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Anopates du BTS BI IMISTE,

Les annales sont divisées en années, La memérotation est lide 3 chaque année. La partie
« Epreuve professionnelle de synthése 2°partie (Réalisation d’opérations techniques) » comprend
plusiewrs sujets différents.

Année 1999 ;

Francais 99-01

Anglais 99-06

Mathématiques 99-07

Eléments de corrigé: 1/2+2/2

Sciences physiques. 99-11

Biochimie-Biologie 99-15

Eprcuve professionnelle de syathése 1° partie 99-22

(Etude d’ opérations techniques)

Fpreuve professionnelle de synthése 2° partie SUJET 1 99-35
{Réalisation pratique d’opérations techniques)

Eipreuve professionnelle de synthése 2° partie SUJET 2 99-43
(Réalisation pratique ¢’ opérations techniques)

Eprenve professionnelle de synthise 2° pariie SUJET 3 99-51
{Réalisation pratique d’opérations techniques)

Epreuve professionnelle de synthese 2° partic SUJET 4 99-60
(Réalisation pratigue d’opérations techniques)

Année 2000 :

Frangais 00-01

Anglais  00-01

Mathématiques 00-01

Sciences physiques 00-01

Biochimie-Biologie 00-04

Epreuve professionnelle de synthdse 1° partie 00-15

(Fitude d’ opérations technigues)

Epreuve professionnelle de synthése 2° partie SUJET 1 00-25
(Réalisation pratique d’opérations techniques)

Epreuve professionnelie de synthése 2° partic SUJET 2 00-33
(Réalisation pratique d’opérations technigues)

Epreuve professionnelle de synthése 2° partie SUJET 3 00-43
{Réalisation pratique d'opérations techniques)



Annales du BTS Blochimiste :
Définition de la nature des épreuves

1. Epreuve de francais
» Bpreuvo torite
+ Durée maximale 3 hevres
« Coefficiont :3

1. ~ But da P'épraeuve
L'éprouive a pour but de vériller U'aptitude du candidat 4 :
- snish daus un texte los idées ielles et leur organisation logi-
que,
- s'oxprimior avee simplicilé et correction,

1.Z Nature da I'dpreuve

L'preuve consisic on une contraction d'n texts suivie de questions
doni Fune invile a un travail de somposition frangaisa,

1.2.1—On proposera un texte d'environ 900 xoty qui offtirs pac tui-
méme un sons assez conplet, qui soil clair Benscnposé et qui se préte 2
une anrlyse didées.

1.2.2—0On proposora utt texle de cingquanls & cent lignas deotylogra-
phides qui offro par lui-m&ine un sens assez complet, qui soit olair ot bien
composé of qui s préte § voe imalyss d'iddes,

1.2.3—Le toxtz propesé porleca sur les problémes de la vie modorne -
probRntes de culiure personnelle et de relations sociales—aqui Pouvent
intéresser vn futr techiticien.

Le candidat devra :

- résumer Je texte en un nombre fixe de mots.

- répondme 4 quelques questions destinfes 4 lui faire présiser ot

expliquer ls sens de notiens et de mots importants du texte.

- oxprimer dans tn commmentairc suceinel ¢t compose ses vues
personnelies sur lensemble on sor un agpeot particulier du texie,

2. Epreuve d'anglais
» prouve éorile
» Durée : 2 heures
» Cooffiolent : 2

I.'épreuve doit porinettre de vérifier les capacités du cendidat :

- d'enploiter corroctoment des dooumenis & caractéie toohnique
(auticles do presse ou extraits douvrages spéoinlisés, notices ot
modes demploi, diagremmes et sohé Iotires, i
(hons).

- de proposer des éiéments de rédaction simples en anglnis sur un
sujet louchant 4 |n spéeialité

Ceui implique la capacité :

- dereadre comple, en frangais. do manidre pertinente des infor-
mutions essentielles contenues dans le document,

- de traduire une parlie de ce document.

- de rédiger en ungluis quolquos phrases selon les indications qui
Iug sont fournies.

2. Epreuve de mathématiques - scien-
ces physigues

« Hiprouve derite

+ Do : 4 heures (2 b+ 2 )

+ Coofficient : 4

T'sprenve comporte dowx parlics oblipntoires, orpanisées on conti-
mmit :

Premléra partle : Mathématiques {coefficlent 1,5)

— Objoetifs :

L'enseig: 1t des Mathé a pour inple objeetif de fournir un
outil efficree pour les Seioncos pliysiques ol bologiques et in Tochnolo-
gio, de développer la formaiion scicntifique el dv contribuer 4 la forma-
tion porsonneile et rolatiomnelle, Par suite, ¢olle promidee  partio
d'dprouve doit permelire :

« dlappréoier In solidité dos counaigsances des condidata et lour eapa-
cité & les utiliser dans des situntions varies,

. de vérifier lear aptitude au misonnermient et lour capacilé & aunlyser
correctoment un probléme, 4 juslifier fos résultats oblenus et & appréeier
lour porie.

» d'apprécisr lours qualités dans les domaines de l'expression éorite et
de l'sxéoution soignée do thehes diverses {Imcés graphiques, oalouls & la
main ou sur machine).

— Nisture de velte partie d'épronve ;

Cette pariie d'épreuve dorile o3t prévus pour une durée de deux heu-
TOS,

Les sujets comporient deux oxersices de Mathdmatiques recouvrant
une port iés lnrge du programme. Les thémes mathématiques quils
meltent en teuvre portent prinoipalement sur les chapilres les plus utiles
pour los Seiences physiques et biologiques. Le nombre de points nffscté
4 chagque exercice sst indiqus aux candidais.

L'épreuve porte sur des applications direcles des connaissances de

. cours.

1 convient d'éviter toute difficults théorique et touls techmicitd math-
ématiqus excessive.

La longueur el Fampleur du sujet doivent permellre 4 un condidat
moyen de iraiter le sujet et de s rédiger posément duns ie terups impardi.

L'utilisation des caloulnirices pendant I'spreuve ust définie par ls oir-
culuire n 86-228 du 28nillet 1986 publids au Bullotin offivie] n°® 34 du 2
velobre 1986,

Leg doux points suivants doivent &tve mppelés en téte des sujets :

- laclarté des raisonnements et la qunlité de fa rédaction intervien-
drout pour uns parl importante de M'eppréointion des copica :

- l'usage des instruments de caloul et du formulairo officiel de
methémaliquss est autorisé.

Deuxléme partle ; Sclances physiques (coefficlent 2,5)

Cette seeonde pattie de I'éprouve porie sur les programmes de physi-
que et ohimie (cowrs ot fravaux proliques). Blic comporte plusteurs
exercices indépendants. Toute queslion de cours en fant que felle est
exolua, meis if pout 8re fait appe! 4 des restibutions ponctuclles de
connaissances. Les questions poséos se rapporlent de préférence d des
applications conorétes on linison aveo lo domains professioonsl du
candidat.

11 doit &tre: vérfié que le condidat :

- aonalyse convenablement wn probléie pose en utitisant judicien-

sement ses connaissances,

- propuse une solution (gualitative on quantitntive) juslifite par on

raisonnement logique,

- foumil un résublat numérique exprimé aveo des unités ol la préei-

sion adéquates : la plus grande atteniion sora accordée au nowm-
brw de chiflres significatifs.

4. Epreuve de biochimie - biologie
» Bipreuve Gerito
» Durée maximals : 4 hieures
+ Coofficient : 6

Cette dpreuve doit permetive dapprévier le nivean des sonmaissanoss
du-candidet dang les domaines dc ta biochimie, de la microbiilogie, de 1
biologie celluleire ot moléeulaite of de la physiologie. Elle doit avoir un
oamactére pluridisciplinaire

Elle cemporte pl questions inddp

5. Epreuve professionnelle de synthése
-'Epmuvu derite, ot pratique
« Durée maximale : 14 heuros
* Ceefficient : 12
Cetle épreuve comporte deux parties obligalaires
Premlére partle :Etude d’opérations technlques
« Pariie écrite
* Durée : 4 hourcs
+ Coefficient : 4




Cello pardie a pour bt d'apprécier Fe nivean des cormatssamnces tech-

nc]og]qucs gém&mles de vérifier les capacités de réflexion en vuo do la

des p hiniques simjles pouvent relever des domai-

pos do ta biochimde, de ta microbiologic, de In biclogie cetlnlaire et
léculairo el.do la physial

Elle doit permettre d'appréoier :
- les capacilés :

» d'aoulyse du probléme,
» de ponception ot do définitfor d'nne strolégic cxpirimentale,
« d ufilisstion do d , &ventuoll E de langue anglai

+ de prisc on compte des aspoets consernant ln sécuridd, la législation
et I gestion,

= d'atilisation des techniques et du matériel not:

—T'osprit d'iniliative

t informatique,

Deuxiéme partle : réallsation pratiqgue d'opérations
techniques

+ Partie pratique

» Durée maximale : 10 hewres

» Coofficient : §

Ceite partio d'épreuve o. pour but de vérilter les savoir-faire dons los
donraines do Is binchémie, et/on de I mlcmbtulugle ot/ou de la biologie

Tlulaire ot nioléeulaive, et/ou de la physi

Ellg est pluridisciplinaire.

Elle doit pormolire de vérificr les oapacités:

- du miss en ceuvre dun protucole opSratoire dans des conditions
satisfnisantes de séourité et d'efficnsité.

- forganisation,

- de ripueur ot de précision dans L'sxéoution.

- d'exploilution des résultats.

ke poul e dérouler en plusjenrs partios

Elie comporie plusients questions lides ou indépondant

Blle u un caraclére essentiellement praticque.

Blie donno liey d un comple rendu ef pent. Sventuellement, faire appel
aux teohniguos ot & lnformatine

6. Epreuve de soutenance du rapport
de stage ou d'activité professionnelle

+ ¥preuvo orale

+ Durée nximale ; 0,5 heure

+ Coefficient -3 (2 pour les compélences seiontiliques et techniquos. 1
pour las compitences en Sconomic ¢l gestion)

L'épreuve o pour but de vérifier ;
1.Ence qui concen: Ja cotmaissanee professionuelle el humaine de
l'entreprise, si le candidat cst capable de :
- sppréhender les donndes comstitutives dwse entreprise o dm
laboratoire,
- prendre e foncti t dine ou dun labora-
toire sur les plans do te teclmique et de 'organisation,
- présenter les activités dun skags on aoalysant les problémes toch-
nigues renconteds ot log démarchey adoptées
2Ence qui [} icalion ot l'expression, si le
est capable de :
- dégager, ordonner et melire ¢n valeur Tos poinis essentiels dun
< i (3 -

St

i dat

- maitriser les fochniques de ks commimication orale devant un
auditoire nan familier,
- utiliser Ia langue frangaise correclement el aveo olarté.

Le did bsontern of tend) i t le rapport quil aur
Stabli 3 Fissue dc son stape de deuxuémc annéo ¢n enbrepriso sil sagit
d'un candidat scolarisé ou un mmpport sur son activité professionnclle sil
s'agit d'un candidat dispensé de stage-en raison d'un erploi salarié.

I deven faire app le tére spioifique de Pealre-
prise ou ilaum elfeotud son slngu ou exercé son nolivité professionncllo,
rendrs compie de ki visée, du déroul t of de l'abouti du stage
lui-méme ou do Fnctiviié professionnetle, exposer Jos rvéflexions en
particulier d'ordre teohnique que le slage ou l'activité profossionnclle i
aura inspirdes.

La présentalion n'excédera pas 20 minutes.

Lr seconds Parlie de l'épreuve pounra Sire consacréc & un didlogue
catro le jury et le candidat.

Le rapport de stage ou d'scliviié professionnelle de dix & vingl pages
dazclylogmphlﬂns (guinze & Iwntc pngcs panuscrites) sans compler les

technig

£ " 1

'}...— de T'étabii de siage et du
du stage de d année ou de l'aotivité profes-
sionnellc cxercée dans le domaine de ko biochimic ou de la bio-
logic,
- locompte rendu d'un lmvnﬂ personuel,
- uos réflexion | Factivitd
un bilan sur o stage ou sur oelte aclivité pmfes'ﬂunnelle
Ce travail devra prendre en compie les problémes de séourité ot do
legisiation.
Tosd . bles d fa comprék

P

Tomt {igurer on annexe.

P 11

cb

de e mpport pour-

Pour ey cundidats scolarisés. lu fiche de siage sem jointo.

1révabuation dos aspects scienlifiques et techniques se forn selon la
tépariition suivants :

- dossier éerit : eoeflicient 1.

- présentation orale et entretion : coefficient 1

La conmiswion de jury pour coftc épreuve comprend !

- un professeur d'sonomie of gestion,

- unproft charge d

- unprofessionnal

bl

Les candidats antorisés ayant échond 4 Vexamen petvent :

- soitpréscnter de nouveeu le rapport souten fors de I session a
laquelle ils ont chous.

- soit34ls le jugent nécessaire, modifior eelui-oi dans e sons quils
estimment opporiun ow refaire v neuveny stege et rédiger wn nou-
veaw repport gui tiont compte dos siluations reneontrées au cours
de ce seoond siago ot qui pew! reprendr des observations ras-
semblées au cours duw premier stage.

Pourcolte épreuve de sontonence de rapport de stage, il convieni de
tenir compte du eametérs secrct de corning domaines de la biochimis et
de Ia biologie et de Vabligation peur les candidats de ne pas divalguer des
faits confidentiels uppris au cours de leur stage ou lors de lewr activilé
professionnzlie

L jury veilleza 4 ne pas mektrs oy cwndiduis en difficulté sor cot. as-
peet de leur formuation en milicy professionnel

Pour ¢¢ qui concerne les informations contenues dams leur rapport
&orit los candidats doivent avoir obteni I'acoord du responsable de lewur
stape ou de leur aclivité profossiommetls au sein de l'entreprise. 1t lear
sern an ouire sappel que ceile épreuve e saurait los libérer de Tobliga-
tion de Tespecler les secrots professionmels,

Do plus, il sem indiqué au sesponsable de Fentreprise dans laquelic Je
candidat a elfectsé son siage ou ext employé quiil peut. 8l lo juge wiile.
désignsr une personne qui sera mwlorisée 4 nssister, on tanl qu'obscrva-
tour, & la soutenmnee du rapport of qui pnurm évenhwllcmeni intervenir
powr préserver le caracldre fidentiel de o pour

PYETIENY fidal

Sviter que no s'instaure de ce kit uno situation préj am










EPREUVE DE FRANCAIS, |

DUREE : 4 HEURES COEFFICIENT : 3 |

SYNTHESE DE DOCUMENTS.

Vous ferez des documents suivants, consacrés A I'évolution des formes de délinquance,
une synthése concise, objective et ordonnée.

Dans une conclusion personnelle, vous donnerez voire opinion sur le sujet proposé,

Document 1: Victor HUGO
Les Migérables, 1862,
Document 2 Denis SALAS

"La détinquance d'exclusion impose une redéfinition des missions
de I'EBtat " Le Monde du 9 juin 1998,

Docoment 3:  Alain BAUER ' -
"Une pléthore d'oranges mécaniques”
Le Monde du 2 juin 1998,

Document 4: Dessin de PLANTU tiré de " C'est le goulag "
Editions La Découverte / Le Monde, 1983,

DOCUMENT 1
UN PEU D'HISTOIRE

A l'épogue, d'ailleurs presque contemporaine (1), ot se passe l'action de ce livre, il n'y
avait pas, comme anjourd’hui, va sergent de ville & chaque coin de rue {bienfait qu'il n'est pas
temps de discuter); les enfants errants abondsient dans Paris. Les statistiques donnent une
muoyenne de deux cent soixante enfants sans asile ramassés alors annuellement par les rondes de
police dans les terraing non clos, dans les maisons en construction et sous les arches des ponts.
Un de ces nids, resté fameux, a produit * les hirondelles du pont d' Arcole”. C'est {3, du reste, le
plus désasireux des symptdmes sociaux. Tous les crimes de Thomme commencent au
vagabondage de I'enfant.

Exceptons Patis pourtant. Dans une mesure relative, et nonobstant le souvenir gie nous
venons de rappeler, Fexception est juste. Tandis que dans toute auire grande ville un enfant
vagabond est un homme perdu, tandis que, presque partout, Feafant liveé & lui-méme est en
quelque sorte dévoué et abandonné & une sorte d'immersion fatale dans les vices publics qui
dévore en tui 'honndteté et la conscience, le gamin de Paris, insistons-y, si fruste, et si entamé 2
la surface, est intérienrement & peu prés intact. Chose magnifique & constater et qui éclate dans Ia
splendide probité de nos révelutions populaires, une certaine incorruptibilité résulte de ['idée qui
est dans l'air de Paris comme du sel qui est dans 1'ean de l'océan. Respirer Paris, cefa conserve
I'Ame.f...}
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Soit dit en passant, ces abandons d'enfants n'étajent point découragés par l'ancienne
monarchie. Un pen d'Fgypte of de Bohéme dans les basses régions accommodait les hautes
spheres, et faisait 'affaire des puissants. La haine de l'enseignement des enfants du peuple était
un dogme. A quoi bon les "demi-lumidres” 7 Tel était le mot d'ordre. Or l'enfant errant est le
corollaire de 'enfant ignorant,

TYailleurs, Ia monarchie avait quelquefois besoin d'enfants, et alots efle écumait la rue.

Souns Louis XIV, pour ne pas remonter plus baut, le zroi voulait, avec raison, créer une
flotte. L'idée était bonne. Mais voyons le moyen. Pas de flotie i, 3 ctté du navire & voiles, jouet
du vent, et pour le remorquer an besoin, on n'a pas le navire qui va oll il veut, soii par la rame,
soit par la vapeur; les galdres étaient alors & la marine ce que sont aujourd‘hui les steamers. I
fallait donc des galdres; mais la galére ne se meut que par le galérien; i fallait donc des galériens.
Colbert faisait faire par les intendants de province et par les parlements le plus de forgats qu'il
pouvait. La magistrature y metiait beancoup de complaisance. Un homme gardait son chapeau
sur sa téte devant une procession, attitude huguenote; on I'envoyait aux gaféres. On rencontrait un
enfant dans la rue, pourve quiil efit quinze ans et qu'il ne st ot coucher, on I'envoyait anx
galeres. Grand régne; grand siécle,

HUGO V. Les Misérables
3e partie, Livre I, Chapitre V1
Editions Garnier, tome 1.

{1) aux environs de ia révolution de 1848.

DOCUMENT 2

LA DELINQUANCE "D'EXCLUSION " IMPOSE UNE
REDEFINITION DES MISSIONS DE L'ETAT

~ Vous parlez, dans le cas de la France, de délinquance &'exclusion. Pouvez-vous
nous ka définir ~

- 1I me paraft important de bien se démarquer de I'idée actuelle sefon laguelle il y aurait un
noyau dur de délinquants multi-récidivistes qui empoisonnerait nos quartiers et qu'il faudrait
éradiquer. Je pense au contraire qu'il faut évaluer précisément les types de délinquance. Ly a
d'abord la délinquance initiatique, transitoire, ol 'adolescent a besoin de se confronter 3 la loi, et
pour teque! l'ordonnance de 1945 a préva "audience de cabinet. Cette rencontre ponctuelle entre
I'enfant et son juge marque la loi et sa ritualisation permet i l'enfant de rencontrer ses limites. Et
puis il y a la délinquance pathologique, lourde, liée & des troubles de personnalité, powr laqueile
l'ordonnance de 1945 prévoit un travail long et difficile de prise en charge dans le cadre du
tribunal pour enfants.

