1
apligh = 180 pmol.1 130 pmol.I-1
Km pour le Coenzyme A . 11 pmol M 14 pmol.1-

(données extraites de : Biotechnologies des levures - LARPENT),
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Pour les deux espéces de Saccharomyces, la pyruvate DH est inhibée par I'acéty]-CoA de fagon
- compétitive vig-ii-vis du coenzyme A
- non compétitive vis-a-vis du pyruvate.

2.3.1.1. Comparer, en les discutant, los valeurs des Km dennées,

2.3.1.2. Donner 1'alture des courhes des inhibitions obssrvées (représentation linéaire au
choix). Préciser les caractéristiques de chaque type d'inhibition.

2.3.2. Enanaérobiose
8. cerevisine produit de I'éthanol.

2.3.2.1. Ecrire les équations des réactions conduisant & I'éthanel.,

2.8.2.2. Souligner les intéréts de ce métabolisme:
- pour la levure,
- pour le viticulteur,

2.3.3. Effei PASTEUR
Chez la levure, la fermentation aleoolique est ralentie en présence d'oxygéne : c'est 1'sffet
PASTEUR. )
Expliquer ce phénomane en présentant un bilan fnergétique du catabalisme du glucose en
présence et en absence d'oxygéne.

8- Les p;arformnnees'des levures dans la produciion de biomasse (30 points)

Dufait de leur richesse en protéines et vitamines B, len levures sont utilisées pour couvrir les begoins dans
I'alimentation animale, voire humaine.

3.1.

3.2,

3a.

3.4.

3.b.

Critéres de choix des microorganismes (7 points)

Préciser les eritéres utilisés pour cheisir un micro-organisme productour de protéines, Indiquer si les
levures correspondent & un bon choix par rapport aux autres micre-organismes.

Bubstrats de fermentation (3 points)

Denner des exemples de substrats utilisés préférentiellement en ferthentation pour quo cette
production soit économiquement intéressante,

Procédé de fermentation (8 points)

Ce sont les systdmes de cultures continues en fermenteur type “gas-1ift” ("gasosiphon™ pu en
fermenteur & boucle ("deap-jet”) gui sont essentiellement retenus. On choisit un taux de dilution
volsin de la vitesse apéeifique de croissance maximum (mais 1égérement inférieur),

- Définir le taux de dilution d'une eulture continue, et exprimer sa relation avec la vitesge
d'seeroissement de la blomasse,

- En déduire, en justifiant la réponse, le principe de culture continue sur laquel s'appuie le procéds,
-Schématiser le principe de fonctionnement, de chacun des deux types de fermenteurs mentionnés,

Suivi de production {4 points)

Exposer une méthode permettant de mesurer la biomasse en cours de fermentation. Quels sont les
paraméires utiles a la description de la cinétique de production ?

Intérat économique deg productions micrabiennes (8 points)

36,1, Les"P.0.U" correspondent & des productions lourdes 2 faible veleur ajoutde.
Donner la signification de "P.0.U.", et définir les expressions *production lourde™, "valeur
ajoutde”.

3.5.2. Donner un exemple de production & forte valeur ajoutée. Justifier la différence entre cas deux
types de production.

35.3. La preduction de blomasse n'a pas toujours comme finalité 1a production de protéines, Citer
une autre perspective de production,
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DEUXIEME PARTIE : PRODUCTION DE L'THORMONE DE CROISSANCE PAR DEB CELLULES
BACTERIENNES (61 pointa)

1. Production m'r une souche de Bacillus subtilis transformée (32 points)

Gracedla teoﬁnique de I'ADN recombinant, on a pu faire secréter I'hormone de croissance par B. subtilis.

1.1. Stleetion de la souche producirice

La souche utilisée, appelée souche MT408, est un mutant présentant une double déficience en protéase
alealine et neutre (apr© nprd ), Montrer 'importance de ce choix,

1.2. Optimisation des performances
Des chercheurs ont tenté d'améliorer génétiquement le Bacillus MT 400 avant de lui faire produire
1'hormone de croisgance.

Dans ce but, ils ont introduit dans la souche MT 400 un géne provenant d'une autre espice de Bacillus,
le géne Sae Q. Il ont obtenu deux souches nouvelles

- la souche MT400 (p NP 181) dans laguelle le géne supplémentaire est porté par un plasmide,
- la souche MT430 dans laquelle le géne est inséré dans le chromosome bactérien,
Liefficacité des différentes souches est comparée par 1'étude de leur activité caséinolytique (doc. 3).

DOCUMENT 3

Halo formation on a casein plate. A, 207-21(apr npr*) which is a parent strain of MT400; B,
MT400; C, MT400(pNP181); D, MT430. These strains were inoculated onto a casein plate and incubated
at 37° C for 60 h. .
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1.2.1. Présenter le principe et le mode opératoire de la méthode proposée dans le document 3 .

1,22, Comparer les résultata obtenus, Quelle(s) souche(s) peut-on choigir en vue de Ia production de
I'hormone de crolssance 7

1.3. Etude de la production de 'hormone de croissance

L'optimisation des performances de la bactrie réceptrice étant réalisée, le vecieur d'expression
portant le "géne " de 'hormone de croissance (plasmide ph GH 427) est introduit dans les bactéries par
transformation de proteplastes.

1.8.1. Quel estle mode d'obtention du "géne" de 'hGH & intégrer dans le vecteur d'expression ?

1.3.2. A l'side du ealeul de la preductivité spéeifique {exprimée en mg |1, h-1 UA-1), déierminer
quelle est la souche la plus performante pour la prodiction de 'hormone do troissance (duc.{i_A)

@ Secretion of hGH DOCUMENT 4

The plasmid phGH427 was introduced into B. subtilis MT430 and
MT400 by protoplast transformation. Both transformants were cultured for
15 h at 30°C and the accumulated hGH in each medium was  mesured, The
strain MT430 harboring phGH427  secreted 50 mg. 17% hoH whereas
MT400(phGHA27) secreted 11 mg.1">. As for growth, the cell density was
the same in both cultures (A500, 8,5). Since this indicated that the hGH
productivity in MI430(phGH427) was improved 4,5-fold, We examined the
feature of hGH secreticn from the transformant using a 7-1 reactor.
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La production de 'hGH est réaliaée, au laboratoire, dans un fermenteur de 7 litres.

1.3.3.
1.3.3.1. Le document 4B montre 'évelution de différents paramétres
- Analyser les courhes de croissance et de production d'hormone de croissance.
. Déterminer les paramétres d'état de la croissance et de la produetion.
- Commenter V'allure des courbes de pfl et d'oxygéne dissous (% DO2).
1.3.3.2. A partir de 'analyse des courbes des documents 4B et 5, déduire un moyen
d'améliorer la productivité en hormeone de eroissance.

1.8.4. Afin de déterminer si I'hormone produite par génie génétique est bien strictement identique &
'hormane hypophysaire, le surnageant de eulture est soumis & une double immunediffusion
gelon le modéle figurant dans le document 6.

Quels résultats peut-on préveir pour A, B et C, si 'hormone esi bien eonforine ? Représenter
ces résultats sous forme schématique et les Justifier,
DOCUMENT 5 200 - J
pH -8
I
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Secretion of hGH by medium exchange method. The strain MT430
(phCH427) was cultured at 40°C in 150 mi of medium. After 18 I, cells

vere
The

harvested and transferred into the same volume of fresh medium,
cultivation was then continued under the same conditions as first

culture.
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Double immunodiffusion test of hGH,
(A) pituitary dorivated hGH ; B
(B) enlture supernatant of B.gubtilis MT430 ;

(C) culture supernatant of B. subtilis MT430 (phGH427) .
Antiserum against human pituitary GH was applied in the center well, A

'DOCUMENT 6 C O
O

2, Productign par une gouche d'Bscherichia coli transformée (20 points)

Comme pour Bacillus subtifis, des fechniques du génie génétique ont permis de transformer une. souche
d'Escherichia coli K12 en une souche productrice d'hormone de croissance : B, coli K12 RV308.

2.1

2.2,

2.3.

Obtention de I'hormone

L'hormene produite par les bactéries tranaformées s'accumule dans Pespace périplasmique bactérien,

Pour obtenir V'expuilsion de "hormone dans le milieu extérieur, on utilige la technique du choc

esmotique en plongeant successivement les bactéries dans une solution hypertonique puis dans une

solution hypotonique.,

- Al'aide du document 7A, montrer quel peut tbre Vintérét de procéder ainsi plutdt que d'effectuer
une lyse des eollules bactérisnnes 7

Pyrification de I’hormone

Llextrait ohteny par choc osmotique, doit subir plusieurs étapes de purification,

La purification a pour but d'obtenir une hortnone trés pure et de strueture identique a celle de
I'hormone naturete en éliminant les contaminants liés & 1a bactérie productrice.

2,21, A partir du doeument 7A, retrouver les différentes élapes de la purification. Montrer
I'efficacité de cette purification I'hGH.

2.2.2. Quelle est la signification du sigle SDS el quel est le réle du SDS dans ce type

d'électrophorése 7

223, Quels types de chromatogruphie réalise-t-on avec lo Q-sépharase* Fast Flow et avec le
Séphacryl 5-2007

(*Q comme quaternary)

2.24. Expliquer pourquoi le Séphacryl $-200 est utilisé ici plutdt que le Séphaeryl s-400, (documents
TA et 7B), ’

Vérificatlon de la conformité structurale de hormone séerétde : par étude comparative des “cartes
trypsiques” (document 8).

2.3.1, Quelestle made d'action de la trypsine 7

2.9.2. Combien obtient-on de fragments aprés hydrolyse trypsique 7

2.3.3. La chromatographie HPLC réalisée sur calonne Aquapore RP-300 est dite de phase réverse,
Donner la Bigniﬂcatio_n de l'expression "phase réverae”.

2.3.4. Que peut-on conclure d'une comparaison rapide 7 Justifier bridvement,
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@ Analysis of hGH purifieated fractions
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DOCUMENT 7

Analysis of hGH purification by SDS-PAGE. The
purity of hGH after cach purification step was assessed
on a non-reducing SDS-pelyacrylamide gel. The gel was.
12% acrylamide and was run at 20 W constant power.
Following electrophoresis the gel was stajned with
Coomassie blue R-250. Lanes:(I) hGH standard;
@ hGH total cell lysate; @ hGH periplasmic
fraction (13 #s):@Q Sepharose Fast Flow pool (60 22}

@ephacryl §-200 pool (25 xB).

The total ceil lysates were prepared
by centrifuging an aliquot of the cell culture and adding
1SDS_sample buffer to the cell pellet] An amount
equivalent to approx. 0.05 Ao was Toaded into cach of
lanes 3

Molecutar mass markers areindicated and
the arrow points to hGH in the total cell lysate.

Table

Purification of hGH from the periplasmic fraction of £.
coli RV305/ hGH

Step Protein hGH Specific Purifi- Yield
(mg) (mg) activity cation (%)
: (%) (-fold)

Total cell Jysate ND _ND £ ]

024

0.1

Globu'lar proteins

e
7

£ L
7
//é)

yd

N

z
4

40?

AQ¥

108

Periplasmic {rac- 934 284 304 5 100
1ion

Q Sepharose Fast 24,6 223 9).6 15 78
Flow

Sephacryl 5-200 ND 202 »%* >15 M

Human growih hormone was purified from the
periplasmic fraction derived from 1.0 1 of culture grown
10 @ cell detisity of Aso= 1.6, ND, not determined.
*The specifi¢ aciivitics of the 1o1al cell lysaie and of the
Sephacryt 5-200 pool were estimated by densiometric
scanning of an S$DS-polyacrylamide gel

Selectivity curves.
Globular proteins in agueous buffer.

{__

406
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DOCUMENT 8

®

Tryplic maps comparing secreted hGH
with hGH standard. *

.

The tryptic
peptides were separated by. reversed-phase HPL.C on an
Aquapore” RP-300° column (0,45 x 25 cm, Brownles
Labs) using a gradient. generated from two solvents: a,
0.1% wriflucroacetic acid in water: and b, 0.1% trifluore-
acetic acid in acétonitrile, The gradient was 0-20% bin
20 min, 20-25% b in 20 min, and 25-50% b in 25 min,
The How rate was 1.0 ml/min. A 100 4l aliquot of each
digest was injecied onto the column and the efution of
the peptides was manitored specirophotomettically at
220 nm. Panel A shows the hGH primary structure and
the tryptic peptides derived from this sequence |, Panet
B shows the tryptic map of secreted hGH superimposed
on the tryptic map of standard hGH. The numbers cor-

_respond. to the numbered peptides shown in panel A,
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2.4. Produetion industrielle de I'hermone :

Actuellement, en France, seule la production par une souche d'Escherichia coli transformée est

exploitée industriel! 1t, en fermenteurs de 500 litres.
Au cours des différentes &tapes de la produetion, des contriles sont réalisés.
- Citer trois exemples de tels contréles.