Mais, depuis les années 90, émerge un nouveau profil de délinquance, que j'ai appelé la
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délinquance d'exclusion, qui coexiste avec les deux moddles antérieurs. C'est une délinquance
massive, territorialisée, liée aux quartiers de la relégation et chronicisée par le chdmage de longue
durée. Elle se caractétise par 'adaptation & des formes de survie, & [a débrouille individuelle, aux
lois du business et finit par former wne manidre de vivre. C'est la délinquance qui devient
socialisante et non les institutions. Tout cela forme une "fabrique délinquante": une série de
jeunes, dans ces cités, qui veulent lever la chape de déveine qui pdse sur eux, refusent de jouer le
jeu dans les rdgles et cherchent une reconnaissance en embrassant une "carridre " délinguante,
Parmi ces jeunses cependant, il est important de rappeler qu'il y a toujours des individus qui
souffrent. Les problémes liés & la délinquance initiatique et pathologique demeurent, Simplement
ils se complexifient par la. dimension collective que prend cette délinguance aujourd'hui.

- Cette délinquance des mineurs semble tenir tonjours plus en échec les institutions
traditionnelles que sont la famille, I'école...

-1l y a en effet une défaillance des institutions classiques dans leur mission éducative
I'égard des mineurs délinquants. La police a abandonné la spécialisation des brigades des
misneurs pour jes délinguants; les foyers d'hébergement de la Protection judiciaire de la jeunesse
(PII} ne contiennent plus les adolescents les plus difficiles - en 1996, environ 1000 mineurs ont
&té hébergés dans les foyers de la PJT alors que 3600 étaient incarcérés; la psychiaitie offre peu
d'accueils spéeifiques pour les mineurs de quatorze 4 dix-huit ans; les conseils généraux
s'engagent inégalement dans lewr mission d'aide sociate A I'enfance.. N'oublions pas que
beaucoup de ces jennes sont suivis par des associations aux faibles moyens; peu reconaues, loin
des institutions officielles. Tout cela fait peser sur la justice le poids d'attentes qui excédent ses
capacités.

- Cette situation vous parajt-clle étre de nature & réviser Ies principes de Ia justice
des mineurs, fondés par I'ordonnance de 1945 7

- Je crois qu'il est important de rester attaché 4 un texte fondateur qui exige une priorité
éducative a 1'égard des mineurs. Ceci étant, il est clair que [a justice des mineurs connaft une
grave crise de légitimité, Ses fondements, basés sur I'enfant, son histoire et sa personnaliié, ne
mordent plus sur la délinquance d'exclusion. Cette justice suppose du temps, pour individualiser
les mesures et pour permetire la maturation du jeune, or, aujourd'hui, c'est I'urgence qui domine -
on le voit bien avec l'instauration des procédures en temps réel. Elle est centrée sur le mineur,
l'autenr des faits, alors que c'est la victime qui a wne place de choix dans notre société
compassionnelle, Elle est fondée sur I'idée d'éducation alors que c'est Finsertion qui domine
désormais le travail social. Au final, c'est au moment ok cette délinquance des mineurs devient
une catégorie de la responsabilité politique, que ses fondements éducatifs, que l'on croyait
inébranlables, sont remis en cause, On est done arrivé & une croisée des chemins o se joue
I'avenir de la justice des mineurs,

Entretien avec Denis SALAS (*)
Le Monde, 9 juin 1998,
(*) ancien juge des enfants



DOCUMENT 3

" UNE PLETHORE D'ORANGES MECANIQUES (1) *

Il n'est pas de jour qui ne connaisse sa moisson d'actes de violence touchant villes,
réseaux de transports urbains, écoles, HLM... Mais ces événements ne sont pas nouveaux. La
délinquance évolue, se répéte, se déplace et se renouvetle. Durant quatre sidcles, une véritable
extinefion des crimes de sang (de plus de cent pour cent mille habitants & moins de deux} a té
entegistrée, La ville a civilisé le crime. Copendant, au fil des ans, des phénoménes récurrents
apparaissent. Bandes de mineurs délinquants des faubourgs ("apaches” au début du siécle,
"blonsons noirs" ou "loubards" aprés la seconde guerre mondiale), criminalité sur la premiére
ligne du métro dés son omverture, en 1900, développement de la toxicomanie (100 000
cocginomanes 3 Paris en 1921).

La délinquance d'appropriation explose dés 1964, en pleine période de plein-emploi. La
statistique des faits constatés passera ainsi de 500 000 faits dans I'aprés-guerre 4 4 millions en
1994 pour retomber 4 3,5 millions en 1997.

La déstructaration de la cellule familiale, le départ des retraités vers un univers séparé, la
progression des famifles monoparentales (1,3 million) créaient des espaces sans présence donc
sans surveillance, Bn complément, {'arrivée sur le marché de nouveaux produits de consommation
{véhicnles, télévisions, autoradios...) engendrait une forte augmentation de la délinquance contre
les biens, qui atteignait ensuite la voie publique, impliquant ua retour aux agressions contre
Ies personnes... pour atteindre les biens. Le tout combiné avec de nouvelles "offres” : t€léphones
pottables, distributenrs de billets... :

*Orphelins de 16 h 30", les scolaires se retrouvaient laissés 3 enx-mémes, les parents
travaillant de plus en plus tard, les grands-parents n'assurant plus le relais, I'école ne prodignant
plus les devoirs surveillés, expulsant les enfants les plus perturbants et commaissant un
absentéisme scoldire rarement traité. Plus important: pour la. premiére fois dans noftre histoire,
T'univers virtuel, moins celui de la télévision que celui des jeux vidéo, permet & des enfants de
plus en plus jeunes et de plus en plus dépendants de leurs consoles de vivie dans un monde
paralldle, imitant fe plus possible le téel, ou les actions, méme ites plus meurtridres, n'ont jamais
de conséquences, Chaque mort vaut des points, chaque partie permet la résurrection des victimes
antérieuzes. [...]

Ce n'est donc pas de fa nouveauté de ces phénomdnes quiil faut sinquiéter, mais du
renversement de tendance quils démontrent. Le nombre de minenrs délinquants n'a jamais éié
aussi important (prés de 20 % du total des mis en cause), Ils sont plus jeunes, plus récidivistes,
plus violents. Les structures sociales et éducatives issuos des ordonnances de 1945 et de 1958 no
semblent plus répondre aux actions de jeunes qui, suivant ia logique du " déni, défi, délir ",
attaquent désormais fous les représentants des institutions (policiers, pompiers, agents des
sociétés HMLM, agents EDF, postiers et méme médecins). En méme temps, le nombre de jeunes
mineurs délinguants emprisonnds n'a jamais ét€ aussi faible, m&me si les incriminations sont
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de phus en plus fortes et les peines de plus en plus longues.

La délinquance est devenue un phénoméne d'expression sociale, marqué par des
tendances d'enfermement dans un univers fini, "le quartier", marqué par des modes
d'appropriation qui vont des tags au contrdle territorial caractérisé par des passages de
"frontiéres *, sans oublier l'vtilisation des téléphones portables ou des "pagers * pour
l'organisation des trafics. Les bandes se féminisent, développent des dépendances & I'aleool,
connaissent un niveau de troubles psychiatriques important. Prés dell00 quartiers sont "
sensibles " en France, environ 200 présentent des signes {angibles de rejet des institutions et
d'agressions récurrentes contre ses représentants, Les affronfements sont de plus en ples violents,
homicides et tentatives sont en hausse constante et les saisies d'armes & feu sont loin d'&tre
anecdoliques,

Pour antant, I'économie souterraine et le trafic orgasisé de produits stupéfiants sont,
paradoxalement, des facteurs de stabilité interne, comme l'islamisme militant. Pour des raisons
lides & la volonté de ne pas attirer l'attention de la police, un autre otdre se substitue 2 I'Btat
républicain, mettant les antorités devant un dilemme complexe: choisir de rétablir 'ordre ou se
contenter d'une absence de désordres visibles.

BAUER A. (2)
Le Monde, 2 juin 1998,

(1)Ce titre fait allusion an film Orange mécanique qui 3 dénoncé fa violence an débnt des années
70.

(2)Alain BAUER est PDG d'AB Associates, conseil en sureté wrbaine, enseignant 4 I'[EP de
Patis, A I'université Paris V et & [a Sorbonne.
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DUREE : 2 HEURES

EPREUVE IV ANGLAIS.

COEFFICIENT ; 2

"Tiny faclory cleans up dirty water

A FACTORY on a silicon chip ¢,
complete with mixing vais and separation
systems, could help water companies to
detect dangercus microorganisms in the

5 water supply.

Infections by water-borne parasites
have been on the increase in Britain as water
shortages force suppliers to use vnfamiliar
sonrces to refill reservoirs.

10 In 1989, for example, 500 people in
Swindon suffered from chronic diarchoea
after drinking water that was contaminated
with the parasite Cryptosporidium.. Nearly
300 people in Devon suffered the same fate
in August last year.

i5 So far the parasite detection "factory"
exists only as a collection of parts, but Ron
Pethig and Julian Burt at the University of
Wales at Bangor are embarking on a three

20 year research programme to put all the
pieces together.

The mixers in the tiny factory use a
phenomenon called dielectrophoresis to
harness @ the electrical charges generated

25 by every living thing. "We know quite a bit
about the capacitance and resistance of a
cell, and these properties govern how
microorganisms respond in an electric field,"
says Pethig. [...]

a) silicon chip: puce électronique
b) to hamess: to use the power of
¢) to tag: to mark for identification

30 If the researchers want to tag ™ a
particular organism to distinguish it from
any other particles in the sample they can
label @it with a tiny polystyrene bead &
coated with antibodies specific to that

35 organism. The bead changes the way the
microorganism moves in an electric field and
makes it easier to spot ©. Pethig says that
simple image-processing techniques will be
vsed to spot whether particular parasites

40 are preseni by the way they spin or move,

[...1

Pethig says the factory conld have far
wider applications. For example, cells that
become cancerous often begin to respond

45 differently to electric fields long before other
tests would single them out as cancerous.

Bangor's parasite detection factory is
pait of a wider trend towards miniaturising
50 chemical and biochemical processes. For
exampe, a tearn at the Oak Ridge National
Laboratory in Tennessee is developing a
DNA analyser that fits on a chip.
The chip works with samples
55 100 600 times smaller than normat, and
can perform an analysis using enzymes in
five minutes rather than an hour.

Mark Ward
New Scientist- 13 Avril 1996

d) tolabel: to fag
). a bead: a very small ball
f) to spot: to recognize
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QUESTIONS
NSION

1- Rendez compte en frangais des informations essentielles contenues dans cet article,

(8 points)
2~ Traduisez en francais de la ligne 42 (Pethig says...) jusqu' & la degnidre ligne (...rather than an
hour). {5 points)

I-E LSS,

‘Water as a natural element is more and more at risk; how can chemical and technical
processes help save it for future generations? (80 - 100 mots)

(7 points)
DICTIONNAIRE BILINGUE AUTORISE j
EPREUVE DE MATHEMATIQUES.
DUREE : 2 HEURES COEFFICIENT : 1,5

La clarté des raisennements et la qualité de la rédaction interviendront pour une patt importante
dans l'appréciation des copies . L'usage des instruments de calcul el du formulaire officiel de
mathématiques st autorisé .

Le formulaire de mathématiques est joint an sujel. (NDLR: il n'est pas joint dans ces Annales)
2 feuilles de papier millimétré par candidat.

Exercice I: (9 points)

Une entreprise fabrique des pots de peinture,
Eifle les fait livrer habituellement par lots de 20 pots ou de 100 pots. On se propose d'étudier les
variations de la guantité d'un certain produit A contenu dans chaque pot.

Partie A

On suppose que la production totale de l'entreprise est trés impottante et que 7,5 % des pots
fabriqués contiennent pius de 110 g de substance A. On note X la variable aléatoire qui A tont
tirage aléatoire de 20 pots (tirage considéré comme tirage avec remise) associc 1o pombre de pots
conienant plus de 110 g de substance A. On note de méme Y [a variable associée dans le cas de
tirages de 100 pots.

1 %} Préciser la loi de X,

2°) Caleuler au millidme le plus proche la probabilité de I'événement "X =1 ",
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3°) Préciser laloide Y.

4% On veut approcher {a loi de Y par une Joi de Poisson de méme espérance mathématique.
Préciser le paramétre de cette loi de Poisson.

5%) En supposant que Y suive effectivement fa loi de Poisson ainsi définie, dotmer une
approximation au millidme le plus proche de la probabiliié de 'événement "Y <6 ™.

Partie B

On a contrdlé 1 dosage du produit A & la sortie de deux chatnes de fabrication.

Deux échantitions de 100 pots ont été analysés; nn provient de la chaine n°L, I'autre de la chaine
n°2,

Le tablean sujvant donne la répartition de I'échantillon de la chatae n°] en fonction de la masse de
produit A exprimée en grammes.

m{en g) [100,102[ | [102,104] | [104,106] | [106,108[ | [108,110[ | [110,112f
Effectifs 1 3 25 32 27 6

m {en g) [112,114f | [114,116]

Effectifs 4 2

On donne des valeurs approchdes de la moyenne m, et de i'écart type G, de ['échantillon fabriqué
par la chaine n°2: m, = 107 ¢t ¢, = 2 (en grammes),

Dans les questions 1 et 2 les valeurs seront arrondies an dixigme le plus proche.

1°) En prenant les centres des classes, calculer vne approximation de Ia moyenne m; et de I'écart
type o, de 'échantillon issu de la chaine n®l,

2°) En considérant les résultats obtenns dans la premidre question, donner les estimations
ponctuelles:

-

a) des quantités moyennes pul et p2 de produit A pour les productions de ces deux chaines,
b) des écarts types s, et s, correspondants. '

3%) On se propose de savoir si 1a différence des moyennes observées dans les deux échantillons
est due a des fluctoations d'échantilionnage ou si la chaine de fabrication n°! produit des pots
contenant davantage de produit A que la chafne n®2.
On note X, la variable aléatoire qui & tout &chantillon aléatoire de 100 pots provenant de la
chaine n° { associe la quantité moyenne de produit A dans cet échantillon,
On note X, la variable aléatoire qui & tout échantillon aléatoire de 100 pots provenant de la
chafine n°2 associe Ia quantité moyenne de produit A dans cet échantillon,
On admetira gue:
» X, suit upe loi normale de paraméires m, et s, ;

1¢
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» X, suit une loi normale de paramétres my et 5, ;
10

+ X, et X, soni des variables aléatoires indépendantes;
#D=X,- X, suitune loi normale,

On choisit 'hypothése rulle Hy: " [t; = L, " contre 'hypothése alfernative Hy: "py>p, "

a) Calculer fa variance de la variable aléatoire I, On appelle ¢ (D) son écart type. Vérifier que
o (D) =032,

b) Caleuler au centigme le plus proche le réel @ tel que P(D < a) = 0,99,

c) L'hypothése nulle H, est-elle acceptée ou rejetée (av senil de | %) ?

Exercice Ii: (11 points)

Dans cet exercice, les quatre parties peuvent 8tre traitées de fagon indépendante, La partie A a
pour objet la détermination d'une loi d'évolution & partir de données statistiques, Les parties B et
C correspondent & des modélisations données du phénoméne étudié, La partie D envisage
1'évolution de la population dans un nouveau contexte.

Partic A:

On procéde a une réimplantation d'écrevisses. On Iche 100 individus et on reléve tous les six
mois l'effectif »  de la colonie d'écrevisses en fonction du temps écoulé ¢ (exprimé en mois),

On obtient ainsi huit effectifs #, (i variant de 1 A 8):

(en mois)
Effectifs »; 100 160 350 900 2500 7500 22000 | 64000

1°) On pose y = In (3 » - 200) ol /n représente la fonction logarithme népérien. Caleuler les
valeurs y ;= In (3 n, - 200) pour i variant de 1 & 8 (valeurs décimales arrondies au milliéme le
plus proche), On donnera ces valeurs dans un tableau,

2°) Représenter le nuage de points M, (t ; v, ) dans un repire orthogonal (unités graphiques: 3
cm pour 6 mois sur l'axe des abscisses, 1 cm par unité sur f'axe des ordonnées).

3°) Donger une équation de la droite de régression de y en ¢ (les coefficients seront donnés sous

forme décimales, au centidme Ie plus proche) et en déduire I'expression de n en fonction de ¢
associée A cet ajustement.
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Partie B:

Dans cette partie, on considére que ia fonction donnant le nombre d'individus en fonction du
temps ¢ (exprimé en mois) est représentée par une solution de I'équation différentielle
(Ex:X'-018X=-12.
1°) Résoudre I' équation différentielle d'inconnuie X: X ' - 0,18 X = (.
2°} Sachant que () admet une solution particuliére X, constanie, donner la solution générale
de (E).
3°) Déterminer la selution de (E) qui vérifie X(0) = 100.

Pariie C:

Soit (O, i, f ) un repére orthogonal ( unités graphiques: 1 cm pour 3 mois sur 'axe des abscisses
et t em pour 4000 unités sur I'axe des ordonndes).

1°) Soit N Ia fonction définie sur 'intervalle 1 = [0; 42] par N () =100 %'+ 200.
3 3
Etudier le sens de variation de N sur 7.
2°) Tracer la courbe représentative de N dans le repére (O, i, f/ ) . On suppose que cette fonction
représente correctement 'évolution du nombre d'écrevisses.

artie I

A pattir de ¢ =42, on décide d'autoriser la péche aux écrevisses.
On admet que la population d'écrevisses est alors représeniée par la fonction F définie sur

Vintervalle [42; 72] par F(¢t )= 64 000 e -0.08(r -4
1 ) Etudier F sur l'intervalle [42; 72] (variation et valeurs aux bornes),

2°) Tracer la courbe représentative de ¥ dans le repére précédent (partic C), sur loe méme
graphique qu' 4 fa question C 2°).

3°) Déterminer graphiquement l'instant ol la population devient inférieure & 32 000 individus.