TROISIEME PARTIE:

On procéde & une étude comparde de 11 )
lymphomateuses de rat Nb2, en fonetion de la teneur du milieu

par le decument 9,

1. Justifier I'atilisation de 1a thymidine tritiée.
2. Que penser de l'efficacité de la rhGH ?
8. Quella est la concentration optimale de la rhGH dans ce type de test biologique ?

DOCUMENT#

c.p.m.

counts for
minute 40000

30000
20000

10000

2000

The rhGH form was tosted on Nb2 cells, a rat lymphoma cell
line that respends to human growth hormane with an increased
rate of proliferation.

A . L

0.003 0.030 0.300 3.000 30.000 300.000
Dose Peptide (ng  m#)
Doge dependent stimulation of Nb2 cells. The celis were
ineubated in the presence of indicated concentrations of rhGH
{-0), hGH (-#-) (from TANAKA).

rhGH : hormona de croissance humaine recombinge.
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TEST BIOLOGIQUE DE CONTROLE DE L'EFFICACITE DE
L'HORMONE DE CROISSANCE RECOMBINEE (rhGH) (6 points)

ncorporation de thymidine tritiée par une lignée de cellules
en rhGH et en hGH, Les résultats sont présentés



Epreuve professionnelle de synthése
B : réalisation pratique d'opérations de génie biologique
: Durée : 8 heures coefficient 8

Documents personnels non autorisés
Quelques opérations de génie biologique
Premier jour : (durée : 6 h 30)
La sujet comporte 3 parties indépendantes qui peuvent étre réalisées dans un ordre différent de celui de leur
présentation, :
ldreparte : Titrage de la lactoferrine par électro-immunadiffusion
2bme partie; Etude de la croissance d'une souche de E, coli
déme partie : Etude d'une enzyme soluble at immobilisée.

Les candidats sont invités apras lecture du sujet et avant toute manipulation, & élaborer une organisation
chronologique du travail domands,

Ila tiendront compte dos temps d'attente des différentes opératlons et des indications données en début de
séance.
PREMIERE PARTIE: TITRAGE DE LA LACTOFERRINE

La lectoferrine est une protéine présent.e'dans le lait, Son dosage est réalisé ici par électro-immunodiffusion
{technique de Laarell).
1. Préparation des lames : préparer deux lames selon le protocole suivant ;

- ajouter, & 'alde d'une pipette chaude, 0,12 mé dé sérum anti-lactoferrine {préchauifé & 58°C) dans 3,6 m¢
de solution tamponnée d’agarose & 1% dans lo tampon Véronal matntenue au bain thermostaté & 56°C,

- mél.anger

- placer une lame de verre préalablement glacte et séchée {fournie) sur une surface parfaitement
- horizontale et verser le contenu du mélange agarese-immunsérum sur cette lame, en le répartissant
bien.

- laisser solidifier le gel puis placer les lames & 4°C pendant 1/2 heure (ou plus}. (remarque : ne pag omettre
de repérer les lames de fagon indéléhile).

- ereuser sur chaque lame 3 résorvoirs de 2,5 mm de diametre, Les rédservoirs sont placée & 1,6 cm d'une
oxtrémité de la lame et 1a distance entre lo réservoir contral et les réservoirs latéraux est de 7 mm,

2. Dilution des golutions de lacteferrine

On dispose d'une solution de lactoferrine de référence i 4 g/f et d'une solution inconnue :

- préparer, & partir de la solution de référence, des dilutions 16, 175 1/10 et 1/15 dans le tampon
véronal.

- diluer la selution inconnue au 148,

3. Dépdte et migration

- placer les lames sur les supparts de cuve st déposer judicleusement les échantillons diluéa A raison de Tué
par réservoir,
(remarque :.il est primerdial de commencer la migration le plus rapidement passibile aprés le dépdt des
échantillons),

- laisser migrer sous une tension de 35 2 40 volts/fame pendant au moine 2 heures.
(remarque : la migration pourra se prolonger aprés la fin de I'épreuve).

- Indiquer aux examinateurs le temps de migration déji éeoulé. Ceux-ci se chargeront de rotirer les lames
et de les garder on chambre humide. 93-19 o



DEUXIEME PARTIE: ETUDE DE LA CROISSANCE D'UNE SOUCHE B'E. COLI

Vérification de la corrélation entre I'absorbance (Agog) et le nombre de bactéries (N} dans un milieu.
2.1. Suivi de la croissance et détermination du taux de croissance,

.. Ensemencer I'Erlenmeyer contenant déja 90 mi de milieu, avec 10 ml de préculture de la souche fournie.
- Homoganéiser soigneusement et placer au bain-marie agité 4 37°C.
- Suivre la croissance par mesure de 'absorbance 4 600 nm toutes les 20 minutes.

Effectuer un nombre suifisant de mesures pour déterminer le taux de croissance.
Remarque ! fournir les mesures au fur et & mesure aux examinateurs.

- & partir de l'équation de croissance, calculer les paramétres cindtiques de la souche et donner
brigvement leurs définitions et unités,

- donner le tablean des valeurs expérimentales,

- tracor les graphes Aggy = F(t)et Lin Aggo = [(t)

- ealeuler les paramétres cinétiques de la souche en justifiant bridvement le choix des points
expérimentaux utilisés pour ces caleuls, ’

2.2, Vérification de la corvélation Agon/N par numération en milieu solide.
- Aucours du suivi de croissance de la souchs, prévoir un prélévement pour réaliser des dilutions en vue
d'une numération en milieu solide,
Sachant qu'a une absorbance de 1 & 600 nm correspond environ 2,5 108 UFC/mé, réaliser les dilutions
nécessaires pour effectuer le dénombrement.
Ensemencer, en double, 3 dilutions dans la masse.

- Donner l'absorbance du prélévement avant dilution et indiquer I'heure de prélévement,

_ Justifier les dilutions réalisées et ensemencées et donner P'ordre de grandeur des numérations
attendues sur les boltes.

TROISIEME PARTIE: ETUDED'UNE ENZYME SOLUBLE ET IMMOBILISEE

La p-fructosidase de levure E.C.3.2.1.26. (ou invertase ou saccharase) catalyse 'nydrolyse du saccliarose en un
mélange équimelaire de fructese ot de glucose appelé souvent sucre inverti.

Une unitéde p- fructosidase est définie comme la quantité d'enzyme qui catalyse I'hydrolyse d'une
micromole de saccharose par minute 4 30°C et A pIl = 4,7,

La détermination de Vactivité fait appel au dosage du sucre inverti formé par la méthade absorpliométrique
utilisant I'acide 3,5 dinitrosalieylique (3,6 - DNS).

Les opérations & réaliser sont les suivantes :

1. Réalisation d'une gamme d'étalonnage pour le dosage du sucre inverti.

2. Détermination de l'activité enzymatique de la préparation de p- fructosidase fournie.

8. Immobilisation de I'enzyme en billes d’alginate et détermination de Vactivité enzymatique de la
préparation obtenue,

8.1. Gamme d'étalonnage

Le 3,5 DNS (acide hydroxy- 3,56 - dinitrobenzolque ou acide 3,5 - dinitrosalieylique) forme
guantitativement avec les sucres réductsurs un dérivé rouge orangé (Facide 2-hydroxy, 3-amine, b~
nitrobenzoique) dont on mesure I'absorbance 4 B30 nm.

8.1.1. Réactifs

- Tampon acéto-acétique (éthanoique/éthanoate) pH = 4,7
. Solution étalon de sucre inverti & 5,0 mmol.£-1 (Glucose b mmol.&1 et Fructose & mmol.£-1)
- Solution de saccharose A 0,5 mol.£-1
- Réactifand,b-DNS
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3.1.2. Mode opératoire
Réaliser en tubes & essais la gamme suivanta ;

mf de golutien élalon de sucre inverti 0 0,2 0,4 66 08 1,0
mé d'eau déminéralisée 1 08 0,6 0,4 0,2 . @
mé da saccharoge * <- 1

mé de tampon pH 4,7 < : 1

mf de réactif ou 3,5 - DNS (en burette < 8 -

ou distributeur)

*Remarque : l'addition de saccharose permet d'obtenir un tracé de courbe d'éielonnage passant
par le zéro.

Boucher les tubes avec du papier d'aluminium et les placer au bain-marie bouillant & gros
bouillons pendant 5§ minutes exactement, Puis, refraidir dans l'eau glacée et ajouter 15 mé d'eau
distillée. Agiter, attendre enviven 15 minutes,

Lire I'sbsobance & 530 nm contre le témoin.

3.2. Mesure de l'activité dola B- fructosidase soluble
3.2,1. Réactifs
- Tampon acéto-ucétique (6thanoiqueéthanoate) pH = 4,7
- Solution d'enzyme i 0,25 mg,mf-1
- Solution de saccharase & 0,5 moe-1
- Réactifau 3,6 - DNS

3.2,2, Mode opérateire

Préparér 10 m¢ de dilution au 1/20&me en tampon pH 4,7 de la solution d'enzyme fournie.
La détermination de 'activité et 'immobilisation seront effectudes avec cette dilution.

. Préparer 3 tubes & essais marqués respectivement Eg, E; et To.
Dans cos tubes, introduire ;
- 1,00 m€ de solution de saccharose & 0,6 mol, -1
. 1,90 m¢{ de tampon pH = 4,7,
Préineuber environ 5 minutes & 30°C,

Déclencher lu réaction enzymatique par addition de 100 p€ de dilution de la solution enzymatigue.

Arréter la réaction enzymatique par addition de 2 m¢ de réactifau 3.5 DNS, aprés respectivement
2 minutes (B2} et 7 mimites (7) d'incubation 4 30°C. ’

Dana le tube Ty , ajouter le réactif au 3,6 - DNS avant l'enzyme.
Traiter ensuite les tubes comme la gamme d'¢tulonnage.

3.3. Immobiligation de 'enzyme par inclusion

La méthode d'immobilisation utilisée consiste a empﬁsonner l'enzyme dans le résenu d'un gel d'alginate.
Un mélange de solution enzymatique et d'alginate de sodium est dispersé goutte & goutte dans une
solution de chlorure de calcium : en présence de calcium, I'alginate se g6lifi¢ sous forme de billes,

La détermination de U'activité de I'enzyme immobilisée est effectuée dans des conditions identiques 4
celles du paragraphe 3.2.2,

3.3.1. Réactifs
- Tampon ncéto-acétique (éthancique /éthancale) pH = 4,7
- Alginate de sodium & 3% dégazé '
+ Chlorure de caleium & 150 mmol. &t
- Solution de saccharose a 0,5 mol.£-1
- Réactifau 3,6 - DNS
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3.3.2. Mode opéraloire
3.3.2.1. Immabilisalion
Dans un flacon & prélévement , gjouter :

-0,6 m! de solution d'enzyme diluée au 1/20éme
- 2,5 i d'alginate de sodium

Mélanger le plus complétement pessible avec un agitateur de verre en évitant
_d'introduire de Vair. _ _

Disperser la totalits du mélange dans environ 50 ml de chlorure de calcium en lalssant
tornber les gouttes de 10 ¢ de hauteur avec une pipette graduée de 5 mé,

Laisser séjourner les billes formées pendant 30 minutes dans le chlorure de caleium puis
les rincer rapidement A l'eau déminéralisée et les égoutter sur papier filtre. .

Compter le nombre de billes obtenues.
3.3.2.2. Réaction enzymatique avec l'enzyme immobilisée.
Préparer 2 tubes & essai (ou petits flacons) marqués respectivement A€2 et AfT avee:

. solutiontampenpH:47 1mé
- eaudistillée 1mé

Préincuber 5 minutes & 30°C.
Ajouter 10 billes dans chaque tube (ou flacon).

Déclencher la réaction en ajoutant le substrat = 1 mé et déclencher IMMEDIATEMENT
LE CHRONOMETRE.

Agiter fréquemment ; ineuber les cosais A£2 ei AT respectivement 2 et 7 minutes
EXACTEMENT (arréter la réackion en transvasant les phases liquides respectivement
dans 2 tubes i essais, contenant déja obligatoirement 2 me de réactif au 3,5-DNS).

Mélanger, porter immédiaternent au bain-marie beuiltant & gros bonillons pendant 5
minutes exactement, ’ )

Refroidir dans V'ean glacée ot ajouter 15 mE d'eau distillée.
Laisser reposei' environ 15 minutes.
Lire I'absorbance & 530 nm.

3.4. Compte-rendu

3.4.1. Présenter sous forme de tableaux les absorbances obtenues pour la gamme et pour lea
déterminations d'activitfs.

Tracer la courbe d'étalonnage.

3.4.2. Déterminer le nombre de micromoles do guere inverli formé par minute dans le milisu
réactionnel en présence d'enzyme soluble et en présence d'enzyme immobilisée.

3.4.3, Caleulor Pactivité enzymatique de la solution d"enzyme fournie en ULmé-1, Caleuler
'activité spécifique en UL mg-1.

3.4.4, Calculer:
- Mactivité initiale totale de I'enzyme soluble.
. l'activité totale aprés immabilisation,
En déduire le pourcentage d'activité immobilisée.
Déuxiéme jour : (durée :1 h 30)
1are partle‘ : Etude dq la croissance d'une souche de E. coli {auite)

2ome partie: Dosagedela lactoférine (suite)
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lére partie : Etude dela ¢roissance d'une souche d'E.coli
Vérification de la corrélation Aggn/N par numération en miliey solide.

- Dffectuer les comptages sur les holtes.

- Laisser los holtes sur la paillasse en fin d'épreuve,
2.1, Présenter le tableau des résultats des numérations.
2.2. Caleuler la corrélation trouvée entre Aggg et 1a population viable,

2.3. Comparer avec la corrélation donnée le premier jour,

2éme partie: Titrage de I lactoférrine (Blegtro-Immunodiffysion) ; résultaty - conelusiong

3.1, Mesurer la hauteur des pics obtenus,
{Remarque ; la solution de lactoferrine n'ayant pas été purifide, il est possible que certaing
précipités contiennent plusieurs pies emboités. On ne tiendra compte, dans ¢o cas, que du pic le plus
haut), ’

3.2. Tracer la courbe des hauteurs en fonetion des concentrations en lactoferrine.

3.3. Déterminer la coneentration en lactoferrine de la solution inconnue,
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Epreuves de la session 1994

Epreuve de Francais
Durée 4 heures Coefficient 2

SYNTHESE DE DOCUMENTS
Vaus ferez une synthése objective, concise et ordonnée de ces documents relatifs A I'idée de

défense nationale puis dans une bréve conclusion vous exprimerez vos réflexions persenneltes sur
la question.

DOCUMENTS

1) P.GARRIGUE : extrait d’'une conférence, 16.2.1988

2} Victor HUGO : "O soldats de 'An Deux |" Les Chatiments, 1853

3) G, dePUYMEGE ; Le fanatisme, histoire et psychanalyse, p.p. 172-174, $tock 1980

4} H.HAENEL, R. PICHQN, La Défense nationate, P 121-123, P.UF. 1989

5) A, JACQUARD : Abécédaire de I'ambigutté, Seuil, 1380

OCUMENT 1

Pourquol nous combattons ? La question mérite d'étre aussi brutalement posée & nos sociétés de la fin du
Xeme siecle qu'elle le fut dans la célebre série de Frank CAPRA a YAmeérigue au seuil de a seconde Guerre
londiale. Certes nous ne sommes pas a la veille d'un conflit mats fa gueire, sous ses formes les plus insidieuses, est
venue sur notre horlzon : déstabilisation et désinformation de nos societés, conflits "localisés”, montee des
nsions dont certaines mettent en jeu nos forces de défense, rivalités religieuses, cuiturelles ou économigues, Faut-
rappeler que nos valeurs,  commencer par celles qui constituent I'armature de nos régimes démocratiques et sont
ime de notre vie quotidienne, ne sont pas aussi largement partagées que e laissent entendre les déclarations de
rincipes des Organisations internationales ? Elles sont méme Je privilége - le mot est lourd de sens - d'une minorité,

On peut donc &tre tenté de fonder l'esprit de défense sur un simple inventaire des valeurs dont nous avans le
ntiment qu'elles nous sont communes. Certaines de ces valeurs - l'indépendance nationale, la paix, la sécurité -
nt explicitement liées & la volonté de défense ; d'autres - la démocratie, la liberts, le patrimoine et I'art de vivre -
pposent que les premiéres soient assurées dans un monde dangereux. L'énoncé du programme d'Education
vique de la classe de 32@me est ici parfaitement clair : l'indépendance nationale, condition de Ia démocratie, et
sprit de défense, garant de la paisx.

Ce que I'on a appelé le grand retour, je préfére parier de renouveau, de I'Education Civique, constituait en
fet le préalable indispensable & la prise de conscience par les jeunes générations des problémes touchant la
fense, Voici reconstitué le couple éducation civique/esprit de défense dans lequel s'est incarng, nous l'avons wy,
ge d’'or de la Troisitme République.Mais si nous pouvons légitimement en attendre avec Je temps les mémes
fets, devens-nous pour autant vivre ce retour comme une restauration ? '

Le systeme d'éducation civique - on parlait alors, d'insteuction civique - de la Troisléme République triomphanie
posait sur un double consensus : un accord profond sur ia conceptlon de la patrie comme le liey privilégie
2xpression de toutes les valeurs universelles, une absence de conflits sur les valeurs inspirant les comportements
otidiens. On sait comment les grandes mutatiens du XXe siacle ont brisé |a cohérence et 'unité de ce systéme.
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La patrie ? Faut-il éviter les vicissitudes du patriotisme depuis un demi sigcle, rappeler I'évolution profonde de la
consctence nationale en face de réalités qui font de notre pays une puissance "moyenne”, de sa sodété une sociéte
divisée, traversée de conflits ideologiques et sociaux, de sa culture une culture parmi d'autres et non plus une
référance universelle ? Quel civisme quand la naticn apparait & beaucoup comme un espace trop vaste pour ¥
trouver des racines -cf. la recherche de l'identité régionale, la montée des aspirations individuelles - trop étroit pour
contenir ['universalité de I'esprit et permettre de résoudre des problémes désormais mondialisas 7 Que . este-t-{l

quand triomphe la différence de ces similitudes collectives dans lesquelles DURCKHEIM voyait 1a racine de tout
esprit civigue 7

Les valeurs ? Dans des sociétés modernes complexes et changeantes les valeurs - ne faudrait-ll pas plutdt parler
de modes idéologiques ? - s'affrantent ou se succédent, perdant ainsi de leur crédibilité et de leur force de
conviction. En labsence de consensus sur les valeurs, quels repéres, quelles références pour I'éducateur ? Jle me
permettrai de citer ici une phrase éclairante du document sur Enseignement et valeyrs modernes élaboré en 1481
par notre Inspection Générale : "}l ast facile d'inviter I'Ecole & remettre 3 honneur les valeurs fondamentales de
notre civilisation {nous sommes ici au coeur de notre probléme.. ). )l I'est moins de dresser un inventaire ordonné de
ces dernigres en des termes gul alent pour tous méme sens et méme force d'incltation”.

Le pessimisme comme Ja lucidité sont un appel a l'action. Ces quelques réflexions peuvent paraitre moroses,
voire décourageantes, méme si de plus ou moins récents sondages viennent les corroborer. Si j'en fals ci &tat c'est
parce qu'elles amorcent I'essentiel de mon propos | en premier lieu dans une société moderne les choses bougent et
elles sont, me semblet-il, précisément en train d'évoluer ; en second lieu, il ne s"agit pas de reproduire un modéle,
quelles qu'aient pu étre ses vertus, mais de définir les fondements d’un esprit de défense adaptés & I'état de notre
société et 3 celui du monde.

Les choses sont en train de bouger, Un enseignement civique cohérent et continu apparait comme un besoin de
la société moderne. La société industrielle isole lindividu dans [a masse, remet en cause {es institutions, affaiblit
Faction des structures intermédiaires (la famille, Yecole, la justice, I'armée}, distend les liens soclaux, privilégie
l'intégration professionnelie par rapport A l'intégration sociale. Au dela du consensus c'est fe tissu social lui méme
qui est atteint dans nos sociétés conflictuelles. Dans un contexte différent I'école retrouve aujourd’hui la mission qui
&tait fa sienne A I'Age d'or de la llle République : créer, pour reprendre I'expression de DURCKHEIM, les similitudes
essentiellas que réclame toute vie collective, enseigner en formant lesprit de chacun les solidarités sans lesquelles
nos sociétés se désunissent et s'atomisent. Tandis qu'apparaissent ces nouveaux besoins se manifestent de nouvelles
aspirations. N'assiste-t-on pas aujourd’hui & un regain, notamment dans la jeunesse, des valeurs de la vie collective 7
Les signes en sont divers et concardants : développement du mouvement associatif, du sentiment de solidarité a
I'égard du Tiers Monde comme des pauvres dans nos sociétés industrialisées, recherche a travers le patrimoine et la
mémoire collective de racines communes, regain enfin des valeurs: religieuses et du sentiment pational. Ii est
significatif que le renouveau de I'éducation civique dans notre enseignement ait coincidé avee celui de I'histoire et
notamment de I'histoire nationale.

A quelles conditions I'esprit de défense pourra-t-il s'inscrire dans ce paysage ?

Une premiére évidence s'impose. Une volonté de défense est indissociable du concept d'indépendance
nationale et donc de ceiui de nation, Ce n'est pas un hasard si le théme de lidentité nationale est devenu un
probléme majeur de la société frangaise. Qu'est-ce qu'une nation et quelle est sa place dans le monde
‘d'aujourd'hui 7 A cette question fondamentale historiens, géographes, soclologues, ethnologues s'efforcent
d'apporter une réponse scientifique et rationnelle. Les plus grands historiens frangals rivalisent désormais sur ce
champ d'investigation privilégié qu'est devenue la réalité nationale : BRAUDEL, GOUBERT, DUBY, LEROY-LADURIE,
AGULHON, FAVIER... Que des fervents de I'histoire des civilisations se passionnent pour la construction politique de
I'Etat frangals, que des spécialistes des grands espaces maritimes et de I"économie mondiale explorent |'identité de
la France est a la fols le signe d’une Inqui¢tude intellectuelle et d'un regain d'intérét et d'attachement de tous pour
le passé national. le me bernerai & citer cette phrase de Fernand BRAUDEL dans L'|dentité de |a France: "Qu'll solt
entendu que pour aucune nation le dialogue obligatoire et de plus en plus pesant avec Je monde n'entraine une
exproptiation, un effacement de sa propre histoire™. :

Quelle image de la nation se dégage d'une recherche dont 'ampleur n'a d'égale que celles des grandes oeuvees
historiques du XIXe siécle ? .

En premier lieu Ja notion d’un espace privilegié dans lequel se projettent le passé revécu par une mémoire
collective et le futur d’une meilleure organisation des rapports entre ies hommes comme avec leur environnement
proche. Entre la région, fleu de notre enracinement familial, et I'espace mondial, théatre des échanges et des
stratégies, s’affirme & nouveau la nation comme le lieu des solidarités forgées par I'histolre. "C'est le souvenir de la
communauté des joies et des deuils qui donne la conscience d' appartenir & un peuple solidaire”. Sans la requéte de
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cette mémoire collective qu'évoque ici Ernest RENAN il n’est pas de civisme, ni anclen ni moderne, Telle est la
premi¢re mission du professeur d'histoire. "Je crois que |'enseignement de [histoire a pour objet essentiel
d'éveiller la mémoire collective dans les mémoires individuelles, de susciter une certaine solidarita des consclences
dans le présent par |'évocation du passé commun”, Cette affirmation d'Anatole de MONZIE dans Pétition pour
I'histoire mérite sans doute d'stre discutée : d'une part I'enseignement de I'histoire a d'autres finalités,
notamment intellectuelles, d'autre part nos sociétés pluralistes intégrent des collectivités gui ne saurajent sg
réclamer de ce passé commun, N'en a-t-il pas toujours &été ainsi au cours de notre histoire qui a été celle du
rassemblement des terres qui constituent aujourd'hui 'espace frangais ? li n'en reste pas moins que I'appartenance
a la collectivité nationate suppose I'acceptation et Ia reconnalssance de ce passé et des valeurs dont il est porteur,
L'indifférence a 'egard des valeurs de notre civilisation résulte moins d’un choix conscient que de I'ignorance.