MATHEMATIQUES : éléments de corrigé

Averilssement important ; 'UPBM signale au lfecteur qu’il 8’agit ci-dessous d'8éments de corrigé,
afin d'aider an nidewx les éudiant(e)s dans leur préparation & Uexanien, ¢t non d'up corrigé-type,

Exercice 1 :
Partle A

1. Oun répdte 20 fois le méme événement de maniére indépendante.
Cet événement n'a que deux issues possibles:

# le pot contient plus de 110g de substance A avec une probabilité p = 0,075

#  le pot contlent moins de 110g de substance A avec une probabilité q=1-p= 0925
X guit donc La loi binomiale B (20 ; 0,075)
PX=1)=Chp'(t-p)* = 0341
Pour des raisens identiques, Y suit Ia lof binomtale 3 (100 30.075)

On approche la loi ¥ par la loi de Poisson de paramitre A = 100 x 0.075=7,5
PY<E =e 1+ 75+ 254 28 180, 78, 28
* 2 6 M 120 720
® 0.378

Lol o o

th

Partle B

1. Les valeurs approchées de la moyenne m; et de Pécart — type o4 de I'échantillon iss de la chafne 1
sont : m; = 107.5g et 64~ 2.5¢
2. a. cstimation peur p, : 107.5g  pour p; : 107g

b. estimation pour oy : 2,5 %z 2,5 pour ozt 24, PT(:L m2  (en gramme)

3. uLesvariables X, et %, sont indépendantes, done ;
V(D) = V(xq) + V(Xz) =025+ 0.2:=0,1025
Doil ; o(D) ~ 0,32
b. Sous I'hypothise Hy, I suit la loi normale de moyenne 0 et d'éeart - type 0,32,
D'od, P(D < )= 11(‘7_’-;—2-) = 0,99, On en déduit (fecture table) que : a » 0,75
e. Comme m;—m; =05 et 0.5.< 0.75, I'hypothése nulle Hy est acceptée suseuil de risque de

1%.
Exercice 2 ¢ .
Partie A
1.
Temps t; (en mois) 1] 6 12 18 24 30 36 42
Effectifs u, 100 160 350 900 2500 7500 | 22000 | 64000
¥ 4605 | 5635 | 6745 | 7.824 | B.896 | 10,012 | 11.094 | 12,164
2. nmuagedepoints | .,
12 ——
10 — -
[ ——
P
2
0 .
L] 5 i0 18 20 23 340 s 40
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3. drofie de régression de y en ¢ (calculatrice) .

y=0.18t+ 4.58
On ea déduit quen (f) = 3250e™™ +  66.67
1, x®=C " avec C constante réelle
2 X =2;ﬂ. La slution géntrale de U'équation (E) est : X(9 = C 47+ 200
5. x@=c+ 29, d-on=xa)=1—g"—em + 200
1. N estcroissante sur I (signe dérivée ou fonction exponentielle)
2. Courde
]
[ )
IR
\
TS
[ N
/ AN
.
AN
/ ~N
4000 //
||
5 _

-

1, F'(t)= - 0.043x64 000 ¢ ~*"*¢~*3 ¥ (1) est négative sur [42 ;727 , F est décroissante sur cet
intervalle,

F{42) = 64 000 et F(72) = 17 617

2. courbe

3. Graphiquement, la population des écrevisses devient inférieure i 32 000, i partir de 58 meis.
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EPREUVE DE SCIENCES PHYSIQUES,
DUREE. : 2 HEURES COEFFICIENT ;: 2,5

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

D TENSION SUPERKICIELLE (12 points/50)
LES TROIS TIONS SONT INDEPENDA -

1) Pour mesurer le coefficient de tension superficielie ¢ d'un liquide L, parfaitement mouillant,
on ufilise un anneau circulaire, de section mince rectangulaire, dont les diamétres intérieur et
extérieur sont respectivement: Iy = 2, 20 cm et Dy = 2, 40 om.,

Cet anneau est suspendu 2 ['extrémité du fléau d'une balance (voir schéma ci-dessous).

I
»

F 3
r

liguide L.

£
|
|
|
;
'
i
i

Le poids de la surcharge de masse m= 426 mg placée dans le plateau de droite est égal i 1a force
F due & [a tension superficielle, juste a 'arrachement.

a) Montrer que P'expression de la force F en fonction de D), D2 et s'écrit F=onn (D}, + D2).
b} Calculer ta valeur de &.
On domne : g =981 m.s 2,

2} Pour vérifier lg résultat précédent, on mesure la hauteur h d'ascension capillaire du liquide L
dans un tube vertical de diamétre intérieur d = 1 mm, On obtient: h = 13,4 mm.
Sachant que la masse volumique du liquide est p = 884 kg.m®, déterminer la valeur. du
coefficient de tension superficielle ¢ obtenue par cette méthode.
On rappelle que la hauteur d'ascension capillaire est donnée par la loi de Jurin:
H=2¢0

p.g1
h = oii r est te rayon du tube capillaire.
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3) Une anire vérification est possible: elie consiste 3 utiliser un compte-gouties qui laisse
s'écouler un volume V donné de liquide et & compter fe nombre de gouttes correspondant avec un
liquide étalon Lo, puis avec le liquide L. & étudier.

Laloi de Tate donne la refation entre la masse m d'ane gountte et le coefficient de tension
superficielle ¢ d'un liquide:

m=k2rR o

od R est le tayon du compte-gouttes et k une constante,

Avec de V'eau utilisée comme liquide étalon, on compte n, = 25 gouttes dans un volume V.

Avec le liquide étudié, on compte n = 56 goutles pour le méme volume V.

En exprimant m en fonction de p, net V et g en fonction de p o, 1t et V, caleuler le coefficient
de tension superficielle ¢ du liquide étudié.

Conclure concernant Ia validité de ces trois méthodes,

On donne: * pour I'eau, & la température considérée: 0,=T3 x 10® Nom™
P o= 1000 kg.m. 3

I MICROSCORY, (13 points/50)
-1L.A QUESTION 2 EST INDEPENDANTE -

Un microscope réduit comporte un objectif et un oculaire de distances focales respectives

fy = 5, 000 mm et £, = 20, 00 mm, Ils sont distants de 20, 00 cm. L'oeil est placé au foyer image
de l'oculaire ¢t observe, & travers le microscope, l'image finale A'B' d'vn objet AB. Limage
intermédiaire sera appelée A B,.

i)}
a) Calculer 12 position de l'objet AB par rapport an centre oplique O, de V'objectif quand

l'ceil, supposé normal, n'accommaode pas.
Faire un schéma clair et calculer Ja position de I'objet a 1 x 10° tom prés,

b} Quels sont, dans ces conditions, la puissance P; et le grossissement G,, commercial de
l'instrument ?

¢) Lorsque I'ceil accommode an maximum, la position de I'objet AB par rapport au centre
optique O, de I'objectif est telle que 0,A = -5,142 mm.
A I'aide de la réponse A la question 1)a), en déduire la latitude de mise an point et conclure
en ce qui concerne cette mise au point.
2) Le pouvoir séparateur d'un microscope est limité par le phénomene de diffraction.
1a dimension AB du plus petit objet observable est donnée par Ia relation; AB = 1,22 A
21 sin w
a) Calculer AB lorsque 'objet est dans I'air, la longueur d'onde de la lomiére ntilisée Etant
A = 555 nm et I'angle v valant 60°,
b} Comment, 1 et A &tant maintenus constants, pevt-on améliorer ce pouvoir séparateur ?
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I CHIMIE GENERALL (11 points/50)

Dans ua ballon vide 4 25°C, on introduit du dioxyde de carbone CO, ot de I'ammeoniac NH,. 11
s'établit 1'équilibre:
CO 5(gy + 2NH 3 (g) "€ mmmmrmrmemeee> 0= C (NH)y (g + HyOp

urée
1) Ecrire I'expression de la constante d'équilibre Kp correspondant A cette réaction.

2) A partir des données thermodynamiques rassemblées dans le tableau ci-dessous, délerminer les
valeurs A H®, A, S° A, G® d'enthalpie, d'entropie et d'enthalpie libre standards de réaction
pour 'équilibre ci-dessus & 25°C.

3) En déduire la valeur de Kp 4 25°C.

4) Comment évolue I'équilibre:
a) si on augmente la température & pression constante ?
b} si on augmente la pression A température constante ?
¢) si on introduit de I'nrée solide dans le milieu réactionnel ?

Donndes;
Enthalpie standard de Entropie standard 4 25°C
formation & 25°C
A H® Klmol! $° Lk ’.mol
L COZ(g) 1. -392,92 i 213,43
2. -241,60 2. 188,56
2. H0(m 3. 46,15 3. 19232
3. NH,; (g) ' 4. -332,85 4. 104,50
s CO(NH,), (s)
R =831 LK mol™,
C ORGA E: ESE IY YPA L (14 points/30)

1, Le tryparanol ou 3-méthyl-2-phénylbutan-2-of de formule semi-développée:




est un composé d'intérét pharmaceutique.
11 peut Atre obtenu par la séquence réactionnelle suivanto:

1.1
Propan-2-ol + HBr &~ A+ HO )
éther anhydre
A+Mg & (CHydy, (CH)- Mg - Br 2)

Donner la formule et le nom de A.

1.2 AICIy
Benzéne + CHz-CO-Cl € ——rormemen - D+HCO

Yicrire P'équation bitan de la réaction et détailler son mécanisme.
Préciger le nom do D

1.3.
D+ (CHy)p -(CH)- Mg - Br —sr-r—m? B

E oo -> tryparanol.
Berire les équations-bilans de ces deux réactions.
2. Le iryparanol possédde-t-il une activité optique ? Justifier votre réponse.

Représenter les stéréoisomares du (ryparanof scion la perspective de Cram (ou perspective
cavalidre) et les nommer en justifiant vos réponses.



EPREUVE DE BIOCHIMIE - BIOLOGIF.
DUREE : 4 HEURLS COEFFICIENT : 6

REMARQUES PRELIMINAIRES:

1 Le sujet proposé a un caractére pluridisciplinaire. Le candidat devra veiller a répondre
de maniére concise aux questions posées afin de pouvoir traiter I'ensemble du sujet,

2 Ii est suggéré de consacrer A chaque question un temps tenant compte du nombre de
points attribués,
Caleulatrice autorisée.

ETUDE PE LA CONDUCTION ET DE LA TRANSMISSION DE L'INFLUX NERVEUX:
EXEMPLE DE LA FIBRE CHOLINERGIQUE

1.1. Le document 1 est une représentation schématique de¢ newrone. Nommer les structures
numérotées de 136,

1.2. Le neurone est une celluie excitable. Au repos, sa membrane est soumise 4 une différence de
potentiel (ddp) entre les faces interne et externe.

1.2.1. Donser I'ordre de grandeur de cette ddp. Comment est-elie orientée ? Comment peut-
on la metire en évidence ?
1.2.2. Présenter les phénomeénes ionigques expliquant cetie ddp.

1.3, L'excitation du nevrone se traduit par des variations de-son potentiel de membrane.

1.3.1.  Représenter sur un schéma les variations de la ddp lors du passage de I'influx
nerveux en indiquant le potentiel Electrique (mV) en ordonnée et le temps (ms) en
abscisse.

1.3.2. Positionner sur [e méme schéma les phénoménes ioniques responsables de la
naissance de l'influx nerveux. Commenter succinctement la chronologie des phénomanes.

1.4. Liinflux nerveux se propage ensuite le long de 1'axone. La sclérose en plaque présente les
caractéristiques d'nne maladie anto-immune qui se traduit par la démyélinisation des fibres
nerveuses, Cette maladie est particulierement fréquente chez la jeune femme. Elle est souvent

associde A la présence de 'alléle HLA DR,
1.4.1, Comparer la conduction nerveuse le long d'une fibre myélinisée et amyélinisée,
1.4.2.Donner vne définition bréve de l'auto-imraunité,
1.4.3.Pour quelle classe d'antigéne du complexe majeur d'histocompatibilité (CMH) codent
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les génes HLA D(DP, DQ, DR) ?
1.4.4. Sur quelles cellules trouve-t-on cette classe d'anfigéne ?
1.4.5.Faire un schéma de la siructure d'un antigéne du CMH, en précisant 1a situation de

cet antigéne dans la cellule.
14.6.Les génes HLA D sont-ils bi ou polyaliéliques ? Définir les termes bi et

polyalléliques.
1.4.7.8achant que les alléles des génes HLA I sont codominants, considérer le cas d'une

femme de génotype HLA DR, /HLA DR, et de son mari de génotype HLADRy/HLADR 5.
- Cette femme peut-elle &ire atieinte de sclérose en plagque ?
- Quelle est la probabilité pour qu'un enfant de ce couple hérite de I'alléle HLA DR, ?

2- ION SY T i, (91 _points).
2.1. La synthése d'acétylcholine (ACH) (27 points).

2.1.1.L'acétylcholine est synthétisée dans les terminaisons axonales A partir d'acétyl CoA et
de choline sons Faction de la choline acétyltransférase,

Eerire sous forme chimique ' équation de la réaction catalysée par cette enzyme. (La
formule du coenzyme A n'est pas exigée).

Donmée; formule de la choline: (CHy); - N* - (CHp)y OH

2.1.2.  L'une des origines de l'acétyl CoA mitochondrial est 1a décarboxylation oxydative
du pyruvate. Cette décarboxylation est catalysée par un complexe multienzymatique.

2.12.1. Donner la définition d'vn complexe multienzymatique.

2.1.2.2. Berire I' équation globale de la décarboxylation oxydative du pyruvate.
Préciser les différentes étapes en soulignant les fonctions des enzymes et coenzymes
impliqués (les structures chimiques des coenzymes ne sont pas exigées).

2.1.3.Une autre origine de {'acétyl CoA mitochondrial est ia dégradation oxydative des
acides gras (ou ff-oxydation des acides gras).

2.1.3.1. Détailler la séquence réactionnelle (noms des enzymes, des coenzyines,
stractures chimiques des swbstrats et produits) convertissant un acylCoA & n
carbones ent un acylCoA 3 n-2 carbones.

2.1.3.2.A partir du lauryiCoA, établir les bilans moléculaire et énergétique en ATP de
I' oxydation de cet acylCoA en acétylCoA.

Donnees:
- Pacide laurigue est un acide gras lindaire saturé & 12 atomes de carbone,

- lg valeur du rapport P sur O en aérobiose pour NADHH' est égale 40 3;

pour FADH,, elie est égale 4 2.
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2.2. La libération de I'acétylcholine (1 2 points),

Clostridium botwlinum est un bacille Gram positif producteur d'vne toxine ayant un effet sur la
libération de 1'acétylcholine an niveau de la jonction neuromusculaire.

* 2.2.1. Rappeler le mode d'action, la nature et les propriétés de fa toxine botulique.

222, Les jambons crus artisanaux et les conserves domestiques présentent les conditions
de Ia toxinogéncse permettant d'8tre a l'origine de cas de botulisme. Expliquer.

2.2.3, Exposer en le justifiant e mode de traitement du botulisme.
2.3. Les récepteurs (52 peints).
L'acétylcholine (ACH) se fixe au niveau des cellules cibles sur des récepteurs spécifiques.

2.3.1.Les réceptenrs & I'’ACH sont aussi des réceptenrs de haute affinité pour le virus de la
rage (22 points},
(’e virus comporte une nucléocapside & symétrie hélicoidale. C'est un virus enveloppé &
ARN monocaténaire négatif, L'ARN est associé dans la nucléocapside 4 la protéine L
(ARN polymérase ARN dépendante dlorigine vimle). L'enveloppe est doublée
intérieurement de protéines de matrice et couverte de spicules de glycoprotéines,
2.3.1.1. Nommer les structures numérotées 1 4 6 sur le document 2.
2.3.1.2. Expliquer, éventuellement & l'aide de schémas, I'origine de I'enveloppe virale
et le mode de produetion du virus par la cellule infectée,
2.3.1.3.Expliquer l'expression ARN négatif et justifier I'importance de la protéine L.
2.3.1.4.Faire un schéma de la réplication de ce virus en faisant apparaitre les formes
réplicatives et les intermédiaires de réplication.
2.3.1.5.La multiplication du virus surles cultures de cellules en lignées continues
{cellules Vero) est trés productive de virus. Ces préparations montrent pen
d' effel cytopathique (ECP) mais permettent fa fabrication de vaccins.
- Définir bridvement |' effet cytopathique.
- Citer un exemple d' ECP observable sur des celfules en cultore.
2.3.1.6.L/interaction virus/celhile n'est pas toujours de type productif. Elie peutétre
de type aborlif ou de type fransformant (intégratif),
- Expliquer ces deux derniers types d'interaction.
D Préciser leurs conséguences pour ia cellule infectée.
11 }]
2.3.2. Apport du génie pénétique A 'étude du récepteur nicotinique (14 points).
Le récepteur nicotivique de 1'acétylcholine est un oligomére formé de sous-unités différentes,

2321  L'ADN complémentaire codant pour chagie sous-unité est cloné et sa
séquence déterminée; & partir de ceite séquence, on déduit la séquence
primaire de chague sous-unité,
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- Définir 'ADN compiémentaire.
23.2.2. On peut aussi faire produire les sous-unités protéiques par un systdme
d'expression.
Les ARN imessagers sont isolés et injectés dans les ovoeytes de Xénope qui
synthétisent alors les protéines correspondantes: il s'agit de la traduction des
ARN messagers en chaine polypeptidigue.

- Citer les différentes étapes de la traduction.

- Etudier I'étape d'élongation de Ia chafne & l'aide de schémas annotés.

233. Ladégradation de l'acétylchotine (16 points).

1'acétylcholine présente dang la fente synaptique est dégradée par I'acétylcholinesiérase
(ACHE}) ou acétylcholine acétylhydrolase (EC 3.1.1.7.}.
Cette enzyme catalyse I'hydrolyse de Pacétylcholine en choline et acide éthancique.

2.3.3.1. Inhibition de I'enzyme par excés de substrat,
L'acétylcholinesiérase présentic la particularité de subir une inhibition par apport
excédentaire de substrat. On peut admetire fe schéma réactionnel simplifié suivant:

B4+ 8 < - ES (complexe productif) ---——- >RB+P
ES +8 < - ESS (complexa non productif)

- Quel sera le profil de la cotrbe v =£ ([S]) 7
- Sachant que le centre actif de 'enzyme comporte deux sites, un site anionique
et un site estérasique, distants de 0,7 nanométres, proposer, A 'aide d'un schéma
explicite, une interprétation du phénoméne dinhibition pat apport excédentaire
de substrat.
2.3.3.2.Action de la prostigmine sor l'enzyme.
On réalise une étde cinétique i 25°C et & pH 7.8 de l'effet inhibiteur de la
prostigmine sur I'acétylcholinestérase; les courbes v''= £ ([S] ™) figurent sur
le document 3 (représentation de LINEWEAVER-BURK avec v = vitesse
réactionnelle et [S] = concentration en substrat du milieu réactionnel).
- En absence d'inhibiteur, que représentent le coefficient directeur et I'ordonnée
a l'origine de la figure du document 3 ?
- Déterminer les paramatres cinétiques de l'enzyme en abgence de prostigmine
et préciser la signification de chaque parametre.
- Caractériser l'effet inhibiteur de la prostigmine sur l'acétylcholinestérase
sachant que ¢, est supérieur A c,. Justifier la réponse.

2.3.3.3.La prostigmine est un médicament utilise pour traiter les constipations
opiniftres, Un de ses effets indésirables est la bradycardie.
Rappeler l'effet de {'acétylcholine sur le coeur et sur Fintestin.
Expliquer 'effet de ce médicament sor le coeur et I'intestin.
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EPREUVE PROFESSIONNELLE DE SYNTHESE.
Premiére partie : ETUDE D’OPERATIONS TECHNIQUES,

DUREE : 4 HEURES COEFFICIENT : 4
PROBLEMES D'ACTUALITE. DANS L'INDUSTRIE LAITIERE —-|
Calculatrice autorisée

Les trois parties du sajet sont indépendantes

a fabyication d'un

‘ gm e Sa j;;t gau_!in (24 points)

Dans un laboratoire de recherche laitidre, une souche de Lactococcus lactis  génétiquement
modifide est uvtilisée en tant que levain lactique dans la fabrication d'une pite pressée de type
Saint-Paulin dans le but d'améliorer les qualités organoleptiques de ce fromage.

Le laboratoire constate, au cours de la fabrication du fromage, un défaut d'acidification di
probablement A une contamination par un bactériophage.

Différents prélévements P1 & PB sont effectués pendant la fabrication (voir decnment 1),

1-1) Au cours de la transformation du lait wne pasteurisation est réalisée & 74°C pendant 30
secondes on 3 82°C pendant 12 secondes, ces bardmes étant fonction de la propreté du lait.
Présenter 'intérét de la pasteurisation et ses conséquences sur fa flore du lait cru,

1-2) Deux épreuves de recherche d'enzymes, la phosphatase alcaline et la peroxydase
{docyment 2), permettent de contrbler les barémes de pasteunrisation du lait précisés en 1-1).

1.2-1) Pourquei Mycobacterium tuberculosis  esi-il choisi comme référence dans les
bardmes de pasteurisation ?

Tustifier 4 'aide du dogument 2.

1-2-2 JDégager lintérét des Spreuves de recherche de la phosphatase alcaline et de la
peroxydase pour contrdler chacun de ces barémes.