. Conférence de M, P, GARRIGUE,
Doyen de I'inspection générale d'Histoire-Géographie,
le 16.2.1988, & I'Institut des Hautes Etudes de la Défense Nationale.

"L'an ", selon le calendrier révolutionnaire, correspond & Fannée 1794 : la France de la
Révolution affronte une coalition de diverses puissances européenneas.

DOCUMENT . .
1 O SOLDATS DE L'AN DEUX |

O soldats de I'an deux | O guerres ! épopées |
Contre les rois tirant ensemble leurs épbes,
Prussiens, autrichiens, :
5 Contre toutes les Tyrs (1) et toutes les Sodomes (1)
Contre le czar du Nord, contre ce chasseur d’hommes,
Sulvi de tous ses chiens,

Contre toute I'Europe avec ses capitaines,
Avec ses fantassins couvrant au loin les plaines,
10 Avec ses cavaliers,
Tout entiére debout comme une hydre (2) viva nte,
lls chantaient, ils allaient, I'ame sans &pouvante
-Et les pieds sans souliers |

Au levant, au couchant, partout, au sud, au pole,
15 Avec de vieux fusils sonnant sur leur épaule,
Passant torrents et mants,
Sans repos, sans sommeil, coudes percés, sans vivres,
Is allaient, fiers, joyeux, et soufflant dans des cuivres,
Ainsi que des.démons |

20 La liberté sublime emplissait leurs pensées.
Flottes prises d'assaut, frontidres effacées
Saus leur pas souverain,
O France, tous lesjours ¢'était quelque prodige,
Chocs, rencontres, combats ; et icubert sur I'Adige,
25 Et Marceau sur le Rhin |

On battait I'avant-garde; on culbutalt le centre ;
Dans la pluje et la neige et de I'eau jusqu’au ventre
On atlait | en avant |
Et{'un offrait la palx et I'autre ouvrait ses portes,
30 Et les trénes, roulant comme des feuilles mortes,
Se dispersaient au vent |

Oh | que vous étiez grands au milieu des méléas,
Soldats | L'oeil plein d'éclairs, faces échevelses
Dangs le nair tourbillon,
35 lis rayonnaient, debout, ardents, dressant la téte ;
Et comme les lions aspirent latempéte
Quand souffle I'aquilon, -
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Eux, dans 'emportement de leurs luttes épiques,
Ivres, ils savouraient tous les bruits héroiques,
40 Le fer heurtantle fer,
La Marseillaise ailée et volant dans les balles,
Les tambours, les obus, lesbombes, les cymbales,
Etton rire, 6 Kléber |

La révolution leur criait : - Volontaires,
45 Mourez pour délivrer tous les peuples vos fréres | -
‘ Contents, s disajent out.
- Allez, mes vieux soldats, mes généraux imberbes ! -
Et I'on voyait marcher ces va-nu-pieds superbes
Sur le mende ébloui |

50 La tristesse et la peur leur étaient inconnues,
(Is eussent, sans nul doute, escaladé les nues,
Si ces audacieux,
En retournant les yeux dans leur course olympique
Avalent vu derriére eux la grande Républicue
55 Montrant du doigt les cieux.

Victor I-_|UGO, Les Chatiments, 1853
{1} Ces deux villes antiques représentent la richesse et la corruption, en face de la pauvreté et de I'austérit
républicaines.

{2) Le monstre de Lerne & plusieurs tétes, détruit par Hercule.

DOCUMENT 3

Brave parmi les braves, obscur parmi fes obscurs, le soldat Chauvin allait donner son nom au fanatisme
nationaliste.

On ne trouvera peut-&tre jamais avec précision pourgquoi Chauvin est devenu le synonyme d'un état d'esprit &
tel point que I'homme disparut pour devenir un adjectif. La transformation s'expliqui par le besoin d'un symbole
nouveau dans la mentalité de I'époque. Et cette attente, qui transformera Chauvin en chauvin, importe plusque la
biographie du personnage. .

N& & Rochefort, Nicolas Chauvin, héros des champs de bataille de Ia République et de 'Empire, recut dix-sept
blessures - toutes, comme il se'doit, par-devant, Défiguré, amputé de plusieurs doigts, remercié de ses sacriftces par
I'octroi d'un sabre d'honneur et d'une pension, il se serait fait remarquer — méme de ses compagnons d’armes 1
—par son exaltation patriotique maladive et sa "naiveté". Renvayeé a la vie civile en 1815, sa passion sans bornes
pour tout ce qui touchait & Napoléon devait, grice & une propagande habile, faire de lui un symbole, immortalisé
par les gravures satiriques de Charlet, il est Farchétype de cette figure héritée de I'imagerle-antique et qui allait
faire fureur dans les années 1820-1830 : e soldat-laboureur.

Encadré dans les salons bourgeols, piqué au mur sous forme d'image d'Epinal chez les humbles, porté 4lascéne
par Dumersan et Francis en 1821, puis par scribe et bien d'autres, il entraine Ja vénération au foyer, I'enthousiasme
ot les crises de larmes au thiéatre et jusque dans les cirques. Selon |a formule d&'Alexandre Dumas, |a France chauvine
peut ainsi “venger Leipzig et Waterloo sur le champ de batalile du Gymnase et des Variétés (1)", en vibrant au récit
des exploits de ce guerrier pacifique et décoré qui exalte ses combats et ses blessures dans une atmosphére d'idylle.
On se sent transporté quand le héros de Dumersan et Francis récite avec ferveur ;.

Les champs qui pourrissent ma mére
Je dois savoir, en bon Frangsis

Les défendre pendant la guerre

Les labourer en temps de paix,
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Par une piquante antonomase {2), Chauvin devient donc un qualificatif dont on se targue : "Je suis francals, je
suls chauvin |" s'écrie un persennage d'un vaudeville de Cegniard écrit en 1831, époque oU le mot est devenu a la
mode au point qu'on Je raille, Les frares Théodore et Hippolyte Cognlard, vaudevillistes pléthorigques; abtinrent un
triomphe aux Folies-Dramaticues en 1831 avec leur pidce La Cocarde tricolore, épisode de fa guerre d'Alger, dans
laguelle figure un conscrit nommé Chauvin, auquel la réplique est donnée par le vétéran la Corarde et la vivandiére
Catin. D'une platitude et d'une ineptie rares, ce vaudeville transporta les foules — le livret eut plusieurs éditions —
et fut surtout rendu célebre par le couplet de Chayvin, tombé malade pour avoir mangé du chameau ;

J'ai mangé du chameay

tai I'ventr’ comme un tonneau
J'verrai pus mon hameau,

ca m’brol’ dans chaqu’ boyau.

L'expression chauvinisme apparait dans Les Guépes de Bayard et Dumanoir en 184C et, en 1841, Bayard écrit un
-vaudevilte en un acte, Les Aldes de camp, qui ridiculise ce fanatisme, Enfin, le Dictionnaire de I'Académie francaise
requt le terme en 1878. Fanatisme napoléonien, puis passion nationaliste belliqueuse, le chauvinisme était appelé a
une longue carriére linguistique, utilisé en Allemagne, puis dans les pays anglo-saxons pour désigner un parti pris
de clocher aussi excessif que belliqueux — jusqu'a I'injure féministe contemporaine de chauviniste male ou male
chauvinist pig. En fustigeant la "démence patriotique des chauvins®, Roger Martin du Gard exprime la spécificite
du chauvinisme,

"De méme que le fanatisme en général apparait comme le fardeau d.es religions, de méme le chauvinisme qui,
selon la formule de Noriac, "falt faire de plus grandes choses que 'amolir de la patrie dont il est la charge(3)", est
bien celui du nationalisme, sa forme extréme, |a plus absurde, Ia plus dangereuse,

Gérard de PUYMEGE, Le Fanatisme, histoire et psychanajyse
( Stock, 1980}

{1) nom de salles de théatre parisiennes, .
(2) figure de style, par laquelle un nom propre devient un nom commun, Ex, "Don juan™ : un don juan,
(3) exagération comique

DOCUMENT 4

La liberté se conquiert et se préserve ; elle ne constitue pas un don du ciel, mais résutte d'efforts constants et
opinidtres dont le succés méme peut masquer la nécessité. Ces efforts ont une ambition commune : la défense du
pays. Celle-ci s'inscrit dans un double cadre politique et juridique qui recueilte 'adhésion d'une large majorité des
citoyens. :

- La défense du pays est tout d'abord nationale. Elle trouve son origine en méme temps que sa justification dans
a sauvegarde des intéréts vitaux de la France. Cette défense est celle d'un pays indépendant qui entend rester
maitre de sa destinée nationale ; elle est également nucléaire, La France ne se connait pas d'adversaire et ne
poursuit aucun dessein hégémonique, Dans un monde dominé par la-force militaire des "deux grands” (1), elle
entend développer une stratégie de dissuasion du faible au fort. Cette dissuasion, fondée sur le pouvoir égalisateur
de I'atome, "vise & éviter la guerre en persuadant un éventuel agresseur qu'une action menée contre la France
Drésenterait au regard des buts politiques qu'il poursuit des risques inacceptables”. Il est donc indispensable que
méme aprés une premiére frappe adverse le pays puisse infliger & I'adversalre des demmages supérieurs au
otentiel démographique et économique que représente I'hexagone, Pour autant, cette défense ne peut se réduire
58 seule dimension nucléaire car des conflits limités ou périphériques peuvent se produire qui ne mettent pasen
aérit I'indépendance ou la survie de la Nation. Clest paurquoi I'appareil de défense comprend des forces nucléaires
t des forces classigues qui se complétent et se valorisent mutuellement. Ces forces classigues tiennent une place
ssentielle dans la stratégie militaire du pays car elles portent témoignage de sa nature profonde, non Fégoisme
nais la solidarité, celle que commande Ja double appartenance & I'Europe et & |'Alliance atlantique, ainsi que la
Tdélité aux accords d'assistance conclus avec nombre de jeunes Etats, Souveraine et solidaire au regard de 'univers,
ette défense se définit comme globale et populaire pour cedx qui la servent,

It est clair aujourd’hui que la menace revét d'autres aspects que frontaux. ldéologique parfois, économique plus
ouvent, militaire & 'occasion, la menace est multiforme et insidieuse. La réponse doit &tre globale et permanente.
e dispositif juridique mis en place souligne ce double caractére et cantonne le milltaire dans son juste réle, celui

94-5



d'un collaborateur spécialisé du service public. 5i la menace vise chacun des citoyens, la défense doit les concerner
tous. Tel est en effet le cas, pulsqu‘en France la dissuasion présente un caractére populaire que consacre

I'attachement du corps social & la conscription {2),

Pourtant, quelles gu'en soient la pertinence et les qualités, cette pglit_ique fle défense demeure perfe:ti.ble. Elle
gagnerait sans doute & faire une plus large place aux formes non militaires d action. Le car_actere populaire de 1a
dissuasion s'en trouverait renforcé. Méme 'ils sont significatifs, les moyens financlers qui lui _sont consacrés seront
demain insuffisants car les éguipements modernes sont désormais & la mesure des continents, Une:- nouvelle
solidarité est donc a découvrir, qul dans la péninsule européenne sauvegardera |'ame de tous les Etats et \'intérét de
chacun.

Ce formidable défl est d'ores et déja relevé, Enfin, a I'intérieur méme du pays, un effort d‘lnforma_tion doit étre
inlassablement poursuivi, celui qui vise & stimuler les esprits engourdis_P?r le bien-étre pour leur fappeler cette
vérité paradoxaie gu'aujourd’hut la politique de défense, et donc la pelitique militaire, visent & rendre la guerre
impossible et non pas a la gagner.

La Défense Nationale
Hubert HAENEL, René PICHON

(T;.U.F., coll. Que sais-je 7, 1989)

{1) Les Etats-Unis & Amérique et I'ex-URSS. .
{2) conscription : enrdlement des appelés du contingent.