1-3) La recherche des bactériophages peut 8tre réalisée par la technique au lait townesolé qui
permet de déceler rapidement et simplement levr présence dans le Lait.
Une fraction de chagque prélévement P1 & P8 est testée. Les résultats obtenus sont groupés dans le

document 3,

1-3-1) Donner la composition du tube correspondant au prétévement P8 dans le test au lait
tourpesolé, Indiquer son rdle en le justifiant.

1-3-2) Analyser les résultats du tableau (document 3} ct, & 1'aide du document 1, émetire
une hypothése sur l'origine de {a contamination par des bactériophages an cours du
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processus de fabrication du fromage.
1-4) Sur une fraction de certains prélévements (échantillons 5, 6, 7, 8), on effectue 'épreuve "des
microgouttes de Hull * (document 4) par obtention de plages de lyse.

1-4-1) Justifier la centrifugation ot la filtration.

1-4-2) Présenter sous forme de tableau les résultats obtenus aprés incubation,

1-4-3) Calenler le nombre de bactériophages présents dans chaque préldvernent par mi.,
1-4-4) Que penser des résultats obtenus ?

Le docoment 5 résume les différentes élapes de fractionnement et de purification de dewx
protéines du lactosérum:

- la lactoferripe (LF), glycoprotéine de magse motéculaire 77 000 d, qui contient deux sites de
fixation pour l'ion fer ITI, est utilisée pour complémenter les laits matemnisés;

- la_lactoperoxvdase (LP), mélalloenzyme de masse moléculaire 82 000 d, exerce un effet
antibactérien; on T'utilise comme additif dans Iindustrie laitiére pour la conservation du Iait cru,

2.1) Déminéralisation duv lactosé et con ion_des t_obtention d*
NG t de lac u

Le lactosérum (LS), obtenu aprés caillage du lait, est irés riche en sels minéranx. Leur
élimination est indispensable pour faciliter la purification des protéines.

Différentes méthodes sont ufilisées par les industriels pour déminéraliser le lactosérum:
l'osmose inverse, P'électrodialyse et T'ultrafilteation.

2-1-1) Préciser dans cjuel(s) cas la déminéralisation s'accompagne d'une concentration
du rétentat, Justifier,

2-1~2) Déminéralisation du lactosérum par ultrafiltration.

On traite le lactosétum (1.8) sur une unité pilote de surface membranaire de 8 m? et
de sevil de coupure de masse moléculaire de 10 000 d, Ceite opération conduit a
Fobtention d'un rétentat (R) de lactosérum.

2-1-2-1) Commenter les caractéristiques de la membrane.

2-1-2-2) A l'aide du document &, donner la composition gualitative du rétentat (R).

2 cation de la lactoferrine et de 1a lacto xvdase i réten

La lactoferrine et la lactoperoxydase peuvent dtre purifiées & I' échelle industrielle de
maniére satisfaisante, en wne seule étape, par chromatographie sur colonne d' échange
d1ons,

La présence de lipides. dans le rétentat (R) de lactosérum étant un obstacle & la bonne mise -
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en oceuvre de cette lechnique, on réalise une centrifugation.
On obtient le rétentat dégraissé (Rd).
La résine utitisée est une Carboxyméthyl-Sepharose CI6B fast ffow.

Le document 7 résume les principaux temps de la réalisation de la chromatographie,
Le document 8 représente le profil d'élution obtenu.

2-2-1) A quel type de résine échangeuse djons appartient la Carboxyméthyl-
Sepharose CLOB fast flow 7 Justifier.
2-2-2) Indiquer les phénoménes qui caractérisent les étapes (1), (3), (4), (5) et (6), en
précisant:
-le sens du mot "batch” et Iintérét de cette technique,
- la composition du filtrat,
- le mode délution des deux protéines & purifier ; s'agit-il d'one élution en
isocratique, en gradient continn ou en gradient discontinu 7 (Justifier la réponse).
Indiquer dans quelles gammes de pH se situent les pHi de ces deux protéines.
2-2-3) Déterminer les volumes d'élution de 1a lactoferrine et de Ia lactoperoxydase.

2-3) Véri ion Ia pureté des Lion: et B électrophorése en gel
olya mide é de Sodiw e te (SDS-PA

Une SDS-PAGE est réalisée sur les fractions A et B afin de vérifier leur purets,
Les conditions de 1a réalisation de I'Slectrophor@se, ainsi que I'électrophorégramme obfenu
sont donnés dans le docsment 9,

2-3-1) A quoi correspondent les pourcentages mentionnés A propos des gels de
concentration et de résolution ? (Justifier la réponse). :
2-3.2} Indiquer fes réles:
*de P'acrylamide et du bisacrylamide,
*du SDS,
*du Temed, .
*du persulfate d'ammonium,
*du 2-mercaptoéthanol,
*du glyeérol,
*du bleu de bromophénol.
2-3-3) En précisant les fonctions respectives des gels de comcentration ef de
résolution, expliquer le principe de base permettant la séparation des protéines dans
une SDSPAGE.
2-3-4) Les fractions A et B sont-elles pures 7 (Justifier la réponse).
2-3-5} Tracer sur papier milliméiré la courbe de calibration du gel:

-

log (masse moléculaire) = f (distance de migration dans le gel de résolution).



Données:

Protéines Masses moléculaires (d)
B-Galactosidase 116 000
Phosphorylase b 7 400
Sérumalbumine bovine 65 000
Ovatbumine 45 000
Anhydrase carbonique 29000

2-3-6} EBn déterminant [a masse moléeuinive des proi€ines contenues dans les
fractions A et B, vérifier leur nature.

m@;ﬂ;méﬂ:___gmmggim (18 PolﬂtS)

La § lactogiobuline du lait de vache (masse moléculaire: 36 000 d, pHi = 5, 2) jouerait un
r6le important dans les phénomenes allergiques dits "d'intolérance au lait", fréquents chez les
nouwveaw- nés nowrris aw lait maternisé d' origine bovine. Un procédé de thermoprécipitation des
protéines du rétentat de lactoséram (3 pH 4, 2 et & 65°C) permettrait de sélectionner les protéines
d'intérét alimentaire dans le préeipité et ' éliminer la J lactogiobuline indésirable dans le
surnageant.

La technique dimmunodiffusion radisie (IDR) de Mancini est adaptée av dosage de la f
lactoglobuline A condition de disposer d'anticorps anti B [actoglobuline spécifiques.

ler temps : production d'immunoglobufines chez le lapin

2Zeme temps : vérification de la spéeificité des anticorps produits par immunoélectrophorése
3eme temps; dosage de la B lactoglobuline par immumodiffusion radiale dans Ie rétentat de
lactosérum et dans le surnageant obtenu aprés thermoprécipitation,

inmunoélectrophorise.
Limmunoélectrophorése est une électrophorése des protéines antigéniques d'un mélange
suivie d'une immunodiffusion, La technique est réalisée dans les conditions décrites ci-
dessous:
-milieu gélifié, pH 8, 2 (tampon barbital-barbital sodé)
-on introduit: - puits N°1: le lactoséram
- puits N°2: une solution de [ lactoglobuline, sous un volume de 4 plL.
- la migration est effectuée 4 100 V , 40 min
- aprés migration, ka gouttidre est remplie avec 80 PL des immunoglobulines produites
chez le lapin
- la diffusion dure 24 h en chambre humide
- aprés lavage en NaCl & 0, 85 %, on observe les ares de précipitation.
Le résuliat obtenu est présenté document 10.

3-1-1) Justifier le sens de migration de 1a f} lactoglobuline,
3-1-2) Préciser I'intérét du lavage en NaCl & 0, 85 %.
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3-1-3) Les anticorps produits par le lapin sont-1ls spécifiues de la f lactoglobuline 7
Justifier,

-2) Dosape de la ctoglobuline immung on radiale

Pour valider le procédé de thermopréeipitation, on dose la B lactoglobuline par immunodiffusion
radiale:

-d'une part sur le rétentat de lactosérum avant thermoprécipitation: R;

~ d'autre part sur le surnageant obtenu aprés thermoprecipitation: S.
Les anticorps antifffactoglobuline produits chez le lapin sont inclus & concentration optimale dans
un gel d'agarose coulé en boite de Petri. Des puits sont creusés et remplis avec 8 pl:
*puits 1 & 3: solutions étalons de Plactoglobuline;
*puits 4 : R;
*puits 5: S. -
Aprés 2 jours d'incubation en chambre humide, on mesure le diameies des anneaux obtenus. Les
résultats sont regroupés dans le tableau ci-dessous:

Puits N° diamétre en mm (D)
1: solution étalon de Plactoglobuline A 10 g.L.* 6
2: solution étalon de Mactoglobuline 4 20 g1 8
3: solution étalon de Blactoglobuline 3 30 g1 9,5
4: rétentat de lactosérem R 8,5
5: surnageant de thermoprécipitation 5 7.5

3-2-1) Donner {e ptincipe de 1a formation des anneaux.
Que se passe-t-il si on diminue la concentration en anticorps dans le gel ?

3-2-2) D'aprés Mancini, le carré du diamétre de 'anneau est vne fonction linéaire de
la concenfration C en antigéne.

- Tracer, sur papier millimétré, la fonction D? = aC + b en utilisant les résultats du
tablean,

- Commenter le point du graphe pour lequel la concentration en antigéne est égale ]
QgL!

3-2-3) Déterminer graphiquement la concentration en B lactoglobuline de R et de S,
Le procédé de thermoprécipitation permet-il d'éliminer totalement la Plactoglobuline
contenue dans le rétentat de lactosérum ?
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B 03,

Le temps et Ia températore nécessaires ponr 'inactivation de Mycobacterium tuberculosis et
de certaines enzymes du lait.
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DOCUMENT N°3.

Ie lait tournesolé

Composition
Lait écrémé 1L
Teinture de tournesol 20 ml.
pH 72

Répartir en tube (10 mL par tube) et autoclaver 4 110°C pendant 20 minutes.

Le tournesol est & la fois un indicateur de pH (zones de virage: pH inférienr 2 6: rose, pH
supérieur & & bleu) et un indicateur d'oxydo-réduction (réduit: incolore, oxyde: bleu-violacé).

Technique d'utilisation

Dans un tube de lait tournesoté, infroduire 0,5 mi. de levain { Lactococcus lactis ) et 1 mL de
préldvement. Incuber 4 heures 4 30°C.

Tableau de vésultats
Prélevement N® Opl| P2 | 0OP3 [ OP4 | OP5 | OP6 | P7 | P8
Lecture aprés 2 heures A A - A - - - A
Lecture aprés 4 heures | CR | CR - CR - - - CR

A = acidification

C =coagulation

R= réduction

- = absence d'acidification, de coagulation, de réduction.
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DOC °

B
(] [o B
l Lssinnar séchar los
:‘g‘: 1 gout microgouttes Bt

(5 3L}
échenlition
005ml
conlrifugd 4 dilution
1 oy

plage de lyse

Echantillons

w5
- G
-7
g B

A: La filtration du sumageant de centrifugation est réalisée sur une membrane filirante de

porosité 0,45 pm,

B: Dilutions successives: le volume de diluant (lait écrémé 2 0,1 %) est de 4,95 mL.

C: Le dépdt des gouttes est réalisé sur une gélose molle M17 préalabiement ensemencée
masse avec Lactococcus lactis et l'ineubation est de 30°C pendant 6 4 8 heures,

Une poutte correspond 3 5 pL.,

I: Résultats oblenus aprés 6 4 3 heures dincubation.
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Lactosérum

[L.S)
U!traﬂltrat/ T —
Rétentat (R}
Centrifugation
10.mina 5060 ¢
Rétentat.
dégraissé
{Rd}
Chromatographie d'échange dions
Lactoperoxydase Lactoferrine
0 N°
DOCUMENT N° 6.

Composition moyenne du Jactosérom en g/100 mil,

Lactosérum
Eau 93,0
Matidres grasses 04
Caséines {races
Protéines solubles 09
Laclose 5,0
Sels minéranx 0.6
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{0 TN®7:

Etapes de purification de 1a lactoferrine et de Ia lacteperoxydase par chromatographie
d'échange d'ions.

Eitape (1)

Etape (2)

Etape (3]

Etape |4)

Ftape (5}

Etape (6}

Etape (7)

Etape (8]

§ L de rétentat dégralass (Rd)
amend & pR 7

+*

10 L de CM-Séphavaose CLOR fast
Howa pH7

y

Adsorption en "batch”
10 min, 20°C

Mise en colonne de
chromatographie

+ 100 L d'acétate
d'ammoniut
40 mmol/L, pHl 8,5

+ 35 L drocétate
d'aiamonium
80 mmol’L, pH 16,5

+ 35 I d'ammoniague
0.2 mol/L, pH 11,5

+ 70 & d'ean aclds

{CHsCOOH)
pour abalsser
lepH&7

+ dthamol & 20 %

¥

Riltration

‘M Filtrat
M Liquide de lavage

\ﬂ&ﬂi%_&

lactopsroxydage

Résine régéndrée pouvant éire
congervée & basse température.

99-32



{ ° 8

Profil d'éntion de la lactoperoxydase (fraction A) et de Ia lactoferrine (Fraction B)
obtenu par chromatographie d'échange d'ions
sur CM-Sepharose CL6B fast flow.

-

I

: & )
- - o
1

101

'

]

5 .

0 12 2] ] 48 Yolumes en llirss
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DO 7 °9:
Conditions de réalisation de 1a SDS-PAGY et lectrophorégramne obtenu
On wiilise une solution stock d'acrylamide contenant 29,2 g dacrylamide et 0,8 g de

bisacrylamide pour 100 mL..
Deux gels sont préparés et coulés successivement entre denx plaques de verre:

gel de concentration 2 4,5 % gel de résolution 3 12,6 %

solution stock d'acrylamide 1,5mL 4.2 ml

tampon pH 8,8 940 pl. 2.5ml.

SD$ 100 pi. 100 pL.

, Fau 735 mL 3,12 mL
Temed (N,N,N N'- 10uL 5uL

tétraméthylénediamine)

persulfate d'ammonium 100 pl 75l

Tous les échantillons & déposer sont traités au bain-marie a ébullition pendant 5 minwtes en
présence de SDS, de 2-mercaptoéthanol, de bleu de bromophénol et de glycérol.
Trois dépbts sont effectués dans des pujts aménagés dans le gel de concentration:
- puits 1: 2 pL de marqueurs de masses moléculaires connues,
- puits 2: 2 pl. de fraction A,
- puits 3: 2 pl. de fraction B.
On laisse migrer pendant 1h30 & 150 V dans un tampon d'électrophorése pH 8,3.
Le gel est alors démoulé, plongé dans un bain de coloration (bleu de Coomassie) et décoloré; on
obtient
L'¢lectrophorégramme suivant, représents i 1'échelle réelle obtenue:

% 2 3
L ] | coide
conceniration
245%
- Gui de
—— rdaalution
41256%
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T N° 10,

puits N*1 -
S
+ e o -
goultidrs : AT P
d
pulls N°2 :

EPREUVE PROFESSIONNELLE DE SYNTHRSE.

(EPREUVE ES5. UNITE US2)
Deuxidme partie s REALISATION PRATIQUE D’OPERATIONS TECHNIQUES.
DUREE : 8 H30 COEFFICIENT : 8
SUJET 1.

BIQCHIMIE (70 points) Damée:3H30

L'ordre de déroulement des manipulations sera indigué aux candidats en début d'éprenve.
LA BIERE

Les analyses biochimiques qualitatives el quantitatives de plusienrs constituants de la bidre
permettent d'apprécier sa qualité,

1: LA BIERE, (34 points)

Lorsque [a bidre présente une mousse gristre et tne mauvaise stabilité colloidale, on suspecte
une poltution par Ie fer au cours de la fabrication.

La bigre contient habituellement 0,1 mg de fer par litre,

Le dosage du fer (II) est réalisé par la méthode colorimétrigue a l'orthophénanthroline.

*Solution &talon mére de fer2 0,1 g L*.
#fichantillon de bidre dégazée étiqueté A.
*Solution d'hydroquinone.

*Réactif A Northophénanthroline.
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.2 ~ Réalisation d apame 4'étalon el osa

Gamine d'étalonnage:
A partir de Ia solution mére de fer 3 0,1g.L", préparer par dilution une solution fille & 10

gL,
Avec cette solution fille, réaliser une gamme d'étalonnage contenant de 0 2 50 pg de fer
par tube.
Dosages sur Ia bigre dégazée;
Les essais seront réalisés sur des prises d'essais de 2 et de 5 mL de la bidre A (1 essai sur
chaque prise).
Pour éliminer I'absorbance due 4 1a couleur de la bidre, il est nécessaire de réaliser, dans les
mémes conditions, des "témoins bidre".
Mode opératoire de la colorimétrie:
*Dans chaque tube, introduire dans Fordre:
-X ml. de 1a solution contenant le fer
-H,O qsp 5 mL
-1 mL de sclution d'hydroguinone
Agiter et Jaisser reposer 10 minutes.
-2 ml. de réactif i l'orthophénanthroline.
Agiter et lnisser reposer 20 minutes.
#Lire toutes les absorbances 4 490 nm conire le témoin réactif de la gamme.

13 - Compte yvendu et résulints,

Expliquer la préparation de la sotution fille.

Justifier et rassembler dans un tableau les indications relatives 4 la préparation des fubes de
gamme, des essais et de leurs témoins.

Compléter la feuille de relevé des valeurs expérimentales.

Fxploiter les résuitats de colotiméirie i l'aide de Fordinateur; valider les valenrs
expérimentales retenues pour le caloul de 1a droite de régression; donner 1'éqnation de cette
droite de régression et le coefficient de corrélation.

Déterminer la concentration massique en fer dans ia biére A analysée en mg.L". Conclure,
La précision dn dosage est évaluée 33 %.

2 - RECHERCHE DES GIUCIDES DANS LA BIERE. (16 points)

La bigre "sans alcool " est une bigre dams laquelle le processus de fermentation est réalisé par des
levures issues du génie génétique et produisant pen d'alcool. Leur tenewr en glucides est done
différente des bidres "normales ". L'analyse comparative de la teneur en glucides de ces deox
types de bidres sera réalisée par CCM.

L1 - Matériel actifs.

* Plague recouverte d'une couche mince de gel de silice (10 x 10 em).
* Cuve A chromatographie
* Solvant de chromatographie:

- méthyléthyle€tone: 3 vol.
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" - acide acétique: 1 vol.
- méthanol: 1 vol. ‘
* Solutions émoins de glacides & 2 gL' glucose, maltose, saccharose, fructose,
malfotriose.
* Hehantillons de bidres & analyser préalablement dégazées: "normale " éliquetée B et
sans "alcool", étiquetée BS.
* Révélateur; mélange extemporané d'aniline et de diphénylamine en milien acide
phosphorique fourni prét a 'emploi.
2.2 - Mode opératoire
Introduire le solvant dans fa cuve et la laisser se saturer en vapeurs de sofvant pendant I5
min (manipuler sous hotte).
Réactiver la chromatoplaque par passage & I'étuve & 100°C pendant 10min.
A l'aide de capillaires ou de cdnes, faire 2 dépdts successifs de chaque solution, en séchant
entre chaque dépdt.
Placer la plaque dans la cuve,
A Pissue de Ia migration, Jaisser sécher la plaque.
A Taide de pinces, iinmerger un court instant la plague dans le tévélateur (précautions) et
égoutter immédiatement en posilion verticale sur un papier filtre.
Mettre 2 I'étuve & 1 00°C (quelques minutes),

23- ef réspltats

Analyser le chromatogramme obtenu, Comparer la composition en glucides des deux biéres
analysées. Conclure.

Le chromatogramme sera laissé au poste de travail.

- EL'AC D LA BIERE. (20 points)
Les acides excrétés par la levure sont responsables de la saveur du breuvage. Le dosage de I'acide
citrique de la biere B sera réalisé par une technique enzymatique en point final (test UV).

3.1 - Principe.

L'acide citrique (citrate) est transforme en oxalo-acétate et acétate dans une réaction (1)
catalysée par la citrate lyase (CL).
CL

(1) Citrate € = oxaloacétate + acdtate
En présence de malate-déshydrogénase (MDH) et de lactatedéshydrogénase (LDH),
I'oxaloacétate et son dérivé de décarboxylation, le pyruvate, sont réduits en L-malate et en
L-laclate par le nicotinamide-adénine-dinucléotide réduit (NADHLH" ) selon les réactions
@) et (3).

MDH
(2) Oxaloacélate + NADHH® €ruvuccunmunmmmmmunnnn -3 L-malate + NAD"

(3) Pyruvate + NADH, H' € oxssmememsmemememamens <> Llactate + NADY



La quantité de NADH, H" oxydé en NAD* dans les réactions (2} et (3) est proportionnelle
2 la quantité de citrate présent.

L'oxydation du NADH, H' est mesurée par la diminution de son absorbance 3 1a longueur
d'onde de 340 nm.

3.2 - Réactifs.
* solution 1: tarapon pH 7, 8 MDH; LDH; NADHH*
* golution 2: CL.
* Echantillon de bigre B,

s

= yiode 0] (1]

3.1 - tions de .
+ température ambiante

* longueur d'onde: 340 nm

* trajet optique: 1 cm

» lire contre 1'air.

3.3.2 - Opérer directement dans des microcuves selon le tableau suivant,

Réaliser 2 essais sur I'échantillon de biére B A analyser.

Introduire dans les cuves Blanc Eissai
Solution 1 0,50 mL 0,50 mL
Echantillon : 0,10 mL
Ean bidistillée 1,00 ml., 0,90 mL

Mélanger. Aprés environ 5 min, lire 'absorbance des solutions (A,).
Déciencher latéaction par addition de;

Solution 2 ! 0,01 mi | 0,01 mL

Meélanger. Attendre la fin de réaction (environ 5 min) et lire ,
'absorbance des solutions (A,).

4 - Vi 4 de cale

* Masse molaire de 'acide citrique: 192,1 g/mol.
+£:6310° Lol .cm? pour NADH,H* 2340 nm

3.5 - Compte yepdu et tats.
Compléter la fenille de relevé des valeurs expérimentales.

Ftablir la formule littérale et calculer la concentration massique de l'acide citrique dans Ia bidre.
La précision du dosage est évalude 3 4 %.

9938



i j b D T i Al
A COMPLETER ET A RENDRE AVEC LA COPIT.

DOSAGE DY FER DANS LA BIERE,

N° tube Ttalons Témioins Essais
masse de fer
par tube en g

Ao my

0 'ACIDE CIT
Blanc HEssai 1 Essai 2
Ay
A,
ROBI G- O ints
Ter jour Durée: 3 H 30

L'ordre de déroulement des manipulations sera indiqué aux candidats en début d'épreuve.
LA BIERE

La plupart des bigres sont préparées A partir d'orge, Lors du maltage, les grains d'orge sont mis 4
germer, il y a synthése d'enzymes. L'orge malté est ensuite broyé et brassé dans de I'eau 3 67°C
pendant plusieurs heures. Les enzymes synthétisées lors du mahage catalysent I'hydrolyse de
Pamidon et des protéines. La partie aqueuse, appelée molt, est séparée des restes des grains et
additionnée de houblon. Le moft est alors stérilisé puis ensemencé avec une souche de
Saccharomyces, qui effectue la fermentation alcoolique. Aprés fermentation puis maturation la
bidre est filtrée, pasteurisée et conditionnée.

A - MICROBIQOLOGIE (55 points)

1-Contrile de 1a viabilité et dénombrement dy levain avant inoculation du moiit, (14 points)

Pour {a fermentation aleooligue, le volume d'inoculum doit &tre compris entre 5 et 10 %
du volume total du mofit et le nombre de levures doit 8tre, en début de fermentation, de I'ordre de
6
1,5 10" par mL.
Lo contrble de la viabilité et le dénombrement sont réalisés a partir d'une préculture P de
Saccharomyces en cellule de Malassez.
Effectuer la dilution 10! de la précutture P.
Dans un tube & hémolyse stérile, introduire 0,5 mL de la dilution précédente et 0,5 mL de
bien de méthylgne tamponné de Funk.
Monter la préparation en ceflule de Malassez.
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Bffectoer les numérations,

Déterminer le pourcentage de viabilité ainsi que le nombre de levures viables par mL de
préculture. Expliciter le caleul sur le compte rendn et en déduire le volume de préculture &
introduire pour 1 litre de moit.

NB: Montrer 3 un examinatear la mise en ceflnle de Malassez et In mlméraﬁon d'an
rectangle.

DONNEES:

Leblen de méthyléne tamponné de Funk colore en blen trés foneé les cellules mortes. Les
cellules vivantes sont peu ou pas colorées.

Un bourgeon est considéré comme une cetlule si son diamatre est supérienr ou égal 3 la moitié du
diamétre de [a cellule dont il est issu.

Le pourcentage de viabilité de la préculture doit étre supérienr ou égal i BO.

2 - Dénombrement des micm-orga_njsm du moiit en fermentation, (19 points)

Un mott M a été inoculé avec la préoulture précédente.
Vérifier Ia concentration des levures par une numération en surface sur gélose YCG. Tester
trois ditutions suceessives. Effectuer deux essais par ditution,
Sur le compte rendu, justifier les dilutions testées et préciser le temps et la température
d'incubation.

NB: Montrer 4 un examinatenr Ia réalisation d'une dilution.

3 - Identification d'up contaminant jselé d'wn modt en fermentation, (22 points)
La souche de Saccharomyces utilisée étant généralement recyclée plusieurs fois, une
contamination de la souche est possible.
Lors d'une précédente fermentation un contaminant bactérien C a été isolé. Une colonie de ce
contaminant a été ensemencée sur gélose nutritive inclinée.
Réaliser le(s) examen(s) microscopique(s) et test(s) enzymatique(s) nécessaires 2
l'orientation
de ce contarinant.
Appeler un examtinateur lors de la réalisation de cey examend(s) et tesé(s).
Proposer sur le compte rendu une orientation de diagnostic.
Faire viser par un examinateur. .
Poursuivre l'identification jusqu'an stade de I'espéce en ensemencant les milienx et la
galerie distribués.

B - IMMUNOLOGIE (38 points)

Dosage des proteines enzymatiques d'un extrait de malt par immunodiffusion simple
radiale

Les principales enzymes du maltage sont des glucanases, protéases et amylases,

On se propose de déterminer la concentration d'une protéine enzymatique du mait, Famylase,
pour contréler la fabrication de la bidre,
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- ctifs et matéric

* 1 petite boite de Petri

* emporte-pidee

* 3 mL de sclution étalon d'amylase a 1 g/L.

* 0,2 mL d'immunsérem anti-amylase

* ] tube contenant 7 mlL d'agarose & 1 % au bain thermostaté 4 56°C
* 4 mL de tampon PBS

* 2 ml. d'extrait de malt

2 - Mode operatoire,

2.1. ration du gel
Incorporer dans le tube d'agarose, l'immunsérum  raison de 20 L par mL d'agarose.
Couler immédiatement dans la boite de Petri.
Laisser solidifier le gel 15 min 3 4°C.

2.2 - Réalisation des puits,

Creuser dans le gel 7 puits de 3 mm de diamtre 4 l'aide de l'emporte-pidee (voir document
€n annexe).

oD - isation de’ 'étalonnage i)
A partir de Ia solution étalon & 1 g/L, réaliser une gamme d'étalonnage de 200 & 600 mg/L
dans le tampon PBS, sous un volume total de I mL.
Déposer les solutions de la gamme d*6talonnage et de I'extrait de malt 4 raison de 5 pb. par
puits.
Laisser diffuser & température ambiante et en atmosphére humide (fixer une bande de
papier filtre humidifie sur le couvercle de la bofte de Petri).
Incuber 48 heures.

- Comy mdo.
Expliquer la réalisation de 1a gamme d'étafonnage sous forme d'un tableau,
Compléter le document en annexe.

CXE IMM 1E
DOCUMENT A COMPLETER
ET A RENDRE A LA FIN DE LA PREMIEZRE SizANCE.,
N° Poste:
concentration déposée en mg.L” diamétre mesuré en mm
N° de puits ler JOUR 2eme JOUR
1
2
3
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e M BRLIE S

ROBIOLOGIE - NOL: [
2eme jour Durée: 1 H30
LA BIERE

A - MICROBIOLQGIE (55 points)

Dénombrement des micro-organi it en ferme om.
Déterminet le nombre d'unités formant colonies par mL de moft. Le résultat est-if en
accord avee celui attendun 7

Identification d'un co i isole 4' en fermentation.
Aprés lecture de la galerie didentification biochimigne, identifier le contaminant
(justification exigée).
B - IMMUNOLOGIE (35 points)
sage d otéines enzyma s d'un extrait de malt,

Mesurer les diamétres des anneaux de précipitation et compléter le tableau de résultats
(annexe premier jour),

TFracer la courbe D? = (p) sur papier millimétré sachant que la précision du dosage est de
10 % (p est 1a concentration protéique en mg/L.).

D¥éterminer graphiquement la concentration en amylase de I'extrait de mait en g/L.
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EPREUVE PROFESSIONNELLE DE SYNTHi:SE.

(CPREUVE ES, UNITE US2)
" Deuzidme paitic : REALISATION PRATIQUE D*OPERATIONS TECHNIQUES.
DURKE : 8 H 30 COEFFICIENT : 8
SUJET 2.

Durée: 4 H
L'ordre de déroulement des manipulations sera indique; aux candidats en début d'éprenve,

QUELQUES ASPECTS DE LA MISE AU POINT
I'UN DOSAGE IMMUNOENZYMATIQUE

Afin d'améliorer le dosage immunoenzymatique d'une protéine antigénique P, dosage
habituellement réalisé par unie technique sur bille, on désire optimiser un nouveau test ELISA.
Pour la réalisation de ce test, on utilise:
*unt anticorps primaire anti-P (ou AcI) de lapin,
*T'antigéne P,
*un conjugué constitué par le méme anticorps primaire couplé A une nouvelle peroxydase
(POD), appelé anticorps secondaire ou Ac IL
En immunologie, on se propose de déterminer In quantité de conjugné i déposer poonx
optimiser le dosage d'une protéine F par technique ELISA.
En biochimie, on se propose de:
1 - déterminer F'activité enzymatique de I'enzyme libre (I"OD) et celle du conjugué Ac
I (enzyme Lide),
2 « déterminer Ie pH optimuny de 1a peroxydase libre (POD).

Principe du test de révélation du dosage insmunoenzymatique:

Deux substrats, le TMB* et le peroxyde d'hydrogine participent & la réaction enzymatique
catalysée par la peroxydase:
POD
TMB#* + H,0, =2 Produit coloré + H,O (1)

* TMB =3,3", 5, 5- Tétraméthylbenzidine = substeat chromogénique.

(I) Le produit obtenu, soluble, est blen. Son apparition peut &tre suivie au spectrophotoméire 3
655 nm.

La réaction peut &tre arrétée A I'aide d'une solution d'acide sulfurique 4 2 mol.L~' .

Le produit est alors jaune et son maximum d'absorption se situe 3 450 nm,

Données: € goz = 4560 mol' L' .cm? £ 450 =880 mol L .om™
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Le candidat commence par l'immunologie.

A - IMMUNOLOGIE. (40 points) - 1er jour
Détermination de la quantité de conjugné & dépeser pour optimiser le dosage d'unme
protéine PP par technigue FLISA.

1 - Matériel et réactits,

* Deux barrettes de 16 cupules placées sur cadre support (32 cupules au total).

* Un film autocollant,

* Une pipette automatique P200 + cfnes.

* {Jn tube & hémolyse contenant une solution d'anticorps primaires anti-protéine P: tube
margué Ae T {5mL).

2 - Mode opératoire,
Déposer 150 pL de la solution d'Ac primaires anti-protéine P-dans les quatre

rangées de cupules, A l'exception de la cupule Al. La cupule Al servira de blanc pour la
lecture au spectrophotomatre. Placer les cupules recouvertes d'adhésif 3 4°C.

B - BIOCHIMIE. (70 points)

L'ordre de déroulement des manipulations de biochimie sera indigué avx candidats en
début d'éprenve,

Une unité peroxydase catalyse la transformation d'une micromole
de substrat TMB ot Hy0, par minute dans les conditions de 'expérience.

On utilise te test de révé]atmn décnt Cl—dBSSIIS, aprés avoir préparé extemporanément la
solution de substrats (TMB + H,0,) appelée solution 5.
Préparation de 10 ml, de solution S:
*| Jtiliser um petit flacon brun enveloppé de papier d'alumininm.
*Dissoudre un, comprimé TMB dans 10 mL de tampon phosphate citrate + Hy0, (Tp
+Hy0y)
*Cette solution, 3 garder 4 I' obscurité, sera wiilisée pour la cinélique et pour la
recherche du pH optimum.
Essai cinétique (un essai avee Fenzyme libre et un essai avee le conjugué):
*Longueur d'onde: 655 nm.
* Cuve A usage unique 1 cm de trajet optique.
*Température de mesure constante: precisée an candidat en début d'épreuve. Dans
une cuve, introduire successivement;
+ soluton 8.....coiviiiriniiiiiiinn 1 mL,
+ solution Tp de travail ........... 1 mL.




*Déclencher la réaction en ajoutant 0,01 mL. de la solution d'enzyme 2 tester

*Homogénéiser. Mettre en place dans le spectrophotomaire,
N.B.: Une cinétique concernant l'enzyme libre appelée "POD cinétique" (déja
diluge au 1/1000) et une autre concernant le conjugée Ac II (déja dilué an
1/500) sont i effectuer dans les mémes conditions,

*Déclencher immédiatement le chronomatre et lire rapidement I'absorbance et le

temps correspondant.
*Mesurer enstite les variations d'absorbance pendant 3 minutes.
Remarque: {./utilisation d'un systéme d'acquisition et d'exploitation de cinétiques enzymatiques
est autorisée.

1.2 : Dosage des protéines,

On utilise la méthode de Folin-Lowry pour déterminer la concentration protéique dans la

solution d'enzyme libre.

1.2.1 - Gamme d'étalonnage.

A partir d'une solation étalon mére de protéines 4 2,5 gL, préparer une solution
fille permettant d'obtenir une gamme de tubes contenant entre 50 et 250 pg de
protéines. Compléter chaque tube 3 1 ml avec de l'sau physiologique.
Ajouter 3 mL. de réactif de Lowry (distributeur), agiter, attendre 10 minutes,
Ajouter 0,3 mL de réactif de Folin (prét A l'emploi), agiter, attendre 30 minuges et
lire l'absorhance a 700 am.

une méthode "deux points". .
On dispose de différentes solutions tampon de travail dont les pH respectifs sont: 2;
35,5 565769,
Mesurer 'activité enzymatique de I'enzyme libre en utilisant seccessivement les différentes
solutions tampon. On travaillera directement dans des cuves 4 usage unique en arrétant la
réaction & l'aide d'acide suifurique 4 2 mol.L%,
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CUVES
V¥ mL T A B C D E F
Solution § 1 1 1 1 1 1 1
(substrais)
Tp2 i
Tp3,5 1
Tp5 1,010 1
Tp 5,65 1
Tp7 1
Tp9 i
POD 0,010 0,010 0010 0,010 0,010 0,010
cinétique

Incubation 2 Ia température du laboratoire: exactement 2 minutes

Acide
sulfurique
2 mol.1!

1 1 1 1 1 1

—

Lecture des absorbances 4 450 nm contre le tube T

#*Tracer le graphe A quqy = [ (temps). Calculer la vitesse initiale en UA par
minute,
#Caleuler la concentration d'activité catalytique de Ia soluiion POD non diluée
(l'exprimer en unité POD par litre de solution enzymatique).

31.2- e liec a 1'anti
#Tracer le graphe A gssp, = f (temps). Calculer la vitesse initiale en UA par
minute.
*Calenler la concentration d'activité catalytique de la solution Ac IE non dilude
(I'exprimer en unité POD par litre de solution).

3.2 - Dosage colorimétrigne des protéines,

*Présenter, sous forme de tablean, la composition des tubes (gamme et essais) ainsi que
les résultats expérimentaux du dosage des protéines.,

*Exploiter fes résuliats de colorimétrie 4 I'aide de l'ordinateur. Valider les valeurs
expérimentales retenues pour la détermination de la droite de régression; donmer
I'équation de cette droite.

*Déterminer la concentration massigue en protéine enzymatique de la solution d'enzyme
libre.



3.3 - Activités spécifiques.
*Calculer l'activité spéeifique de l'enzyme libre exprimée en unité POD par mg. Caleuler
Factivité spéeifique de l'enzyme liée 4 l'anticorps, exprimée en unité POD par mg de
protéine enzymatique sachant que pour préparer 1 mL de conjugné Ac I, on a employé:
* 20 mg de peroxydase,
* 5 mg d'anticorps Acl,
* 0,05 mL de glutaraldéhyde 2 1 %.
*Comparer avee 'enzyme libre. Calculer le rendement d'immeobilisation de l'enzyme sur
I'anticorps. Interpréter le résultat, &

3.4 « Contréle du pH optimmm.
*Donmner un tableau des résultats expérimentavx,
*Tracer le graphe représentant les varlations d'absorbance AA 45 o= £ (pH).
*Déterminer le pH optimum.

ROB! GIE - our - I £ - 2¢
Duréei3H48

QUELQUES ASPECTS DE LA MISE AU POINT D'UN DOSAGE
IMMUNOENZYMATIQULZ

A - IMMUNOLOGIE - 2eme jour (40 points)
1 - Matériel et réactifs.

*Un cristallisoir pour refeter le contenu des tubes + papxer filtre.

*Une pipette automatique P200 + cones.

*[Jne pipette avtomatique 1000 4 cnes,

*10 tubes 4 hémolyse.

®Jn tube A hémolyse de solution tampon PBS (53 mL).

*Jne pissette de tampon PBS pour réaliser les lavages.

#[Jn tube & hémolyse marqué << P >> contenant Ja solution mere de protéine
P & 100 mg.mL™ (0,5 mL).

#Un tube 4 hémolyse margué Ac 1L au 1/5000: ce tube contient une dilution an. 1/5000 du,
conjugué marqué  la peroxydase POD (3 mL).

#Un fube 4 hémolyse marqué Ac II an 110000 ce tube contient une dilution an  1/10000
du conjugué marqué i la peroxydase POD (3 mL).

*Btuve a 37°C.

*Film autocollant,

2. Made opératpire.
Préparer, en tubes & hémolyse, une gamme de 11 solutions de protéine P de 100 ng.mL? a

environ 0,1 ng.ml*
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Réaliser ponr cela 10 dilutions successives de raison 2, en tampon PBS sous un volume
final de 300 pL.
Vider par retournement [e contenu des cupules contenant 'Ac 1.
Réaliser cing lavages 3 l'aide de la solution tampon PBS distribuée en pissette,
Déposer 100 pl. de chaque solution de la gamime de protéine P & doser dans les cupules B
4 D2 (premidre barrette).
Déposer & nouvean 100 UL de chaque solution de la gamme de protéine P 4 doser dans les
cupules A3 A C4 (denxidme barreite).
RéaliSer les dépdts nécessaires pour la cupule Al (blanc de lecture au spectrophotomdtre) et
pour les cupules H2 et H4: témoins de fixation non spécifique du conjugué.
Couvrir la plaque et incuber 1 heare 3 37°C.
Vider le contenu des cupules.
Réaliser 4 lavages successifs avec la solution de PBS distribuée en pissette.
Déposer le conjugué dans les cupules de la gamime et éventuellement dans les cupules
témoins:
# 200 uL de conjugue dilug au 1/5000 dans les cupules de 1a premiére barrette,
%200 pL. de conjugue dilué au 1710000 dans les cupules de la seconde barvette.
Incuber 45 minutes & 37°C puis placer 4 4°C.