DOCUMENT 5

8ien sar, ma nation c'est la France, Lorsque e lis Montaigne, Pascal ou Voitaire, je me sens frangals, du moins
autant qu’'eux-mémes se sentaient frangals, Cest-a-dire bien peu. Lorsque Je lis Faust, ou La Guerre et la Palx,
lorsque j'écoute le Requiem ou lorsque je contemple le Mofse de Saint-Pierre-aux-Liens, je me sens de la patrie de
Goethe, de Tolstol, de Mozart, de Michel-Ange, je me sens "terrien”, autant qu'eux-mémes le septaient, ¢'est-a-dire
beaucoup. Parmi ceux qui nous ont enrichis de leurs visions ou de leurs oeuvres, hien peu ont célébré la nation ci ils
sont nés, fragment de territoire dont les limites arbitratres et fluctuantes résultent plus des hasards des guerres ou
des mariages princiers que de réalités humaines durables. Rappelons cette déclaration de Montesquieu : "Si Je
savais une chose utile & ma nation qui it ruineuse  une autre, jenela proposerais pas 3 mon prince, parce que je
suis homme avant d’étre frangais,"

L'entétement borné de quelques puissants a transformé en réalités concrétes, en "nations”, ce qui n'était au
départ que concepts bien abstraits, Allemagne, France ou Italie. Le processus est plus absurde encore pour les
_nations africaines issues de la décolonisation et dont les limites résultent de traits tirés plus ou moins au hasard sur
une carte par quelques fonctionnaires de Paris ou de Londres. La pauvreté méme des abjets ou des rites qui les
symbolisent montre & Févidence combien ces concepts sont creux. Quelques couleurs élementaires brutalement
associées, quelques accords assez simples pour étre joués par des musiques militaires, quelques paroles assez
dépourvues de sens pour pouvoir &tre répétées sans jamals concerner Fintelligence, voild de quel fabriquer
drapeaux et hymnes patriotiques qui justifieront, par leur seule évocation, tous les abandons de la raison, )

Notre propre nation en est un exemple type. Vraiment, ne faut-l pas avoir abandonné tout bon sens, toute
raison, tout contact avec la réalité, pour appeler aujourd'hui les petits Frangals & abreuver les sillons de leurs
campagnes du sang impur de ceux qui viennent égorger leurs compagnes {sans compter [a mauvaise legon de
versification apportée par ces rimes trop riches) 7 Le folklore patriotique de nos voisins n'est guére plus sérieux.
Quelle idée peut bien occuper ja cervelle des jeunes Britanniques chantant God save the King, ¢'est-a-dire priant
Dieu de sauver leur roj {ou leur reine) ? C

On raconte qu'un célébre mathématicien anglais a tenté de mesurer I'efficacité de cette requéte faite
régulierement a Dieu par des millions de patriotes. || a appliqué des tests statistigues trés subtils pour comparer la
probabilité de se’retrouver safe (1) aprés une maladie, pour un rol, objet de tant de prigres, et pour un citoyen
ordinaire, qui n‘est protégé que par les prigres de sa famille. La conclusion aurait été que ['écart est, comme disent
les statisticiens, "non significatlf” : 'accumuiation des implorations ne semble avoir aucun effet décelable. La
conclusion logique aurait dG étre un changement des paroles de 'hymne national anglais. Tel n'a évidemment pas
&t6 le cas.

La réponse & ces critiques est, bien sr, que les paroles des chants patriotiques sont dites sans que personne n'ait
plus conscience de leur signification.Certes ; mals est-il de bdnne pédagogle de faire comprendre & des jeunes qué
les mots ne sont que des sons, que des phrases entiéres peuvent &tre dites sans que l'intelligence y prenne la
moindre part 7 Il peut sembler plus formateur de leur répéter le précepte ancien ; "Que ton oui solt oul, gue ton
non soit non." C'est-a-tlire pense ce que tu dis. Est-ce trop demander qu'espérer une société ol le réflexe devant
une affirmation soitd‘admettre qu'elle a du sens, etque celui qui I'a énoncée sait ce qu'elle signifie et la croitjuste ?
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Drapeaux et hymnes ont été a I'origine, c'est vrai, d'extraordinaires sacrifices, d’admirables héraismes et parfols
de merveilteuses solidarités, Mais le processus réeliement en action est a I'opposé de celui qui est présenté ; ce n'est
pas parce qu'ils se sentalent solidaires dans la défense de Ia France que Bretons, Picards et Gascons se sont battus a
Verdun ; <'est parce qu'ils se sont battus ensemble & Verdun qu’lls se sont sentis, aprés coup, solidaires, Ne pourrait-
on se sentir solidaires &4 un moindre prix ? Ne pourrait-on surtout étendre cette solidarité & des "terriens" habitant
au-dela des frontigres ? Celles-ci selon une belle définition de Georges Bidault, sont les "cicatrices de I'histoire” ;
vivement que ces cicatrices disparalssent et, avec elles, les nationalismes i

Albert JACQUARD,

Abécédaire de {'ambiguTté
{ Sevil, 1989)

1. safe {anglais) ; sain et sauf, en bonne santé.

Epreuve d'Anglais
Durée 2 heures Coefficient 2
L'usage de la caleul_a_tr@ce etdu digﬁonnaire_ggllt ix}tarditp) ‘

Who's afraid of biotechnology ?

How can we most sensibly regulate biotechnology, asks loyce Tait

REGULATIONS designed to protect the environment often seem to be stamped* with the 1
risky hallmark* of a last-minute reaction. In the 19608, for example, when British farmers
began using organochlorine insecticides widely, they threatened the existence of peregrine
falcons*, golden eagles and sparrowhawks®*. These predatory birds were only saved from
extinction by regulations enacted* at the very last moment, 5

In the past few years anew approach has emerged in the writing of regulations to protect
the envirctiment : the so-called "precautionary principle", Both the European Commission -
and the British government are now busy drawing up legislation aimed at avoiding future
problems just in case they should arise, The US, however, is sticking* to the just-in-time
approach, under the forceful guidance* of Vice-President Quayle’s Council on 10
Competitiveness,

The release of a new range of living genetically modified organisms into the
environment is providing some of the first test cases for the precautionary approach, New
techniques of genetic manipulation have enabled biotechnologists to develop a wide range of
agricultural products, ranging from plants that are resistant to herbicides to microorganisms 15
that can be used to confrol pests, .

Apert from a host* of ethical issues about the manipulation per se* of living things, and
concerns about science and selentists being "out of control", the public seems most worried
that the organiems themselves could spread uncontrollably, just as did, for example,
myxomatosis and Dutch elm* disease, Public concern is probably just as strong in the USagit 20
ig in Furope but the regulators there ssem to be more prepared to take the risk of ignoringit,

At first, most of the companies involved in genetic engineering or biotechnology
accepted the just-in-case approach, partly to reassure the public of the safety of their new
products, But now lobbyists* for the industry in the Senior Advisory Group for Biotechnology
(8AGB) have accused the European Community of being hestile to biotechnology, The 25
lobbyists claim that this is reflected in the community's regulations, which, they feel, are too
restrictive, .

While this new view may not be ghared* across industry, there is no doubt that many
individual companies are now far less happy with regulations based on the Precautionary
principle, 80
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What has prompted* this change 7 While regulation usoally adds to industry's costs,
thege are rarely so significant as to stop the development of a new product. Indeed, for
multinational compenies, regulation has had the benefit of discouraging small competing
firms from entering the market, It has also presented opportunities for new products to
replace those that are banned or become obsolete®, For large companies, the benefits of the 85
previous regulatory systems introduced “Sust-in-time" may possibly have outweighed* the

costs,

FOOTNOTES:

¢1  tobestamped

£2  hallmark

£3  peregring falcon
¢4 sgpsrrowhawk

£6  toenact

£9 tostickto

£10 forceful guidance
€17 host

€17

£24 lobbyist
£28 toshare
€31 toorompt
€36 obsolete
£36 tooutweigh

New Scientist - 27 June 1992

; étre marqué
: estampille - marque
;. faucen pélerin
v épervier
+ promulguer
: gattachera, s'enfenira...
;. conduite énergique
: multitude
per se : ensol
¢20 Dutch elmdisease : .
. membre d'un groupe de pression
. partager
:  susciter
1 démods, désuet
: dépesser

maladie de 'orme

Le candidat traitera les deux sujets.

1 - Compte-rendu en langue frangaise- (10 points)

Vous rédigerez un compte rendu du texte en faisant ressortir les idées pririuipales.

(maximum de 250 mots)

II - Rédaction en anglais- (10 poinis)

According to the text, povernments, seientists, ethicista and even ordinary citizens appear to be afraid of
the incesaant evolution of biotechnology.
Do you think their fearsare justified ?

Hay why or why not.

Epreuve de Mathématiques ot Sciences physiques
Durée 4 heures Coefficient 4

Rappel + La clané des raisonnmeents et ja qualité de ta rédaction interviendront pour une pant importante

dans l'appréclation des capies.

L'usage des instruments de calcul et du formulalre cfficlel de mathématiques est autorisé,

1° partie : Mathématiques (durée 2 heures, coefficient 1,5)
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EXERCICE - (8 points) -

Un laboratoire pharmeceutique commercialise des sachets de bicarbonate de souds,
L'ensechage oat fait par une machine automatique en trds grande série.

Les trois parties peuvent dtre traitées indépendamment les unes des autres,

Les résultats seront donnés au centidme le ples proche,

lére Partie ¢

On tire un échantillon de 50 sachats dont on mesure la masse exprimée en grammep,
On ragsemble les résultats dans le tableau suivant ;

masse en g effectif
[9,62 ;9,88 - 2
[9,88 ;9,94
[9,94 ;16,00 6
[10,00 ; 10,06 [ 10
[1006 ;10,12 14
(10,12 ;10,18( 12
f10,18 ;10,24 2
{10,24 ;16,30 1

1.1, Proposer des i'aleura npprochées de la moyenne et de Vécart-type de cotte série de
mesures,

1.2.0n suppose que la masse d'un sachet suit une loi gaussienne de moyenne p et d'dcart-
type o, et que les 50 tirages sont indépendants,
Donner au vu des résultats précédents une valeur approximative d'un intervalio de
cenfiange pour 1 au risgue de 5 %, -

2éme Partie :

On tire un sachet au hasard dans la production totale.
On appelle X la variable aléatoire qui & un sachet sasocie sa masss, exprimée en grammes,
On censidére que X suit une loi normals de moyenne m et d'dcart-type .

Un réglage de 1a machine améne & considérer quem = 10 eta = 0,08,

Caleuler le pourcentage, & I'unité pras, de sachets de Ia reproduction dont la masse appartiont
i l'intervalie [ 9,87 ; 10,23]

8éme Partie !

Un sachet est déclaré conforme aux normes de fabrication si sn masse appartient a
1'intervalle [ 9,87 ; 10,23]

On considére que la probabilité pour qu'un sachet soit conforme est 0,95,

On controle la masse de 100 sachets prélevés au hassrd, avec remise, dans la production
d'une journée.

Soit Y la variable aléatoire donnant le nombre de sachets hore -norme,

3.1.Quelle est la loi suivie par ¥ 7 Donner ses paramatres,

8.2.Justifier I'approximation de cette loi par une loi de Poisson dont on déterminera le
paramébtre,
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3.3.En déduire une valeur approchée de P (Y = 4).
PROBLEME (12 points)

La: destruction des micro-organismea par la chalour peut étre miee en &vidence en chauffant
A une température donnée, pendant des duréoes variables, une suspension de cellules bactériennes
et en dénombrant Jea survivants..

On admet que le nombre N de survivants vérifie V'équation différentielle :

an -23.
——= — N ()]
dt D

avecla condition initiale N (Q) = 108

ol tdésigne le tamps écoulé en minutes et ol D est une constante strictement positive qui dépend
de la température de I'sxpérience. :

Les deux parties peuvent dire traitées fndépeudamment 'une de @ 'autre.
PARTIEA : Etude théorigue

1. Résoudre I'squation différentielle (£) en tenant compte de 1a condition initiale.

2. Etudier les variationsde Nsur [0} + @]
1
8. Montrer quepour tout t£ [O; + o[ -N@t+D) =EE Nt}

En déduire une interprétation expérimentale de D
4, Déterminationde D.

On admet que Dreat uns fonction de la température qui vérifie :

dD

— = —kD: L
1)

k est une conatante ot ® dé_aigne la température,on degrés

4.1, Résoudre I'6quation différentielle (1)

42, L'sxpériencedonne D (121) =3 el-t D1E) =178
42.a. Caleuler k .

4.2b. En déduire la valeur de D (104,6) arrondie 4 Yentier le plus proche.
5. Lu température est fixée i.104,6°

-28
5.1, Vérifierque N(t) =10 8 exp (Tt)

5.2,  Au bhout de combien de temps peut-on eatimer gu'il ne restera gqu'un millier de
B survivanta ? )
PARTIEB: Eiudeexpérimentale

On réalise I'expérience & 104,6 °. On reléve les résultats snivants :
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t| (minutes) 0 40 120 180 240 300

N; 108 107 105 3162 177 10

InNi
1, Onpose ¥~ 10

Calouler les valours do ¥, arrondies au centidme le plus proche. Présenter les résultats
sous forme de tableau, |

2, TUtiliser les valeurs ealculées au 1 pour déterminer une équation de la droite d'ajustement
linéaire de y en t par la méthode des moindres carrés.
Donner le coefficient de corrélation linéaire et conclure.