3 - Compte rendu,
Denner sous forme d'un tableau la position des dépbts de la gamme de protéine P.
{ndiquer et justifier les dépdts réalisés dans les cupules témoins.

B - MICROBIOLOGIE - ler jour (50 points)
Les anticorps primaires anti-protéine P, uiilisés pour la détermination de la quantité de
conjugué, sont produits chez le lapin.
Certains lots de lapins utilisés présentent des cas de toxi-infections récidivantes ce qui
nécessite une étude épidémiologique sur les causes de ces infections ainsi que la recherche
d'nn traitement efficace.

ériel dispo
*#] bouillon de 10 mL de Mueller Kaufmaan ensemencé avec 1 ml. de pré-enrichissement
noté A,

*1 souche sur gélose ordinairte inclinée notée B,

*] culture de 18 h de Salmonelia Paratypii B en bouilion ordmalre,
*2 milienx disolement adaptés A ta recherche des salmonelles en bojtes de Petri {les noms
seront précisés),

*6 x 13 mL gélose PCA. en surfusion,

#6 x 9 mL. gélose PCA en surfusion,

*5 % 9 ml, de bouillon Mueller Hinton,

*4 x 9 mL de tryptone-sel,

#*1 tube d'eau physiologique,

#] flacon de 5 mL de chloramphénicol 2 250 mgL”,

#antiserums OMA, OMR, 01,2; 04,5; 06,7.8; 09; 012,
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*8 tubes 4 hémolyse stériles,
*6 boites de Peti,
*20 pipettes stériles de 1 mb..

1 - Contriles de rations alimentaires.

Les rations alimentaires des lapins iofectés somt soumises .& des conitdles
microbiotogiques. En particulier, on recherche des salmonelles dans plusieurs &chantillons
représentatifs.

echerche _
Un échantilion A est sournis & une étape de pré-enrichissement en eau peptonée, puis &
une étape d'enrichissement sélectif en bouiflons sélenite et Mueller Kaufmann,
Manipulation;
A partir du bouillon Mueller Kaufmann ensemence 24 h avant avec 1 ml, de pré-
enrichissement, réaliset des isolements sur 2 milieux sélectifs appropriés.

ion sérologique d' uche d
A pariir d'un échantillon B, une souche suspecte a été purifiée sur gélose ordinaire.
L'identification biochimique de cette souche a révélé quil s'agit d'une Salmonella;
1.2.1 - Manipulation;
Pratiquer une identification sérologique de la bactérie (on se limitera 3 la
caractérisation de ['antigéne somatigoe).
Remargue: la réalisation d'une agglutination ainsi que les résultats de toutes.les
agglutinations devront &tre contrSlés par un examinateur.
1.2.2 - compte rendu:
Présenter les différents tests réalisés dans l'ordre, leurs résultats ainsi que les
conclusions issues de chague test.

2 - Mise an point d'un traitement efficace. .
Un des lots de lapins s'avére infecté par une souche de Salmonells Paratyphi B
sensible au chloramphénicol.
Dans le but d'administrer des doses faibles d'antibiotique, on veut connaitre la concentration
minimale inhibitrice (CMI) du chloramphénicol vis-a-vis de cette souche.

2.1 - Manipulation,

2.1.1 - Diluer une culture de 18 h de §. Paratyphi B en bouillon Muelier Hinton afin de
réaliser un inoculum de 105 UFC.mL.", )
On rappelle que la densité d'une culture de 18 h d'un bacille Gram (-) est d'environ
109 UFC.mL™.

2.1.2 - Vérifier 1a densité de l'inocutum utilisé griice 4 un dénombrement dans la masse en

double couche (les dilutions ensemencées seront testées en double), Incuber 3 37°C,

2.1.3 - A partir d'une solution de chloramphénicol 4 250 mg L', réaliser 6 dilutions
successives de raison 2 de I'antibiotique en bouillen Mueller Hinton (le volume
final de chaque dilution devra étre 1 mL).
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2.L.4 - Ajouter 1 mL de l'inoculum réalisé en 2.1.1 & chaque dilution de chloramphénicol
ot réaliser deux témoins pour valider la méthode. Incuber 1a gamme et les témoins.

2.2 - Compie rendi.

2.2.1 - Justifier la réalisation de linoculum.

2.2.2 - Expliquer quelles dilutions sont réalisées et ensemencées pour vérifier 1a densité de
linocuium,

2.2.3 - Présenter, sous forme de tableau, la gamme de dilotions de I'antibiotique en
précisant les volumes de solution mére de chloramphénicol, de diluant et
d'inoculum bactérien et en indiquant les concentrafions finales de chloramphénicol
pour chaque tube. :

2.2.4 - Justifier le réle, la réalisation et I'incubation des tubes témoins.

OBIGLOGIE - 2eme jour - IMMITNQ! 1E - 3eme j

Durée: 2H15

QUELQUES ASPECTS DE LA MISE AU POINT D'UN DOSAGE
IMMUNOENZYMATIQUE

A - IMMUNOLOGIF, - 3eme jour (40 points)
1 - Matériels et réactifs.

*Un cristallisoir pour rejeter le contenu des tubes + papier filtre.

*Une pipette automatique P100 + cones.

*Une pissette de tampon PBS pour réaliser les lavages.

*1n tube & hémolyse contenant la solution de substrats étiquetée substrats - POD" (TMB,
tétraméthyl-benzidine + H,OQ,) (4 mL).

*Un tube & hémolyse contenant une solution H,SQ, & 2 mol.L Y1 mL),

*Lecteur de microplaque (filtre: 450 nm).

2 - Mode opératoire.
Vider par retournement le contenu des cupules.
Laver les cupules 5 fois avec la solution do PBS.
Déposer 100 pL. de 1a solution de subsirats dans les cupules des deux gammes de protéine P
et dventvellernent dans les cupules témoins (Al: blanc leciure; H2 et H4: témoins
conjugués). A la fin des dépdts, agiter délicatemnent te support.
Au bout de cing minutes, déposer 20 L de solution H,S0, 3 2 mol. L™, en suivant le méme
ordre que pour le dépdt de 1a solution de substrats. Agiter délicatement le stipport.
Réaliser la lecture au spectrophotométre & 450 nm.

3 - Compte rendu.
Indiquer et justifier les dépbts réalisés dans les cupuoles témoins. Commenter les valeurs
d'absorbance de ces témoins. Présenter sous forme de deux tableaux les résultats d'absorbance
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obtenus pour la gamme de protéine P
* un tableau présentant les résuitats obtenus avec le conjugue dilué au 1/5000,
* un tablean présentant les résultats obtenus avee le conjugue dilue au 1710000,
Tracer sur une méme fenille de papier millimétré les courbes:
Asonn = T [log (concentration P en ng.mL'l)], cotrespondant aux deux dilutions du conjugns,
Comparer ces courbes, Quelle dilution du conjugué semble la mieux adaptée au dosage de la
protéine P 7 Justifier la réponse.

B-MICROBIOCLOGIE (50 points)

1 - Bffectuer 1'analyse macroscopique des isolements. Indiquer les colonies suspectes.

2 « Construire le tableau des résultats du dénombrement. Catculer la densité de linocutum
utilisé pour déterminer la CMI. Conclure,

3 - Donner fes résultats de la détermination de la CMI.

EPREUVE PROFESSIONNELLE DE SYNTHESE.

(EPREUVE ES. UNITE U52)
; ie : REALISATION PRATIQUE D’OPERATIONS TECHNIQUES.
DURKE : 10 HEURES COETFICIENT : §
SUJET 3.
BIOCHIMIE (70 points)

Durée: 3 H 30
L'ordre de déroulement des manipulations sera indiqué aux candidats en début d'épreuve.
DETERMINATION DU BILAN D'UNE FERMENTATION

La bactérie Lactobacillus brevis posséde un métabolisme hétérofermentaire.
Eli¢ fermente le glucose avec production d'acide lactique, d'éthanol et de dioxyde de carbone
selon leg réactions suivantes;

glucose ¥ 2 lactate

glucose - 2 éthanol + 2 CO,
11 s'agit ici d'éeablir les proportions de ces deux voies lors d'une fermentation de trois heures de la
bactétie étudide.
Le milieu de départ posséde les caractérisliques suivantes:

glucose (mal L) 0,050
lactate (mol.L'") 0,0
éthanol {mol.L')) 0,0

Aprés trois heures, le milieu de fermentation a été refroidi puis centrifugé. Le surnageant a éié
récupéré, puis séparé en trojs fractions:
*La fraction G pour le dosage du glucose,
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*La fraction L pour le dosage du lactate,
*Lafraction E qui a subi une distillation puis un réajustement au volume de départ. La
fraction E ainsi obtenue servira & doser I'éthanol.
Le but des manjpulations est d'établir le bilan carboné de la fermentation.

1 - Dosage du glueose, (26 points)
La méthode utilisée est celle au 3 - 5 DNS.
Produits:
*glucose étalon & 0,500 g.L'l,
*fraction G du surnageant.
Données:

*des expériences préliminaires permettent de préveir que la concentration de glucose
de la fraction G est comprise entre 0,01 et 0,02 mol. L'I,
*#|a masse molaire du glucose est de 180 g.mol ™

Manipulations:
Réaliser dans des tubes i essais une gamme étalon de glucose de fagon & avoir des quantités
par tube comprises entre O et 1 mg de glucose. (Remarque: tous les volumes doivent étre
inférieurs on égaux 3 2 mb).
Réaliser 2 essais de concentrations différentes afin d'en avoir au moins un en miliew de
gamme, (Remarque: les volumes doivent 8tre inférieurs 4 2 mi).
Suivte les etapes du protocole en annexe 1.

uestions;
1.1 - Représenter le tablean de eolotimétrie. Justifier les volumes des prises d'essais choisies.
1.2 - Exploiter les résultats de la colorimétrie & 'aide de 'ordinateur, Valider les valeurs
expérimentales retenues pour le calcul de la droite de régressmn. Donner "équation de
cette droite et le coefficient de corrélation.
1.3 - Calculer la concentration en glucose résiduel dans le milieu de fermentation en mol.L™.,
1.4 - Calculer la concentration en glucose consominé dans le milien de fermentation

en mol. L',

2 - Dusage de I'éthanel, (22 points)
La méthode utilisée est Ia péthode chimique par chromimétrie. On effectue deux essais.
Le principe est une oxydation a froid au dichromate de potassium en exc@s et en milien
sulfurique, L'exces de dichromate de potassinm est dosé par le sel de Mohr.
La manipulation nécessite de traiter en parailéle un essai et un 1émoin,

Produits:
*distillat ',
*golution de dichromate de potassium 3 42,572 gL, 5
*golution de sel de Mohr,

*acide sulfurique conceniré en distributeur,
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Ponnées:
1L d'une solution de dichromate de potassium a 42,572 g1} oxyde 10z d'éthanol pur,

nipulations:
Doser I'éthanol en respectant le protocole en annexe 2.

Qnestions:

2.1 - Compléter la feuille de résultats,

2.2 « Que! pourcentage de dichromate de la solution de départ a réagi avec I'éthanol de
Péchantiilon ?

2.3 - Donner la concentration en éthanol forme dans le milien de fermentation en mol. 1.7 et
on g, Lt.

2.4 - Donner la concentration en CO, formé dans le milien de fermentation. (On admettra
qu'il se forme autant de moles de dioxyde de carbone que de moles d'éthanol).

Données:
#Soit V; mL la chute de burette pour le témoin,
Soit V, mL la chute de burette pour l'essai éthanol.
Le powrcentage de dichromate de potassinm de la solution de dépari ayant réagi avec
l'éthanol de I'échantillon correspond 2 100% (¥, - V)
v,
*La masse molaire do 'éthanol est de 46 g.mol’l.

3 - Dosage du lactate, (18 points)
On ulilise une méthode enzymatique.
Deux enzymes sont utilisées: la factate deshydrogénase et la glutamate-pyruvate transaminasc

qui catalysent respectivement les réactions suivantes:
lactate + NAD+ < 3 pyruvate + NADH, H-+

pyruvate + glitlamate <--e---——r—mem-mu-e ~*alanine + 2 oxo-glutarate

Produits:
*gurnageant L de concentration en lactate comprise entre 2 et 20 g1
*solutions enzymatiques et lampons.

Manipulations:

Deoser le lactate en ufilisant la fiche en annexe 3. La lecture s'effectue i 340 nm,
Faire deux essais.

westions:

3.1 - Indiquer la dilution éventuelle de I'échantitlon.
3.2 - Compléter la feuville de résultats,
3.3 - Caleuler Ia concentration en lactate forme en mol.L! dans le milieu de fermentation.
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4 - Conclusion. (4 points)

4.1 - Etablir le bilan carboné de 1a fermentation réalisée parla bacténe en mumnol de carbone
des produits pour 100 mmol de carbone provenant du glucose.
4.2 - Conclure.

| ANNEXEF. 1: DOSAGE DU GLUCOSE

*Compléter chaque tube 4 2 ml. avec de l'ean distitlée.

*Ajouter 2 mL. de réactif au3 - 5 DNS.

*Boucher les tubes 2 1'aide de coton cardé et de papier d'aluminium.
*Placer les tubes au bain-marie 5 minufes exactement.

*Refroidir les tubes,

*Ajouter 10 mL, d'ean distillée dans chacum des tubes.

*Attendre 10 minutes. . Lire 'absorbance & 530 nm,

ANNEXE 2: DOSAGE DE L'ETHANOL

Dans une fiole d'Etlenmeyer de 250 mL bouchant émeri, introduire successivement:

* 10 ml. de solution de dichromate de potassium 2 42,572 g.L'l.
* 10 ml. d'acide sulfurique (les lunettes de protection sont obligatoires).
* 20 mL du distillat E',

*» Boucher, agiter et attendre 1 3 minutes.

« Ajouter 5 gouttes de diphényl-amino-sulfonate de baryum.

» Ajouter 20 mi. d'eau distillée bouillie et refroidie 2 I'abri de I'air, :

* Verser Ia sotution de sel de Mohr & 1a buretie fusqu'au virage de 'indicateur an vert

émerande franc, ]
Réaliser le témoin en paralléle en remplagant le distitlat E' par un volvme équivalent d'eau
distillée bouillie et refroidie A 'abri de I'air.
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|  ANNEXE3 |

Acide L-lactique

Méthode UV

Pour la détermination de 'acide L-lactique
dans les aliments

Principe

En présance de nlcotinamlde-adénine-dinugléotida (NAD), I'acide
L-tactlque (L-isctats) est omydd en pyruvate per la L-lastata-
déshydrogénase (L-LDH} {1), L'équllibre de |a réaction se sltue du
cdté du lactata,

En élimingnt le pymvote du millou réactionnel, on orente la
Féaction {1}

dans le sens lactata —3 pyruvate.

En présence du L-glutamate, le pyruvate est transtormé en L-
alanine grice a la plutamete- pyruvate-transeminase {GPT) {2).
(1) telastate + NAD* 2R pyrvare 4 NADH + 1+

(2} Pyruvate + L-giutarnate Ejh;r L-alanine + a-céloglutarate
La formation de NADH, mesuréa par I'augmentation de I'absor-

banca & 1a lopgueur 'cnde de 334, 340 ou 366 nm, est propor-
ticanella & {a quantité de L-lactate,

Compoaitlon du coffret

1. Flagen 1 contenant env. 30 ml ¢ solution tomposée da :
Tampon glysylglyeina — pH 10,0
Acide L-glutemigue — 440 mg
Stabilisataurs.

2. Flecon 2 contenant env. 210 mg de lyophilisat B-NAD

3. Flecon 3 contenant 0,7 mi de glutamate-pyruvete-transami-
nase — 1100 U

4. Flaton 4 contenant 0,7 ml d¢ L+leotate-déshydragénase
— 3800 U

Prdparation des solutions
1. Utiliser le oontenu des flacons 1, 3 et 4 sans diluer.
2. Dissoudre |a contenu du flacon 2 avec § ml d'eau bigistillée.

Stabllité des nolutions

La contenu des fiacons 1, 3 et 4 se conserve au molns un en &
+4°C,

La solution 2 se conasrve au mo 15 3 semaines & + 4° G,

Mode opératoire

Longueur d'onde’ : 340 nm, 334 nm {Hg) ou 385 nm {Hg)
Cuve de verre? : 1 em d'dpaisasur

“Tempéraiyre : 20 & 25° C

Voluma du test : 2,24 mi

Mesurer contre {'alr [pae da tuve dans le trajet eptique} ou sontrs
‘aay,

ISonlution t'essai ¢ 2 & 36 pug de b-lactate/euved,

introdulre dens des cuves Témoin Esssi

Solutlon 1 4,0 m 1,0 mt
Solutlon 2 0,2 ml 0,2 mi
Eau bidiatillée 1,0 ml 0,9 mi
Suspenslon 3 0,02 mi 0,02 ml
Solution d'asssi — 0.9 ml

Mélanger, aprés env. 2 min., lira Y ebsorbance des salutiona (A4}
Déclancher 1a réection per addition de |

Eolution 4 [o0zm | G0z mi

Méanger. En fin de réaction {10 minutes) lira t'absorbance des
solutions [A,}.

Déterminer les différences d'absarbance {Az — A4} du témain et
de I'essal. .
Déduire la différence d'abaorbance du tdmoin da celle des essats:

AA = Ahg— AAT

Chimie alimentaire
Boehringer Mannheim

=

Calcul

Lo formule générale pour la calcul des concentrations est la
suivante :

VxPM

TRAXvx 1000 * 4A (ma/mi}
volume du test (md)
voluma de {'egsal {ml}
polds moléculaire de la substence & doser
épaisseur da la cuva (cm)
= coefficlent d'sbsomptior du NADH @

M0 rm =63 {I mmole-! - om.")
Hg 386 nm = 3,4 {I » mmole:! - gm-f)
Hg 334 non = 6,18 {1 - mmole-1 > em-1)

On cbtient ainsi pour le L-jactate :
2,24 x 80,01 AA

¢ T k0.1« 1000% AR = 2018 x5

lg da L-lactate/l de solution d'esssi)

Sl une dilutlon a &t8 aftectués lors de ta préparation de Yéchans
sillen, multipllar le résultat par le facteur de dilution F,

Recommandation

Pour Ia rénlizetion du test

Lu quantité de L-Jactate dana la cuve doit dtre comprise antra
3 pg et 36 ug . Diluer fa solution o essal do manlére que Ia
eoncentretion en L-lactate se situe entre 0,02 &t 0,36 gfl.

Tabloau da dilution

Quentité eatimée Bilution Fastour
de L-lactata par litre avea o
Mesure 4 : de I'eau dilution F
340 cud34 nin 366 nm
<02g <036 g —_ 1
024209 035435 1+ 8 0
204209 3533 ¢g 1+ 89 100
>20g >36g 1+ 999 1000

Sla conoeniration en L-lactete de la solution o esszai ast inférisurs
50,02 g/!, le volume<de |'oasal peut 8tre augmentd Jusqu'd 1, 0ml.
Dans ce cas, on réuit le volume de I'eaus & ajouter, afin que les
volumes totaux soiant les mdmas dens les deux cuves. Tenlr com.
pte du nouveau volume da Fessai [v] pour la calou),

Reimarque :la sueur contient de I'acide lecticus, Veillez & ne pas
tousher les pipettes, Ins embouts de pipettes aveo les doigle.
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FEUILLE DF, RE: TAT,
A COMPLETER ET A RENDRE A VEC LA COPIE

N? de poste:
= Dosase de I'é ol,

Témoin 1 Essai 1 Témoin 2 Essai 2

Chutes de
hurette (ml.)

2 - Dosage du lactate,
|

Blanc Essai 1 Essai 2

A, 340 nm

A, 340 nm

LOGIE ~ BIOLOGI
ler jour Durée: 4 H 15

L'ordre de dérovlement des manipulations sera indigué anx candidats en début d'éprenve.

A - IMMUNOELOGIE (35 points)

Lors de I'émde de Lactobacillus brevis , on est parvenu 2 faire fabriquer 4 des hybridomes
en culture des anticorps anti-Lactobacillus brevis qui sont de deux types: Ig G et Ig M.
On souhaite titrer ces anticorps dans Tin surnageant de culture et différencier les Ig G et [g M.

1 - Principe. .
C'est ung réaction d'hémagglutination indirecte.
Des hématies de mouton traitées par le glutaraldéhyde et sensibilisées par un Iysat de
Lactobacillus sont nises en présence des dilutions du surnageant de culture a titrer.
On différencie les IgG et TgM en traitant le surnageant de culfure par le 2-mercaptoéthanol

(2-ME) qui inhibe le pouvoir agglutinant des IgM.

2 - Réactifs. .
« Hématies-antigéne (hématies sensibilisées) : 280 pL noté"Hs".
« Hématies-témoin (hématies non sensibilisées) :60 pL noté"H".
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+ Diluant: PBS 0, 1 5 mol.L™% 1 mL.

* Surnageant de cuiture A analyser: (ube A ef tube B déja traités cornme indiqué dans le

paragraphe 3.1: 150 pL. par tube.

3 - Mode opératoire.

Attention: les surnageants de culture sont & manipuler avec des gants.

3.1 - Traitement du surnageant de culture,

Qutre l¢ fraitement au 2-ME, le surnageant de culture a4 étudier est adsorbé par des

hématies de mouton,

tube A tebe B
Surnageant de cuiture 0,1 mL 0,1 mk,
Solution a 0,2 mal.L."! de 2 ME - 0,1 mL
Diluant... 0,1 mL .
Eaisser 1 heure au bam thermostaté il 37°C puis ajouter:
DAt vaereriiereciaraanas 0,8 mL 0.8 mbL
Hématies de mouton pour adsorptlon O 2 gouttes 2 gouties

Laisser une nuit a 2 - 8°C. Centrifuger 10 minutes & 500 g.

Récupérer les surnageants (iubes A et B).

3.2 - Réaction immunglogique.

Le candidat réalizera sa gamme de dilutions en présence d'un examinateur,
Exécuter la réaction en parallgle sur le tube A et le tube B,
Dans une microplaque, réatiser 6 dilutions du sumageant de culture (cupules 1 & 6) sefon
une progression géométrique de raison 2, avec un volume final de 50 pL. La premidre

cupule correspond an surnageant de culture dilée

au 1/2,

Dhans la 7™ cupule, distribver 25 Wl de surnageant de culture et 25 ul de diluant,

Dans la 8™ cupule, distribuer 50 UL de diluant,

Déposer 16 uL d'hématies sensibilisées dans les 6 premitres cupules et dans la

cupule.

Déposer 16 uL d'hématies non sensibilisées dans la 7% cupule.

Homogénéiser trés soigneusement le contenu des cupules.
Laisser ensuite la plaque immobile A I'abri de toute vibration. Lite la réaction 2 h plus

tard.

3.3 - Leciure des vésultats.

3 tme

Le titre est domné par la premiére dilution présentant une sédimentation en annean large

et périphérique.
Réaction positive:

Voile tapissant an moins la moitié du fond de la cupule,

Réactions négatives;

« Votle cccupant moins de la moitié du fond de la cupule entouré d'une ligne de

sédimentation neite.
» Sédimentation en annean ou en bouton.
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4 - Compte rendu,

4.1 - Calculer la dilution initiale du surnageant de culture lors de son traitement dans les

tubes A et B.

4.2 - Noter dans ua tableau la composition des différentes cupules, les repérer par leur
position sur la microplague et calculer les dilutions finales du surnageant dans chacune
d'elles,

4.3 - Préciser le role des témoins réalisés.

4.4 - Dans Ie tableau, représenter chaque cupule, indiquer le résnitat (positif on négatif).

4.5 - En déduire les titres en anticorps totaux et en IgG anti-Lactebacillus brevis du
surnageant analyse.

B - MICROBIOLOGIE (55 points)
Tous les examens microscopiques seront contrfles aprés interprétation écrite sur le compte
rendu. Avant la mise en ronte d'unc fermentation lactique, quelques contrbles de la préculture
dune souche de Lactobacillus brevis sont entrepris,

1 - Contréle de la stabilité des caractéyes d'identification de la souche de Lactobacitlus
présentée sur milien solide. tube noté Lactobacillus brevis, (17 points)
*Controler les caractéres morphologiques ef réaliser le test enzymatique adapts.
*Contrdler les caractdres culturaux et biochimiques par:
-+ isolement sur milieu MRS en boite de Petri,
+ vérification du type respiratoire,
+ recherche des caractéres biochimiques par ensemencement dune galerie API 50 CHI.

2 - Conirdle de la validité de données obtennes lors de fermentations précédentes,
(25 points)
Les données suivantes ont été obtenues lors de la mise en oeuyvre dun suivi de croissance au
cours doguel un grand nombre de prélévements ont ét€ analysés:
= coefficient de correspondance a entre l'unité d'absorbance 4 600 nm (A4} et le nombre
X d'UEC.mL! de Lactobacillus en suspension en bovillon MRS, (2 communiqué par
le centre d'examen),
* vitesse spécifique de eroissance (taux de croissance népérien): I ; g, =046 h 1
Dans le cadre de ce contrdle seuls deux préldvements ont été choisis car correspondant a des
valeurs situées sur la droite de régression. Ainsi on dispose de deux échantilions d'ane culture
prélevée en phase exponentielle de croissance en bouillon MLR.S. et conservés 3 4°C:
* échantillon C1, prélevé apris 13 heures d'incubation 4 37°C,
« échantillon C2 prélevé aprés 16 heures d'incubation 2 37°C.
On se propose de:
« conirdler la correspondance entre A gy et X (UFC.mL~"),
= vérifier Ia vitesse spécifique de croissance.

2.1 - Contrble du coefficient de correspondance entre I'absorbance & 600 nm (Ag,,) et ke
nombre A'UEC.mL " de Lactobacilius brevis (X).

« Estimer par opacimétrie les populations cellulaires de C1 et C2 et reporter les valeurs
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sur la. feville de résultats.
* Travail sur Cl:
- Sur le compte rendu, cafculer fes dilutions & réaliser afin d'effectuer un:
dénombrement dans la masse avec trois dilutions cotrectement choisies.
~ Présenter les résultats & un examinateur avant de réaliser le dénombrement,
- Réaliser le dénombrement,

2.2 - 'aramétres cinétiques de la souche de Lactobacillus.
Vérifier par lo caleul la vitesse spéeifique de oroissance  partir des résultats disponibles,
En déduire le temps de génération de la sonche en phase exponentiefle de croissance.

de Lactobacillus. (13 pomts)
Aprés examen(s) microscopique(s), justifier sur le compte rendu la liste des milieux
d'isolement nécessaires pour cette recherche,
Proposer la liste 4 un examinaieur,
Ensemencer les milieux distribués.

FEUILLE DE RESULTATS

A COMPLETER ET A RENDRE AVEC LA COPIE

C1 Cc2
A 600mm:
ROB! E
" jour Durée :1 H15

En cas de test complémentaive, appeler un examinatenr,
1 - Les caractéres d'identification de Lactobacillus brevis sont-ils vérifiés ? Justifier la réponse.

2 - Résultat du dénombrement et calcul de a.
Comparer a Ia valeur a communiquée le 1% jour.

3 - Quel(s) contaminant(s) peut-on soupgonner dans les échantillons A(x) et B(x) ? Justifier la
réponse,
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EPREUYE PROFESSIONNELLE DE SYNTHESE.
Deuxidue partie : REALISATION PRATIQUE D’OPERATIONS TECHNIQUES.

(EPREUVE ES. UNITE U52)
DUREE : 10 HEURES COEFFICIENT : 8
SUJET 4,

BEOCHIMIL, (75 points)
Durée : 4 00

L'ordre de déroulement des manipulations sera indigué anx candidats en début d'épreave.

Coniriles dans I'industrie pharmaceatique
Clontréles de guelques spécitications du produit fini

Un comprimé 3 base d'exiraits pancréatiques, utilisé en enzymothérapie digestive, posséde les
spécifications suivantes:

masse: 0,25p

protéines solubles: supérieures 4 200 mg / g de comprimé

activité lipasique: supérienre & 12 unités / mg de protéines

activité trypsigue: supérieure 3 1,5 wnité / mg de protéines

Au cours de cette manipulation, on se propose de contrler les 3 derniers paramétres sur un
échantillon (tiqueté "filtrat") préparé de la maniére suivante:
on éerase trés finement le comprimé dans le mortier; on dissout la poudre obtenue avec de
l'ean physiologique et on transvase guantitativement cette solution dans une fiole jaugde de
100 mL., qu'on ajuste au trait de jauge avec les eaux de ringage. )
Aprés agitation douce, on filtre. Le filirat obtenu conservé dans la glace confient les
protéines solubles dont les enzymes.

E DES PROTEINES SOLUBLES PAR LA METHODE
(33 points)

1.1 - Etalonnage et validation de Ia méthode de dosage.

A partir de Ia solution étalon de sérumalbumine bovine a 2,5/L, préparer une solution
filte permettant de réaliser une gamme d'étalonnage de 6 tubes altant régulidrement de
0 4 250 pg/tube (diluant: ean physiologique).
Dans chagque tube & essais, verser:

% mL de solution protéique fille avec x < E mL,

(1 - x) mL d'eau physiologique,

5 mL de solution cuproalcaline.
Attendre 5 minutes puis introduire 0,5 ml. de réactif de Folin dilué au 1/2.
Attendre 30 minutes exactement et lire 'absorbance 2 700 nm contre le blanc-réactifs.
Réaliser un contrble (1 essai) dans fes mémes conditions avec 1 mi. de la solution de
validation 3 125 mg de protéines par litre.
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1.2 - Dosage (2 essais).
Réaliser les essais sur 0,2 mL de filtrat,

1.3 - Compte rendn,

Préciser la dilution de la solotion étalon et dresser le tableau de colorimétrie.

Tracer sur papier millimétré la courbe d'étalonnage.

Déterminer la concentration de la solution de validation. Peut-on valider le résultat ?

(IY est vatide lorsqu'il est compris enire plus ou moins 26 encadrant la valewr cible; le
coefficient de variation de la méthode est de 4 %).

Déterminer Ia concentration massique en protéines du filtrat et en déduire la masse de
protéines solubles par gramme de comprimé. Conclure par rapport 4 la spécification.

2 - MESURE DE L'ACTIVITE DE LA LIPASE. (20 points)

2.1 - Principe du dosage.
La lipase (E.C.3.1.1.3) hydrolyse les liaisons esters des triacylglycérols selon la réaction:

triacylglycérol + 2 Hy() -- = monoacylglycérol + 2 acides gras

Ii s'ensuit une diminution de la turbidité de la solution qui peut &tre suivie 4 340 nm.

2.2 - Réactifs et mode opérateire (un essai sern réalise en présence d'un examinatenr).

Réactif 1: Iyophylisat contenant du trioléylglycérol, du tampon Tris pH 9,2, du chlorure
de calcium et de la colipase: A dissoudre avec 3,3 mL d'ean déminéralisée (conservation:
5 jours & température ambiante),
"Eialon lipase" 42 U /ml..
"Essni lipase": diluer le filtrat au 1/10 avec le tampon Tris pH 9,2 avant emploi,
Préincuber le réactif 1 et les solutions de lipase quelques minutes 2 30 °C.
Régler le zéro du spectrophotométre contre |'air.
Verset dans une microcuve spéeiale U.V.:
1 mL de réactif 1 et 100 pl. de "lipase essai" (2 essais).
Mélanger, placer rapidement dans le spectrophotométre thermostaté a 30°C,
Noter ou enregistrer la variation d'absorbance pendant 2 minutes.
Faire de méme avec 1 mL de réactif I et 100 pL. de "lipase éialon" (1 essai).

2.3 - Compte rendu,

Déterminer les vitesses initiales des réactions exprimées en variation d'absorbance par
minute.

En déduire la concentration d'activité catalytique des essais en {J/ ml. de filtrat dilug au
1/10; puis L'activité en U par gramme de comprimé et 'activité spécifique en U par mg
de protéines.

Conclure par rapport a la spécification.

3 - MESURE DE L'ACTIVITE DE LA TRYPSINK, (22 points)
3.1 - Principe.
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En plus de son activité endopeplidase, la trypsine (E.C, 3.4.21.4.) posside également
une activité estérasique; ceci permet une mesure simple de son aclivitd, en présence
d'un substrat synthétique te! que le N-Benzoyl-L-Arginyl-Ethyl-Ester ou BAEE.

La réaction catalysée est alors:

(BAEE) Trypsine
R-C-0 - CHy + HO > CZHS0H +R-COO” + H'
¢]

Au pH 8, les groupements acides carboxyligues sont complétement ionisés, et, en
ahsence de tampon dans le milieu réactionnel, 'tydrolyse du BAHE se traduit par une
libération stoechiométrique de protons. Lactivité peut dtre mesurée par pH-métrie: le
pH est maintenu 3 Ia valeur 8 en neutralisant les protons formés, au Tur et & mesure de
leur apparition, par addition d'hydroxyde de sodiam.

La vitesse initiate et/ou 'activité seront déterminées & partir du tracé de la courbe:

‘Volume {ou nombre de pmoles) de NaOH ajouté = fi(t)
I = temps en minutes
Une unité de frypsine seta définie comme la quantité d'enzyme hydrolysant une
micromote de BAEE (done produisant une micromole de prolon) par minute dans les
conditions opératoites suivantes: BAEE saturant, pH voisin de 8 et température
ambiante.

3.2 - Protocole.
3.2.1 - Etalonmage dw pH-métre.
Etalonuer le pH-métre avec les solutions étalons fournies.

3.2.2 - Suivi de 'avancement de Ia réaction (2 essais possibles dont un seul sera noté).
Placer 2,5 mL de filtrat & température ambiante, quelques minutes avant le début de la
réaction. Remplir la burette avec la solution d'hydroxyde de sodium & 5 mmol/T..
Verser dans un bécher contenant un barreau aimanté:

- 25 ml de BAEE 4 12 mmol/L;

- 25ml de KCI 4 0,2 mol/L.
Placer les électrodes du pH-métre dans cefte solution, mettre en route Fagitation.
Ajouter 1 mL de filtrat,
Amener le pH 3 une valeur comprise entre 8 et 8,5 par addition de NaOH,
Noter le volume V¥, eorrespondant an niveau de NaQF dans la burette.
La trypsine, en provoquant une libération de protons, va faire baisser le pH du milieu.
Quand le pH atteint exactement la vateur de 8,00 déclencher le chronomaire: soit to =0
Avant que le pH ne soit descendu au-dessous de 7,90, verser un volume de NaOH
voisin de 0,2 & 0,3 mE (noter V1, correspondant au nivean de NaOH dans la bureite)
tel que le pH remonte 4 vne valeur [égdrement supéricure 2 8. Lorsque le pH atteint &
nouveau la vateur 8,00, noter le temps t, sans arréter le chronométre.
Puis verser un volume de NaOH voisin de 0,2 3 0,3 mL {noter V2) tel que le pH
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remonte ¥ une valear 1égérement supérieure & 8, Noter le temps t2 lorsque le pH atteint
i nouvean la valeur 8,00; poursuivre selon le méme principe, jusqu'd obtenir une

dizaine de mesures,

3.3 - Compte yendu,
Dresser le tableau des valeurs "V" et "t"; tracer sur papier millimétré la courbe

"volume de NaOH versé = f(1)".

A partit du tracé de 1a courbe, déterminer la vitesse initiale de la réaction, exprimée en
_mol de NaOH versé par minute dans le milieu réactionnel.
La concentration ¢n BAFE étant saturante, en déduire:

- fa eoncentration d'activité catalytique en unités par mL de filirat;

- Y'activité en unités par gramme de comprimé;

- I'activité spécifique en unités par mg de protéines.
Conclure par rapport a la spécification,

FE f, DE RESULT.
A COMPLETER ET A RENDRE AVEC LA COPIE

1-Dosage des protéines,

Filtrat

étalons Solution Esgai 1 Essai 2
validation

Quantité de
protéinesen 0
_ gftube
Absorbance

250

2-Megure de U'activité lipase.

Filtrat difué

Lipase étalon Essai 1 LEssai 2

Variation d'absorbance
par minute

3-Mesure de Vactivité trypsine.

Yitirat

Descente de burette par minute
(en mL/min)
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1* jour

MICROBIOLOGIE - IMMUNOLOGIE
Durée :4 H

L'ordre de déroulement des manipulations sera indiqué anx candidats en début d'épreuve.

Contriles dans I'industrie pharmaceutique

A - MICROBIOLOGIE (55 points)

Conidrile d'un médicament non obligatoirement stérile

Le médicament testé est un Iyophilisat de pancréas total utilisé en enzymothérapie digestive.
IT se présente sous forme de poudre orale hydrosoluble et est conditionne en flacons de 5
grammes. Ce produit non obligatoirement stérile est habituellement de bonne qualité
hygiénique; cependant il pent 8tre occasionnellement contaminé par des germes sporulanis.

1 - Contrdle du produit fini en flacon, {21 points)

Les

échantillons prélevés dans les lots de fabrication sont mis en préculture soit en bouiilon

peptone, soit en bouillon de Sabouraud,
L'étude porte sur denx flacons-échantiitons contaminés,

L1 - Etude de 'échantillon A.

L'échantilion A a été mis en préculture en bouillon peplone pour Penrichir en
contaminants éventnellement présents.

Cette préculture présentée en fiole d'Erlenmeyer (tiquette: échantillon A) a été préparée
comme suit: mise en suspension du contenu du flacon (5g) dans 45 ml. d'une solution
tampon peptonée au NaClI & pH 7, puis incubation 4 30°C pendant 24 h.

1.1.1 - Effectuer une coloration de Gram & partir de la préculture.

1.1.2 - Isoler le (ou les contaminants) sor un milien dont le choix sera justifié sur le
compte rendu.

1.2 - Etude de I'échantillon B.

1.’échantillon B a éié mis en préculiure en bouillon de Sabouraud 2 30°C pendant 3 jours.
La préculture a &€ ensemencée & la smface dune pélose de Sabouraud incubéde
également 4 30°C pendant 3 jours (étiquette: échantillon B).

1.2.1 - Procéder a I'étude macroscopigne du confaminant.

1.2.2 - Réaliser I'étude microscopique (la technique du montage est laissée 2 1'initiative
du candidat), Un dessin lépendé de l'observation microscopique sera présenté aux
examinateurs.
Conclure quant i lidentité dn microorganisme.
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role de iques du Laborateire de Contrile Biologique, (34 points)

- Contrile de Vefficacité des milienx et de la validité d odes de dénombreme
La fertilité de 1a gélose de Sabouraud est contrdlée et évaluée par numération d'une suspension
de la souche standard de Candida albicans ATCC 2091.