3. Endéduireune expression de N enfonctiondet,
2° partie : Sciences physiques (durée 2 heures, coefficient 2,5)
I - RESEAUX :(10 points)
Un réseau plan par transmission portantn = 1260 traits par millimétre est éelairé par un faisceaun

de lumiére parallsle provenant d'une lampe & vapeur de sodium, Il est disposé de la manidre
représentée par la figure ci-dessous :

y

Ca Eajem cf-'/rfﬂ! el am /!mrw'a':

prdire o Ao

1. Quel devrait étre 'angle d'incidence i p qui permettrait d'obtenir un spoctre d'ordre 1 normal
(angle de diffraction {' = 0} pour la raie I} du sodium de longueur d'onde A ¢ = 689,0'nm ?
On comptera positivement les angles d'incidence et de diffraction & partir des demi-
normales ait plan du réseaun dans le sens direct,

2. Onplace sur la trajectoive du faisconu ainsi diffracté une lentille mince convergente de
distance focale image 1,0 m dont V'axe optique principal est perpendiculatre au plan du
réseau, Dans le plan focal image de cette lentille L, on place un écran plan paralldle an
régeau,

Faire un schéma clair du moritage et calculer, en mm, la distance x; gui séparera sur
Vécran la raie diffractée de longueur d'onde X  de I'autre raie du doublet D du sodium de
longueur d'onde A; = 589,6 nm,

IL.- SPECTROSCOPIE PAR RESONANCE MAGNETIQUE NUCLEAIRE (5 points)

1. Déterminer Ia formule sami-développée du composé C; Hyg O & partir de sa formule brute
et de son apectre RMN enregistré 4 60 MHz joint en annexe en vous aidant de la table de
corrélation jointe,

2, Justifier la présence d'un triplet et d'un quadruplet.
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TABLE DE CORRELATION

Déplacements chimiques de quelques protons. Les zones hachurées donnent
laplage la plus fréquente, Ar signifie cycle aromatique,

&/TMS 109 8 71 6 5 4 3 2 10

CH,, cyclopropane 5

C}_u—lé- (satus)

!
Cﬂ,-—C—é-—X

1
CH, (saturé)
CH (saturé)
CHy~g-X
CHy-CmC
CH,~C=0 )
CH,~Ar Bl
e, N

"2 f ke

HC=C= non conjugué ' : =
H=C=C— conjugué : 3
—0CH, £

HzC=C< £On conjugué kst

\C=C/ acyclique. non conjugud L)

7SN

N/
C=C_  eyclique, nom conjugué <1

TN

,C¥C< conjugué LISy

[ I

NS

C=C. “conjugué Ly

%

NN

C=C_ pcycliqhe canjugue - ]
N :

ArH benzénoide L
RCHO ]
ArCHO ]
RCOOH: 11-12 ppm
Enols: 15-16 ppm -
(H du OH)

o CHIMIE
1- CHIMIE ORGANIQUE (10 points)
On considére le 3,4 - diméthyThex-3-8ne.
1. Représenter ¢t nommer les deux stéréoisomares de cet aledne.

‘ 2. Onhydrogéne un seul de ces deux isoméres,
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2.1, Donner le méeanisme de cette hydrogénation eatalytique et citerun
catalyseur utilisé fréquemment.

2.9, La molécule du produit cbtenu contient 2 atomes de carbone asymétriques. 1
s'agit exclusivement du 3,4-diméthylhexane (3R, 45).
Quelle 6tait 1a configuration de 'aletne de départ 7 (Justifier laréponse &
I'aide de schémas utilisant la projection de Newman).

II- CHIMIE GENERALE (25 poinis)

1. On considére les deux demi-piles suivantes (voir figure) :

Ag*in0y” { CM, CoOM

9,

i
CHaceo" L Mot

1.1. Une électrode d'argent trempant dans 100 emd d'une solution de nitrate d'argent
de c.uncentration ¢ = 0,1 mol/lL.
Ecrire 'équation de I'équilibre de la demi-pile.
Caleuler 1o potentiel By de cette électrode.

1.2,  Uneélectrode de platine trempant dans 100 cm? d'un mélanga d*acide
éthancique (Co = 0,1 mol/L) et d'éthanoate de sodium (Cp = 0,1 mol /L) dans
laquel on fait baxrboter du dihydrogéne & 1a pression P = 1 Bar.

Eerire 'équation de l'équilibre de 1a demi pile en fonction de Ia constante Ka du
couple CHz COOH/CH3 COO— -
Daonner l'expression du potentiel By de 1'électrode de platine.

1.8. Onrelie les deux demi- piles par un pont salin et on mesure la force
éleetromotrice de la pile ninsi constituée.

e=F; -Eg = 1,028 V. En déduire le pKa dal'acide éthanoique,

2. Ondissout2 g de sulfate de sodium dans la solution da nitrate d'ar.gent. La f.e,m de la pile
ainsi formée est maintement 875 mV,

Herire Péquation de la réaction chimique produite par eette addition, Ecrire l'expression dela
f.a.m. de la pile en fongtion du produit de solubilité Ks du sulfate d'argent. Calculer Ks.

Données: E°(Ag*/Ag) = 0,80V

Masse molaire moléeulaire de Nap 50y = 142 g, mol ~1,
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Epreuve de Sciences biologiques fondamentales et génie
biologiqgue  Durée 4 heures Coefficient 6

Calculatrices non autorisées
PRODUCTION DE MOLECULES D'INTERET THERAPEUTIQUE
PAR VOIE MICROBIOLOGIQUE
Actuellement de nombreuses molécules produites industrielloment le sont bour leur intérét thérapeutique,
qu'il 'agisse d’antibiotiques, d’hormones, d'immunosuppresseurs otc...

M_algré certaines contraintes, les techniques de production par voie microbiologigue de ces moldeules
présentont de nombreux avantages :

- Elles permetient la production rapide de produite finis ou intermédiaires,

- La quantité de matériel biologique élaboré par voie mierobiologique est quasiment illimitée tant du
point de vue de la production que des approvisionnements,

- On peut modifier et améliorer de nombreux caractires des souches productrices et ainsi jouer aur divers
aspects de la synthase moléculaire,

- Elles peuvent présenter une sécurité accrue par rapport 4 une obtention par une méthode extractive
traditionneile,

Cependant, co mode de production impose un certain nombre de contraintes concernant en particulier la
eélection des souches productrices, lour preduction en fermenteur ot surtout la purification des molécules
intéressantes,

1. Production d'antibiotigues (65 points)
1.1, Mode d'action et activité (28 points)

Les antibiotiques constituent les principauz métabolites secondaires produits industriellement.
Depuis leur découverte en 1929, leur utilisation a révelutionns les traitements thérapeutiques qui
ont aingi gagné en efficacité ot en fiabilits,

1.1.1, Raprésentei- sur un schéma simpiifié les différents sites d'netion des antibiotiques,
Citer un exemple pour chague cas ot détailler le méennisme d'action de 'un d'entre eux,

1.1.2. Un antibiotique donné n'est pas toyjours actif sur une souche, en particulier, si sa
. concentration est insuffisante ou si il y a résistance bactérienne,

1121 Définir la concentration minimale inhibitrice d'un antibiotique. Présenter le
principe d'une méthode permettant de la déterminer.

1.1.2.2, Rappeler les origines et mécanismes de 1a résistance d'une souche vis & vis d'un
antibiotique,

1.2, Bélection ot amélicration de souches productrices {20 points)

121.  Définir les termes sélections directe et indirecte. Préciser ot comparer les objectifis
recherchés par ces deux modes de sélection.

122, Amélioration génétique par mutagénése.
Donner la natiire et 1é mode d'action de deux agents mutagénes utilisables,

1.2.8.  Amélioration génétique par fusion de protoplastes
- A T'aide de schémas illustrer cette technique permettant d'gbtenir das
recombinants producteurs intéressants
- A quels types de micro-organismes catte technique est-elle plus particulisrement
applicable 7
1.3, Production en fermenteur (17 points)

La production des métabolitea secondaires en fermanteur par une souche sélectionnés ast une

opération complexe dont les paramétres ne sont pas tous contrélables scientifiquement.
Certains d'entra eux revétent capendant une importance considérable dans l'efficacité de Ja

praduction, C'est le cas de I'apport en oxygéne, les fermentations industrielles d'antibictiques

&tant des cultures aérobies.
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1.3.1.
1.3.2.

1.3.3.

Rappeler les roles de 'adration en génie fermentaire.
La demande en oxygéne de I culture microbienne doit étre patisfaite par ls

transfert de la phase gazeuse introduits dans le milieu vers les sites d'utilisation
collulaire.

Décrire lea modalités de ce transfert d'oxygéne,
Réaliser doux schémaa de bioréneteurs & agitation d'air,

Production d’hormones (55 points)

Destinée au traitement du nanisme, I'hormone de croissance (hGH), peptide de 191 acides aminés,
tait jusqu'a ces derniéres années extraites de I'hypophyse de cadavres. Ce mode d'cbtention pose
cependant de graves problames : d'une part la production est insuffisante pour répondre i tous les
besoins, d'autre part des patients, traités par cette hormone, ont 6t6 contaminés par un agent
provoquant la maladie de Creutefeldt-Jacob (maladie dégénérative des cellules nerveusas). On s'est
done orienté vera Ia production microbiologique de 'harmone. Cette voie nécessite évidemment

2.1

2.2,

2.3.

" T'emploi des techniques du génie génétique.

Obtention d'une souche productrice (25 points) ]
La construction d'un veeteur d'expression recombiné impose la synthése d'un ADN¢ codant

pour I'hormone.

211. Comment fabriquer 'ADN, 7 Préciser lorigine du matériel biologique et les
enzymes utilisées.

2.1.2, L'ADN,epécifique sat isolé d'une banqgue. Comment identifier le clone contenant le
vecteur d'expreasion approprié 7

2.1.8, L'hormone produite par la bactérie transformée présents quelquea différences de

structure avec I'hormone naturelle.
Quels sont les événements poat-traductionnels qui expliqueraient ces différences ?

Purification de 1'hormong (18 points)

Aprés eulture de la souche recombinée, 'hormone extraite du milieu doit étre purifiée en vue
d'un usage thérapeutique. L'une des méthodes lea plus efficaces dé purification eatla

chromatographie d'affinité.

29.1. Donner le principe de la chromatographie d'affinité en définissant le rile dea
sléments propres & ce type de chromatographie,

299, Pour les hormones, on utilise en particulier 'immuno-gffinité. Donner les avantages
de ce type de purification,

2.23. L'emploi de cette technique d'immuno-affinité nécessite de disposer d'anticorps
monoclonaux. )
Queltes sont les étapes de l'obtention de cea anticorps par hybridation cellulaire ?

Contrdles (12 points)

Le suivi d'une purification d’hormone nécessits la mise au point de méthodes de dosage et de

contrdlens de pureté.

231, Les méthodes immune-enzymatiques sont parmi les plus employées pour le dosage
d'hormones, Illustrer le principe de la technique ELISA "sandwic ", en l'appliquant
& ce type de dosage. :

2,32, Citer une technique de vérification de pureté d'un peptide et en rappeler bridvement

le principe.
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Epreuve professionnelle de synthese
A : etude de projet
Durée 4 heures coefficient 4

PRODUCTION INDUSTRIELLE D'ACIDE CITRIQUE

L'acide citrique a pour structure ;

CHy — COOH
|
HO -C -CoOoH
|
CHp — COOH

La masge molaire du produit monchydraté est do 210 g.moel "1, Le sel de calcium (citrate de calcium) est plus
soluble que I'oxalate de calcium.,

La production industrielle d'acide citrigue revét une importance de plus en plus grande en rajson du grand
nombre d'utilisations possibles,
On ae propose ici-d'étudier quelques aspecta de cette production :

- 1o dosnge de 1'acide citrique,
- la souche utilisée,
- la fermentation elie-méme.

1. DOSAGES DE L'ACIDE CITRIQUE (20 puints)

Le suivi de.la fermentation nécessite I'utilisation d'une méthode de dosage. On cherche & comparer lg
titrage pHmétrique et le dosage par méthode enzymatique 4 340 nm (Test UV 4 340 nm).

L.1. Dosage spectrophotométrique de I'acide citrigue

Lo document 1 coﬁrne une techp‘ique de dosage de I'acide citrique par méthode UV,
1.1.1. Juastifier la composition de la solution 1,

1.1.2. Justifier 'attente de & mn entre 'addition de la solution 1 et celle de 1a solution 2,
1.1.8. Justifier le domaine spectral de mesure de I'absorbance indiqué dans.le document 1.

1.1.4. Proposer un protocole (traitement du prélévement effectus, dilution éventuelie} pormettant de
doser l'acido citrique présent dans un milies de fermentation A une concentration do I'ordre de
50 g d'acide citrique (forme monohydratée} par litre, L/absorbance sera mesurés & 340 nm

- dans une cuve de 1 cm de trajet optique.

On donne la valeur de Mabaorbance linéique molaire du NADH + H* 4340 nm,
€ = 63001 mollem1,
1.2, Titrage pHmétrique

On introduit dans un vase & réaction 20 mld'une solution 50 mmel.l~! d'acide citrique. Cette solution
est titrée par de 'hydroxyde de sodium 100 mmol. 171,

Caleuler le volums équivalent et donner I'allure de la courbe de titrage de l'acide citrique.
(Donnédes pKa : 8,14 - 4,77 - 6,39 des 3 fonctions acides),
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DOCUMENT 1 :

ACIDE CITRIQUE

Méthode UV

Dosagé enzymatique de Iacide citrique
(document Boehringer Mannheim)

Chimie alimentaire
Boehringer Mannheim

Pour la détermination de |'acide citrique dans les aliments

Réf. 139076

Test-Combination

pour environ 3 x 10 déterminations
Principe
Lacide eitrique | | est é en axaloacetate ot acétate
gans une réaction [1} catalysde par la citrate-lyase (CLL

1,

1) Citrate _C_li axaloacétate + acétate
=

En présence de la malate-ddshydragénase [MOH) et de Ja factate-

déshyddrogé [LOH]), I'oxaloacétate ¢t son dérivé de décarbo-

xylatian, le pyruvata, somt rédults en L-malatd at anL-lactate parie
icotinamide-sdénine-dinuctdatide rédoit (NADH) (2}, 13).

e MEH

(3] Pyruvata + NADH + H* {05 Lelactate + NAD*

{2) Oxaloacétate + NADH + L-malata + NAD®

La quantité da NADH oxydé en NAD* dans lus efactions {2) et (3}
est propontionnelle au ¢ivate présent.

L'oxydation du NADH est mesurée par ia diminution de son absar-
banca & la longueur donde de 334 nm, 340 nm ou 366 nm.

Composition du coffret

1. 3 flacens contenant chacun env, 1.4 g de lyophilisat composé
da:
‘Tampon glycylglycine - pH 7,8
Malate-ddshydrogénase - anv. 136 U
Lactale-déshydrogénase - anv, 284 U
NADH - 6,0 mg '
Stabilisateurs

2. 3 ftacons contenant chacun § mg de Iyophilisat de citrate-
lyasa = 12 U

Préparation das solutions paur 10 doseges

1. Drasoudre ¢ contenu d'un flacon | dans | 2 ml d' eau bigiistlllde.
2. Dusoudee le contenu d'un flacon 2 dans 0.3 mi 0 eau bidistifiée.
3. Standard aquauw, stabilisé d'acide citrigua.

Stabilité des solutions
La solution 1 se conserva au moins 2 semaines A + 4* C,
La solution 2 se conserve su moina 1 semalne & + 4% C.

Maode opdrataire

Longueur d'ande @

340 nm, 385 am ou 334 nm
Cuva de verro? : 1 ¢m d'épaissaur
Températora : 20 3 25* C
Volume. du teat : 3,02 ml

Megurer contra Talr (pas de cuve dans le trajet optique) ou contre

Fesu.

Solution d'essai : § & B0 pg de cltrate/ouve
Introduire dans des cuves Témain Essai
Solution 1 1,0 ml 1,0 mi
Eeau bidistili¢n 2,0 ml 4.8 ml
Essal — 0,2 ml

Mdlanger, aprbs gnv. 5 min., lire rabsorbance des solutions (A,
Déclencher 12 réaction par additi e

002ml | 0.02m

Solution 2 |

Mélanger, atiandre I fin de la réaction [env. § ming et lire
Yabsorbance des solutions [Az)

Dé iner las ditfé d'absorb Ay — Ag) chu témoin =t
da Fessal,

Déduire la difféiance d'absarbence du tdmoin d4 caile de I'essal.

AA = AR — AAY

Utilisation du standard )
Le standard st utiliser comme contrile de 1a métnode {matéiel

utilisé, réactils et manigulation). .
pans le mode opératoire, on remplace 0,2 m{ d'essai pac 0,2 mide

standard.

fon du teat

Pour In ré

Validité de la mesure: Aa £ 0,8

A Iy place des cuves de verre, on peut wiiliser les cuvis & usage unigue du
tommarce.

masnnheim:

Indiquer quels sont les avantages et inconvénients do cette méthode et de la méthode

spectrophotométrique,

Dana le cas présent, 1'uns de ces méthodes parait-elle préférable i 1'autre ? Justifier 1a réponse.

2, LA SOUCHE UTILISEE EN FERMENTATION : Aspergillus niger (20 pointa)

2.1. Reconnaitre 1'Aspergillus parmi les figures du document 2. Justifier le choix.
Reproduire succinctement le schéma choisi et 'nnnoter.

2.2. Décrire bridvement les différentea opérations permettant la mise en évidence de ses caractives

morphologiques et eulturaux.

2,3. Choisir, parmi les milieux figurant sur le document 3, le milieu le mioux adapté & cette étude

morphologique. Justifier le choix,
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DOCUMENT 2

Fig. 2 . Fig.3

DOCUMENTS:  Milieux de culture pour Aspergillus

Milieu A Milieu B
peptones 10 ¢ peptones 10 g
. glucose 1 g glucose 20 g
agar : 15 g agar 15 g
eau distillée 1 litre eau distillée 1 litre
pH ‘ 66,5 pH 6468,
Milien C Milieu D
peptones 10 g peplones 10 g
glucose 20 g glucose 20 g
agar 16 ¢ agar 165 g
eaudistillée 1 litre eau digtillée 1  litre
pH 75 chloramphénicol 05 g
pH 626,56
Milien E
peptonss . 10 g
glucose 20 g
agar 1 g
eau distillée 1 litre
pH . 7.6

2.4. Lon champignons permettent la production de nombreuses substances telles que les antibiotiques,
Lors de leur culture en fermenteur, ile présentent cependant des’ inconvénients i citer
3 inconvénients.

2.5, Métabolisme du glucose ; accumulation d'acide citrique

La biosynth2se de I'acide citrique s'effectue par l'intermédiaire de la glycolyse et du cycle de KREBS,
Cette bioaynthése s'accompagne de celle de quantités plus ou moins importantes d'acide oxaligue.

A T'aide du document 4, et en reproduisant de fagon simplifiée le schéma do ce document, indiquer (en
respectant e code figurant dana la légende) le rdle régulateur du citrate et de T'oxalo-acétate.
Justifier le ou les symboles utilisés. 94-19



DOCUMENT 4 ;

Extrait de Biotechnology

A comprehensive treatise in 8 volumes
Edited by H.J. REHM and G. REED Volume 3

the regulation of glycolysis is most impor-
tant for citric acid production and will be
discussed here in more detail (Fig. 1 ROHR
and KUBRICEK. 1981; RbHr et al, 1931a;
Kieicek and ROKR, 1982).

By means of measurement of glycalytic
‘intermediates and conventional determina-
tion of -*'¢ross-over points” and “far-from-
equilibriom reactions™ in 2 citric acid pro-
ducing strain {4.niger B 60) phosphofructo-
kinase has-been identified as a regulatory
enzyme (HABisoN- et al., 1979, 1982). This
enzyme shows' the
common regulatory properties of a typical
eukaryotic phosphofrusctokinase (PFK) and
- most important - is inhibited by citrate
within the normal physiological range of

concentrations {K; = 0.25 mM). Thus, al-

though the enzyme from A.niger NRRL 233
in crude extracts was reported to be insensi-
tive to citrate (Bowes, 1980) - a mechanism
must be operating which makes the enzyme
insensitive to citrate during citric acid pro-
duction which should be dependent on spe-
cific changes in the nutrients (i. e., manga-
nese limitation, oxygen supply). This will be
discussed in detail later in this section.

The dicarboxylic acid part: of the cycle
seems ot to be regulated by, metabolites
other than- substrates: and. products. The

only exception is'succinate dehydrogenase -

which is-also strongly inhibited by low con-
cenirations of oxalacctate, Viewed
together, these .findings show that under
conditions-of unlimited. flow through glyco-
lysis,-a “‘spill-oves™ of citrate is yery likely
to occur and the:extent of citrate.accumula-
tion-is‘mainly depéndent on the supply of
oxalacetate.

" It is reasonable:to.assume that the envi-
ronmentaltéonditions.which, are. a prerequi-
site for citrid.acid accumulation should ex-
ert:their influence by stimulating glycolysis
or by contributing to'most of the influenc-
ing factors. This has never been studied on
a biochemical basis. Only recently have the

action of manganese and sorne aspects of

regulation by oxygen been studied in more
detail.

VERLAG CHEMIE
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Metabolic regulation of citric
acid accumulation in Aspergitlus niger.
@ activation © inhibition @ wove

The critical influence, of oxygen has been
studied with.special reference, {athe opera-
tion of oxidative mechanisms,, From the
equation

gll':cose.+ 0y —» citric acid + H;D(])
it is evident that oxygen is theoretically 2
substrate which is metabolically needed for

the reoxidation of glycolytic NADH during
citric acid fermentation.
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3. LAFYERMENTATICN (32 points)

3.1. Le milieude fermentation
En utilisant le document 5,répondre aux questions suivantes :

3.1.1. Quelle est la concentration opiimale des ions fexriques et cuivriques dane le milieu de
fermentation 7

3.1.2. Quelle est l'influence des ions Mn2+ sur la production d'acide citrique ?

3,1.3. Conclure en comparant les effets de ces différents ions métalliques et justifier le trajtement
des mélasses par I'hexacyancferrate (HCI), complexant des ions dlvalents aelon la réaction
(argumenter soigneusement la réponse) :

(Fe(CN)g)2™ + Me2* womeemmene > (Me{CN)g)2~ + Fel*

DOCUMENTS : Tableaude l'influence de: .
- Yeffet du fer et du cuivre sur la production d'acide citrique
- Teffet des métaux sur la production d'acide citrique.

Extrait de Bistechnology
A comprehensive treatise in 8 volumes
Edited by H.J. REHM and G. REED Velume 3 page 426
VERLAG CHEMIE

Table 2. Effect of Copper and Iron on Citric Acid Production - Data lrom Noves {1969)

Fett+ Cu** Acidity Initial Sugar Coenversion
{mg/L) (mgsL) 4] (8) (%)
10.0 50,0 392.0 505.0 778
50.0 50.0 349.0 505.0 691
100.0 50.0 256.0 505.0 507
1500 50.0 62.0 505.0 14.2
10.0 100.0 380.0 505.0 77.4
50.0 100.0 317.0 500.0 65.4
100.0 100.0 2730 505.¢ 539
150.0 100.0 T 300.0 29.8
10,0 200.0 3750 500.0 75.0
50.0 200.0 341.0 500.0 68.2
100.0 2000 181.0 500.0 36,2
150.0 200.0 68.0 500.0 13.6
10.0 300.0 378.0 500.0 5.6
50.0 300.0 3440 500.0 68.8
100.0 3000 2140 500.0 54.8
150.0 300.0 133.0 5000 26.6
10.0 500.0 370.0 500.0 T4.0
500 500.0 327.0 500.0 65.4
100.0 00.0 1980 500.0 60.6
150.0 500.0 138.0 500.0 27.6

Table 3, Effect of Metais on Production of Citric Acid - Data from CLARK et al. {1966)

Metals Added Amounts Added {ng/L) = Cliric Acid (% after 96 h)
None {optimal médium) - 8.8
At 590 1.3
Ca2t 80.0 9.0
Co't 0.1 9.9
Cu?* 340 8.6
Felt 100.0 1.5
M%“’ 20.0 4.8
i1+ 0.1 4.6
Zn't 3.0 1.5
Mn?t 1.0 1.5
Mixture of all metals | Concentrations
shown above 14
Mixture of all metals } Concentrations
except Mn** shown above 74
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3.2. Laproduction d'acide citrique o

$.2.1. Dans des conditions normales, I'acide ciirique n'eat pas excrété en grande qu&ntité. Ux}a telle
excrétion en quantité appréciable, doit éire considérée comme le résultat d'ireégularités du
métabolisme causées par des déficiences du méteholisme ou un déséquilibre important du

milieu nutritionnel.

Sachant que 'aconitase est une enzyme contenant du fer inhibée par la présence du‘ C"u2+, A
partir des documents 4 et & fournis, expliquer les conditions de la production d'acide citrique.

SUCROSE Broken lines indicole leéedbock inhibilien

GLUCOSE -‘-Li' FRUCTOSE

FRUCYOSE 6-PHOSPHATE

DOCUMENTS6 : Devenirdu pyruvate

- wohosphotructokinase

/,
{ FRUCTOSE t,6~DIPHOSPHATE 2-PYRUVATE

\

\
N

pyruvole
corboxylose

€0, e

“ #=ALKANES N}:TATE ~
“ :
N y b

~ e ACETYL CoA N
- citrote A

CITHIC synthatose .
ACTD. OXALOACETATE

R,
ACETYL, Col

A R

<aconliose ACETATE

' oxalogeatic

ACONITATE sS————x YSOCT TRATE hydrolase
- malate

isocitric dahydrogenoss

fsocitic Iyose

OXALIC ACID MALATE

|

i

{

l

|

|

|

]

|

) |

molate |
OXALDSUCCINATE syathetase ‘ 1
|
[
I
|
|
I
1
i

A:F."y
GLYOXYLATE
€02 SUCCINATE e FUMARATE

u-KETOGLUTARATE

€O,
/ !
Vi
O, ’
-
GLUTAMATE ASPARTATE — == =— =— — o

A simplified metabolic scheme showing citricacld production from carbohydrates and n-alkanes

3.2.2, Dana des conditions optimales {absence de formation de métabolites sscondaires), on peut
utiliser ‘T'équation (non équilibrée) de production de l'acide citrique figurant au bag du
document 4.

Equilibrer cette réaction et ealeuler le rendement théorique de ln fermentation en kg d'acide
citrique monchydraté produit pour 100 kg de glucose,

3.8, Caractéristiques générales de fermentation ;

Forts concentration initiale en sucres {150 g enviren/),
pH tras acide (de I'ordrede 1,5 4 2),
aération forte.
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Des résultats expérimentaux sont représentés sous forme de tableau flanslle .document 7.
Sur un méme graphe, tracer les-deux courbes Biomasse = f (t) et Acide citrique = f (t), Lea analyser
et en déduire & quel type de métabolite appartient I'acide citrique.

DOCUMENTY: ‘Tableau de valeurs expérimentales

Tenps Biomasse Acide
citrique
h-1 /1 : . g/l
0 0,3 0
4 0,5 0
é 0,8 0
& 1,0 0
10 1,5 v}
12 2,0 o}
14 2,4 o}
18 2,7 0
20 3,8 0
22 4,8 0
24 5,6 0
28 5,8 0
28 4,0 0
32 6,4 0
3¢ &,7 2
40 ]
41 7
43 &
44 12
50 7.2 22
55 31
56 32,5
&8 2
75 8,2 &z
80 70,7
as . 76
e2 _ 78,4
100 2.8 ’ 83,1
103 84,8

4. L'EXTRACTIONETLA PURIFTCATiON DE L'ACIDE CITRIQUE (8 points)

Le document 8 montre les grandesétapes dans le traitement du modt. :
Schématiser les équipements néceasaires pour la réalisation des opérations A et B,

1
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. E ¢ g
|3 ) k4 o
w £ . 3 s =
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Epreuve professionnelie de synihése
B : réalisation pratique d'opérations de génie biologique
Durée : 8 heures coefficient 8

Documents personnels non autorisés
Quelques opérations de génie biologique

Premier jOUl’ : (durée : 6 h 00 + 1 h pour repas pris sur place)

Le sujet comporte deux parlies indépendantes qui doivent tre réalisées dans I'ordre de
présentation :

12re partie : Minipréparation de plasmide .
2&me partie : Dosage microbiologique de la vitamine B12 dans des comprimés

pharmaceutiques
lére partie : (80 points)

MINIPREPARATION D'UN PLASMIDE
On dispose d'une culture de la nuit d'une souche d'Escherichia coli transformée par un plasmide.

Le cendidat réalisers la minipréparation ¢ ADN plasmidique par la technique rapide par ébullition
(adaptée d'aprés HOLMES et QUIGLEY).

La minipréparation sera contrdlée sur minigel aprds digestion de I'ADN obtenu par une
endonucléase de restriction.: oo . i . .
’ 1. - Minipréparation du plesmide parla technigue rapide avec ébullition.

Tiansvaser 1,6 ml de culture dans un microtube et centrifuger 1 min dens une
microcentrifugeuse, Eliminer le surnageant, Recommencer l'opération dans le méme tube
sur & nouveau 1,5 mide culture ot éliminer soigneusement la totalité du surnageant.

- Agiter au vortex la culot bactérien puis le remettre on suspension dans 360 pl de STET.
(TRIS, EDTA, TRITON) '

- Ajouter 26 Wl d'une solution de lysozyme fraichement préparée (10 mgml=~1 dans du
tampon Tris’/HCL, pH 8,0, 10 mmol1-1) . Mélanger au vortex pendant 3 secondes, Laisser &
ynin A température ambiante.

. Placer o tube dana I'eau bouillante pendant exactement 45 secondes.

- Centrifuger le lysat bactérien 10 min dans une micro-céntrifugeuse, 4 la vitesse maximum,

- Récupérer le surnageant dans un nouveau tube, sans le contaminer avec le culot.
Précipiter I'ADN par 40 pl d'acétate de sodium 2,5 mol.] —1 (pH 5,2) et 420 nl d'isopropanol.
Agiter au vortex et incuber au minimum 10 min & température ambiante.

Centrifuger 15 min A vitesss maximum, Eliminer soigneusement la totalité du surnageant.
Rincor sans remettre en suspenaion Je eulot avec 500 pl d'éthanol & 70 %. Recentrifuger
b5 min. Eliminer soigneusement 1'alcool de ringage.

- Sécher le culot,

. Redissoudre les acides nueléiques dans 50 pl d'eau contenant de la RNAase «

- Effectusr une digestion par une endonucléase de restriction sur 10 pl de cette solution et
analyser sur minigel (voir 2).

2.- Digestion de contrdle et analyse sur minigel
Marguer un microtube et inuodtxigca_ los réaciifs tomme indigqué dans le tableau ci-dessous ;
' - ) Enzyme
Eau distiilée Tampon X10 ADN* Ex.:EeoRI
{ub (ul} ) {5upl ~1)
i (ul
6 2 10 2
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- Centrifuger les tubes quelquos secondes puis incuber & 37°C pendant 1h 30.
- Centrifuger les tubes quelques secondes et ajouter 5 pt de solution de charga X b
- Déposer 10 — 20 pl du contenu de chaque tube dana un puita du gel d'agarose & 0,8 %.

Prévoir par gel un ou deux dépéts d'environ 1ug d'un marqueur de taille (ADN lambda digéré

par Hind II}, par exemplo 8 nl 4 0,1 pg.pl*~1' + 2 nlde solution de.charge.
- Réaliser 'tloctrophorése a 80 Volts pendant 2 heures.
- Golorer le gel au BET, observer aous rayons 11V, et photographier,
- Ln photographie sera remise A un examinateur.

28me partie : (80 points)

DOSAGE MICROBIOLOGIQUE DE LA VITAMINE B,,  DANS DES COMPRIMES
PHAEMACEUTIQUES

1, PREPARATION DE LINOCULUM. (Lactobacillus leichmanii)

La culture fournie sous forme de culot de centrifugation a été lavée trois fois avec de | 'eau
rhysiologique stérile.

Reprendre le culot final par 10 ml d'eaun physiclogique , puis diluer de manidre & obtenir une
suspension d'absorbance 0.1 (toujoura dans l'eau physiclogique),

La valeur d'abscrbance serg montrée A un examinateur ,

Congigner le protocole de préparation de cetts suspension dansle compte rendu .

TIne gautta (50 pl) de cette suspansion est utilisée pour ensemencer chaque tube,

2

PREPARATION DE LA SOLUTION ESSAI DE CY ANGCOBALAMINE
(VITAMINE Byg) . =

Des précautions seront prises pour limiter les contaminations de la préparation avant
autoclavage,

SOLUTIONA:

Danaun erlenmeyer stérile de 100 ml, introduire 4 comprimés pharmaceutiques,

Ajouter 4 I'ésprouvette stérile 50 ml de la solution tampen pH = 4.5,

Tiédir 1a solution & 40° C au bain marie et agiter jusqu'a dissclution des dragées.

‘Ajouter A nonveau 50 m] du méme solvant,

Filtrer sur filtre sans cendres en utilisant l'entonneir, le filtre, le bécher prévus a cet effet,

SOLUTIONB:
Solution A b ml
Eau purifiée stérile  ajouter 245 ml
SOLUTIONC:
Solufion B 5ml
Eau purifiée stérile  ajouter 145 ml

3. PREPARATION DU MILIEU DE CULTURE
Bacto By essny modium 36g
Eau purifiée 100 m]
Dissoudre & 'sbullition (2 & 3 min) , Refroidir danal'san,

Le milisu sera utilisé le plus rapidement possible ; dans Je cas contraire il BeTA conservé d + 4°C
minimum,
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4,

PREPARATION DE LA GAMME ETALON ET DES ESSAIS

Marquer lea tubes de maniére indélébile.

_ La siérilisation de la gamme étalon et des essais est prévue avant l'inoeulation, Les solutions

utilisées ne seront danc pas nécesspirement atériles,

La solution étalon de cyanocobalamine est fournie i la concentration de 0,04 ng.m! .

4.1, Gamme étalon

Réaliser 1 tube pour chaque concentration de cyanocobalamine, Tous les volumes sont
enml

Témoiﬁ .
non Blane 81 82 83 54 85 86 87 S8
ensemencé B R

Solution
étalon a

0,04 ngaml 7!

Eau
purifiée

Milieu de
dosage

B.

4,2,  Esspis

Rénliser los § tubes essais Ep, E3, By, avecrespectivement 1,2, 3 ml de solution essai C, dane
los tnémes conditions que la gamme étalon. '

En attente de stérilisation, lea tubes serontconservés & + 4°C.

TERILISATIONS DE LA GAMME ETALON ET DES ESSATS

STERILISATIONS DE LA GAMME ETALONET Do 25210

Le candidat se conformera obligatoirement & Iheure indiguée par les examinateurs.

Siérilisation & I'autoclave 6 min & 120°C. En fin de stérilisation, plonger 1e plus vite poacible tons les
tubes dans l'eau froide.

ENSEMENCEMENT DES GAMMES

Introduire 60 pl d'ineculum préparé en 1 dans tous les tubes sauf dans le témoin non ensemencs.

INCUBATION DES GAMMES
Incuber tous les tubes 15 4 17 heuresd 87°C.
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Deuxiéme jour : (durée : 2 h 00)

lére partie :
MINIPREPARATIONS D'UN PLASMIDE

- La digestion de la minipréparation par l'endonucléasa de restriction est-elle complate ?
Justifier 1a réponse.

- Déterminer la taille du plasmide linéarisé & I'aide du marqueur de taille (on construisant le
graphe log, taille = f(distance de migration).

Donnée : taitle des fragments du standart do taille : 23130, 9416, 6557, 4361, 2322, 2ﬁ27, 564,
128,

2éme partie :
DOSAGE CYANOCOBALAMINE

1. LECTURE DE LA GAMME ET DES ESSAIS
Stopper la culture en ajoutant dans chagque tube (sauf dans le tube t&moin non ensemencé) 4
gouttes de formaldéhyde.
Lire & 600 nm aprée agitation et ropos dans la cuve 14 2 min (zéro optigue sur le témoin non
ensemencé), co tube de milieu stérile peut servir de diluant si besoin: est.
Montrer les relevés d'absorbance i un examinateur,

2. RESULTATS
- Tracerla courbe A gggym = f{concentration de cyanocobatamine en ng.m}),

- Déterminer la quantité de cyanocobalamine par comprimé.
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