2.1.1 - Fvaluer la concentration de la culture mére (&tiquette: C. albicans ) par mesure de
I'absorbance [une unité d'absorbance (1 UA) équivaut & environ 1.3.10" UFC/mL;
lindarité du spectrophotomatre de 0,1 UA 2 0,6 UAL

2.1.2 - Mettre en oeuvre un protocole permettant de numérer 100 UFC sur gélose de
Sabouraud.
Pour cela:
- réaliser les dilutions nécessaires en ean distilide stérile;
- ensemencer, en paralitle, 2 gammes de 3 dilutions successives: ensemencement en
surface par 0,1 mL étalé A la pipette riteau (confection par les candidats) o 4 l'aide de
billes de verre,

2.2 - Contréle d'one souche standard d'apaérobie sporulant.

La validité des méthodes de recherche des germes doit elle-m&me ire conduite 4 l'aide de
souches de référence dont il convient de contrdler les caracidres,

Pour les Clostridium ces souches sont:

Clostridium sporogenes ATCC 19404, pour controbe des conditions d'anadrobiose;
Clostridium pefringens ATCC 13124, pour contréles de la séiectivité de la température
de développement et de 1a sensibilité aux antibiotiques.

2.2.1 - Contrdler lidentité de la souche ATCC 13124: contrble des caractdres
biochimiques aprés ensemencement d'une galerie APL 20A, incubation 4 37°C
pendant 24 heures,

2.2.2 - Contrbler l'efficacité d'isolement sélectif de Clostridium pefringens par la
gentamicine,
Sur la méme gélose (Columbia + gentamicine) ensemencer par  stries une demi-
boite avec Clostridium sporogenes et l'autre demi-boite avee Clostridium
perfringens , incubation A 37°C pendant 24 heures,

B -IMMUNOLOGIE (30 points)
Centrile d'un lot de pancréatine

Dans un lot de fabrication de pancréatine, on détecte des contaminations par Clostridium
botulinum , bactérie commensale du tube digestif du pore. A partir d'un échantillon, on
cherche ¥ quantifict 1a neurotoxine A prodwite par Ia bactérie par une technique d'électro -

immunodiffusion,
99-65



1 - Réalisation technique.
O dispose d'une fraction de I'échantilion de médicament 2 analyser noté "échantillon”.
Matériel et réactify
- une Jame de verre préglacée
- 0,3 mL d'immuasérum antineurotoxine A en tube Eppendorf
-1 ml, de solution mére de neurotoxine 3 4 g.L ! en tube Eppendort
- 0,25 mL d'échantiifon en tube Eppendorf
- 4 mL. de tampon véronal en tube & essai (conservé i 56°C)
- 4 mLL d'agarose en tube 4 essai bouché (conservé A 56°C)
- 5 nil, de tampon véronal en tube & essai (température ambiante)
- pipeltes automatiques
- 4 tubes Eppendorf.

1.1 - Préparation de ]a plague de gel.
Les plagues ont éi6. préalablement glacées.

1.1.1 - Préparation du mélange gel-sérum.
Transvaser 4 mL d¢ tampon véronal conservé & 56°C dans un tube A essai dans
4 mlL. d'agarose en surfusion & 2%,
On obtient le mélange i 1 % d'agarose.
Ajouter ators 0,250 mL d'immunsérum antineurotoxine A et homogénéiser par
retournement.

1.1.2 - Coulage de In plaque.
Placer la plaque sur une table parfaitement horizontale et répartir uniformément
les 8 mL du mélange sur la plaque glacée. Laisser solidifier le gel au
réfrigérateur 4 4°C.

1.1.3 - Perforation de la plague.
Percer 6 puits & 2 em d'une extrémité de la plague, selon la matrice préétablic
(voir document annexe),

1.2 - Préparation des dépbts.

1.2.1 - Préparation de la gaznme étalon.
A partir d'ane solution mére de neurotoxine A A 4 g.L‘l, réaliser 4 points de
gamme a: 0,8 mg.m LL05 mg.m L'I; (.4 mg.m L'et 0,2 mg.m Lt (ditution
en tampon véronal).

1.2.2 - Dépéts.
Afin de limiter le phénoméne de simple diffusion, les dépdts seront faits Ia
plaque placée dans la chambre d'électrophorése,
Déposer 5 il des 4 solutions de référence et doubler le dépdt de l'essai étiquetd
*échantillon".
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1.3.- Migration.
La migration élecirophorétique est réalisée sous une tension constante de 20-V.cm™* en
tampon véronal pH = 8,6 durant 120 minutes au moins.
Mettre ensuite le gel dans une chambre homide, 5 4°C.

2 - Compte yendm,
2.1 - Présenter dans un tableau la réalisation de ta gamme de dilution de la solution étalon.

2.2 - Faire un plan des dépbts et justifier  'examinateur l'orientation du gel lors de
V'électrophorése. :
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MICROBIO 1E - UN

28 om Durée :2 HO0

A - MICROBIOLOGIE, (55 points)
1 - Contrdle du oproduit fini en flacon. (21 points)

FEmde de 1'échantilion A: réaliser une orientation du diagnostic du contamninant.
ntrobde des Pratigues du Laboratoirve de de Biologique. (34 points)

21-Co e de Ia fertilité de la gélose de Sabourand.
- dénombrer les unités formant colonies,
- rassembler les résultats dans un tablean,
- exptimer le nombre d'UFC / mL de culture mére.

- conchure.

2.2 - Contréle de Ia souche anaérobie standard ATCC 13124,

2.2.1 - Lire |a galerie API 20 A; conclure quant au contrdle des caractéres et de l'identité
de 1a souche de référence (expliquer la démarche).

2.2.2 - Evaluer la spécificité de la gélose avec gentamicine: lecture, raisonnement et
conelusion.

B - IMMUNOLOGIF, (30 points)

Mesurer la hautenr des pics obtenus,
Présenter les résultats sous forme de tablean.
Tracet, sur papier millimétré, la courbe:
hauateur = f (concentration en nevrotoxine en mglmL'l).
Déterminer graphiquement la concentration de la neurotoxine A de Clostridium botulinum

dans 'échantillon.
Conclure quant & la possibilité de mise sur le marché du lot de médicament suite i cette

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

Cette épreuve élant commune avec celle du BTS Biotechnologies on se reportera & la page
2000-1 du BTS Biotechnologies.

EPREUVE D’ANGLAIS.
DUREE : 2 HEURES COEFFICIENT : 2

Cette épreuve &ant comnrune avec celle du BTS Biotechnologies on se reporiera 4 Ia page
2000-8 du BTS Biotechnologies.

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

Cette épreuve étant commune avec celle du BTS Biotechnologies on se reportera & la page
2000-9 du BTS Biotechnologies.

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

» La clarté des raisonnements et la quafité de la rédaction interviendront pour une part
importante dans 'appréciation des copies.
» L'usage de la caleulatrice est autorisé.

I LT C JEXES (15 poinis/50)

On réalise les deux électrodes suivantes:

- T'électrode n° 1 est constifuée dune lame de cuivre plongeant dans 100 em3 dune solution
aquense de nitrate de cuivre: Cu (NQ,), de concentration molaire égale 3 2,00 x 16% mol.L.",

- Tgectrode n° 2 est constiluée d'une lame dé zinc plongeant dans 100 cm3 d'une solution
aquenge de nitrate de zine; Zn (NO,), de concentration molaire égale & 2,00 x 10-2 mol, L™

1) Donrer Vexpression du potentiel E1, de 1'électrode 1, Calculer Ef,
2} Dorner Vexpression du poteniiel E2 de l'dlectrode 2. Caleuler E2.
3} On relie les deux électrodes par un pont jonique.
3-1) Représenter ia pile ainsi constituée. Indiquer la polarité des élecirodes et le sens de
passage du courant lorsque la giile débite.
3-2) Calculer la f.e.m. de la pile au début de son fonctionnement.
3-3) Ecrire 'équation-bilan de Ja réaction chimique mise en jou lorsque la pile débite.
&) Dans I'électrode n° 2 on ajoute, aux 100 em3 de ia solution de nitrate de zinc initialement
présents, 100 cin3 d'une sofution aqueuse d'smmoniac de concentration molaire égale &
2,00x 10 ol
4-1) Quelles seraient les concentrations en jons Zn ** et en ammoniac en l'absence de
réaction ? On négligera I'hydrolyse de 'ammoniac.
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4-2) I se forme I'ion complexe Zn{NH,),** Ferire 'équation-bilan de la réaction de formation
de cet ion complexe,

4-3) Le potentiel de 'électrode n° 2 a pour valenr; E' 2= - 0,97 V.
- En déduire la concentration des ions Zn * libres dans la solution.
- Exprimer la constante de dissociation Ky, de I'ion complexe. Caleuler K, .
(On considérera le complexe comme parfait).

Données:

RT/FInx =0,061g x.
E°Cu24/Cu=034V
E°ZnatZn=-076V

11} CHIMIE ORGANIOQUE (10 points/50)

L'éphédrine, molécule ayant une activité reconnve sur le systdme nerveux sympathique, a la
formule semi-développée ci-dessous:
CH;-CH-CH-NH - CH,
! !
OH CH3

Elle peut &ire obtenue de la maniére suivante:

1) Le benzéne, soumis & I'action du chlorere de propanoyle CH,CH,COCH, en présence de
chlorure d'aluminium, donne un produit A dont le specire d'absorption 1.R. présente un pic
intense vers 1700 om™, caractéristique d'une liaison C=0,

Donner la formule semi-développée de A ot son nom en nomenclature systématique,
Donner le mécanisme de la réaction.

2) A, traité par le dibrome en milien acide, donne B de formute C,H;COCHBrCH;,.

B peut exister sous la forme de deux énanticméres. Les représenter en utilisant la
représentation de Cram (perspective cavalidre) et leur atiribuer les configurations R et S.
Les nommer en justifiant la réponse.

3) B, soumis 3 l'action de Ja méthylamine, donme C. Bcrire 'équation-bilan de la réaction.

4) C subit une hydrogénation par le borohydrure de sodium NaBH,, et donne D. I pent exister
sous  forme de  plusieurs  stéréo-isomeres dont lun  est  I'éphédrine.
A I'aide d'un schéma, identifier les carbones asymétriques de D.

Quel est le nombre de stéréo-isomeéres ?

Données:H: Z=1; C:Z=6; O:Z=8; Br:Z=80.

) RESFAUX (10 points/50)

Un réseau plan, par transmission, est gravé A 400 traits par millim&tre,

1) 1l est d"abord éclairé sous incidence norinale par ua laser He-Ne émettant mime lumigre de
longueunr d'onde A = 632,8 nm.
Combien de maxima de lumiére peut-on observer sur un écran placé derridre le réseau ?

2) Le téseau est maintenant éclairé par un faisccau de lumidre parafléle issu d'une lampe 3
hydrogéne, toujours sous incidence normale.
Calculer, dans ce spectre d'ordre k=2, l'écart angulaire séparant les maxima correspondant aux
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longueurs d'onde & | = 656 nm et A, = 410 nm.
3) Les réseaux de diffraction sont présents dans certains appareils utilisés lors des séances de
{ravaux pratiques; citer I'in de ces appareils et préciser le rle du réseau.

IV} MESURE DE VISCOSITE: (15 points/50)

On veut mesurer le coefficient de viscosité 1) gy de 1'éthanc] 4 20°C, en utilisant un
viscosimatre d'Ostwald.
On connait le coefficient de viscosité de l'eau: h eau = 1,02x10° Pa.s.
On connaft également les masses volumiques de leau p ., = 9888,21 kg.m’ﬂ ef de I'éthanol
1) Décrire rapidement les diverses opérations effectuées lors de la manipuiation.

Quetle est 1a grandeur physique effeclivement mesurée 7

2) On rappelle que le coefficient de viscosité est proportionnel 4 la masse volumique du liquide et
3 la durée d'Scoulement, le coefficient de propertionnalité ne dépendant pas de la nature du
liquide étudié. Exprimer le coefficient de viscosité de 1'éthancl en fonetion de celui de 'eau et
des antres grandeurs,

3) Caleuler la valeur numérique du coefficient de viscosité de I'sthanol 4 20 °C. On donne:
1 éthanol/ t ean = 410/275

4) 11 existe une formule empirique permeitant de caleuler le cosfficient de viscosité de f'eau 4 une
température t °C connaissant sa valeur & 20°C:
logt, /Mg = 13272(20-1) - 0,001053(¢-20)
' t+ 105
Calculer le coefficient de viscosité de I'eav 4 50 °C sachant qu'il vaut 1,02 x 107 Pa.s 2 20 °C.
Quelle est l'influence de la terpérature sur Je coefficient de viscosité de l'eau 7 Quelle
précaution opératoire ceci entraine-t-il 7

5) Connaissez-vons un autre dispositif permettant de déterminer le coefficient de viscosité d'un
liquide 7 En faire un schéma et décrire sommairement son principe.




EPREUVE DE BIOCHIMIE BIOLOGIE.
DUREE : 4 HEURES COEFFICIENT : 6

Calculatrice antorisée.

REMA S PRELL AIRES:

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

2 - 11 est suggéré de consacter & chaque guestion un temps tenant compte du nombre de points
proposés.

FLES PLANTES TRANSGENIQUES|

La mise au point des plantes transgéniques a permis l'étude des génes et de leur fonctionnement
au cours du développement des plantes. Les connaissances qui en résultent et la maitrise progressive
des techniques du génie génétique ouvrent des voies nouvelles pour I'amélioration des plantes. Le
domaine agro-alimentaire est largement concerne; I'évalvation de la sécurité alimentaire des plantes
transgéniques est une prioritd; mais les impacts - positifs ou négatifs - de leur utilisation sur
'environnement et sur les pratiques agricoles doivent également 8tre déterminés.

La transgénése végétale fait appel aux techniques du génie génétique.

1) Quelgues aspects du génie génétique (35 points)

La définition des plantes trausgéniques ainsi que les différentes étapes permettant de les
obtenir sont présentées daus le Document 1.
Dans le cas d'un maf¥s tramgénique
- le géne d'intérét est un géne qui code pour une substance toxique vns—é-\r'ls d'on insecte ravageur, la
pyrale. Ce géne provient de la bactérie Bacillus thuringiensis.
- le géne marqueur est un géne de résistance 4 un antibiotique, I'ampicilline.

L1) Donner les principaux caractéres morphologiques, cultoraux et biochimiques du genre Bacillys,
1.2) Ceite substance toxique est de nature protéique. Donner les principales propriétés de ce type de
toxine.

Llutilisation d'un géne de résistance 4 l'ampicilline comme géne marqueur a:suscité une polémigue. En
effet, les associations de consommateurs et certains scientifiques craignent que ce caractére se
transmette aux bactéries de la flore intestinale de Fhomme ou-aux bactéries de la panse des ruminants,
Cette transmission pourrait se faire par une transformation.

L.3) Exposer les différents mécanisimes expliquant fa vésistance des bactéries aux antibiotiques.

L4) L'ampicilline étant une péniciltine A, quelle est la partie active de la molécule 7 En-donner sa

formule développée.

1.5) A partir des différents mécanismes de résistance cités 2 la question 1.3, expliciter celmi qui

permet d'assurer la résistance a I'ampicifline.

1.6) Définir la transformation. Indiquer dans guelles conditions ce phénomdne peut avoir lieu.
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En génétique bactérienne, lors d'une transformation, il est également indispensable d'avoir un moyen de
sélection du tecombinant. Trds souvent c'est un caraciére de résistance 2 un antibiotique qui est utilisé.
Par exemple, on réalise la transformation d' Eschenchia coli sensible & l'ampicilline et A la tétracycline
(Amp® et Tet® ) avec différents plasmides (voir Document E).
Aprés avoir mis Escherichin coli en état de compétence, on réalise quatre essais:
" *up essai sans plasmide
*un essai avec le plasmide pBR 322
*un essai avec le plasmide pBR 322 (Bam HI)
*yng essai avec le plasmide pBR 322 (Eco RI)
Chaque essai est étalé sur une gélose nulritive 4 'ampicilline, puis incubé 24 heures & 37°C.,
1.7) Quel est 1'intérét du premier essai ? Indiquer ce que Ton observe sut chaque gélose si la
teansformation a bien eu lieu. Justifier.
1.8) Autour des colonies ampicilline résistantes, on observe [a croissance de toutes petites colonies,
Expliquer ce phénoméne.
1.9) On réalise ensuite vne répligue sur me gélose nutritive A la tétracyctine, Indiquer ce que I'on
observe;, pour les quatre essais, au bout de 24 heures d'incubation 4 37°C. Justifier.

2) Les plantes oléagineuses et Ia glivcrgificaﬁo;j des hmiles végétales (20 points})

Les plantes oléagineuses felles que I'arachide, le colza, le tournesol, le soja produisent des
huiles d'une grande importance commerciale, recherchées tant pour l'alimentation que pour les usages
industriels ou pharmaceutiques.

Les huiles contiennent essentiellement des trdacylglycérols dont la composition en acides gras
est déterminde et spécifique de l'espéce végétale. Par hybridation et sélection variétale, il est déja
possible de jouer sur la composition en acides gras, mais la transgénése végétale ouvre des perspectives
bien phus importanies. La lepeur des huiles en acides gras poly-insaturés tels que F'acide linoléique
(C1%:2 A% ") et T'acide O-linolénique (CIR3 D ® '> %) fair l'objet de recherches intensives.

2.1) Etud: Liosynthése vides gras sa hez les végétaux (14 points)

L'acide stéarique {acide gras sature C18:0) est le précurseur des acides gras poly-insaturés. Les
étapes conduisant } sa biosynthése se déroulent dans le stroma des chloroplastes et sont présentées
dans le Document TET.

2.1.1) Développer sous forme chimique I'Stape 1 conduisant 4 la formation du malonyl-CoA a
partir d'acétyl-CoA.

Préciser le nem de I'enzyme et des coenzymes intervenant au cours de cette étape,

2.1.2) Nommer le complexe polypeptidique assurant la biosynthése de I'acide stéarique. En
préciser les principales caractéristiques. '

N.B.: Chez les animaux un complexo analogue conduit i la 2ynthése d'acide palmitique (C 16:0),
Le chargement du complexe polypeptidique puis la premidre condensation qui s'effectue an
cows de I'étape 2, conduisent i Macétoacétyl~S-Enzyme.

2.1.3) A l'aide des données du Document YII concernant 1'étape 3, réécrire les trois réactions de
cette étape en développant les formules chimiques des substrats et produits. Pour chaque
réaction, préciser le nom de l'activité enzymalique ainsi que le nom du coenzyme
nécessaire
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2.2) Production des acides gras poly-insaturés chey les yégétang (6 points)
La synthése d'acides gras insaturés et poly-insaturés 2 partir de I'acide stéarique (C18:0) fait

intervenir des désaturases:

* [a A 9 désaturase est présente aussi bien dans les cellules végétales que dans les cellules

animales,

* par contre, les A 12 et A 15 désaturases existent vniquement dans les cellnles végétates.

2.2.1) Quetle est, en alimentation humaine, la notion fondamentale qui découle de ces
observations 7 Expliguer.

2.2.2) Construire un schéma simple (sans formules chimiques) de la biosynthise des acides gras
insaturés en CI8 & partir de I'acide stéarique. Donner la chronologie des désaturations,
puis nommer les acides gras insaturés obtenus, en précisant leur éeriture biochimique
conventionnelle,

3) Amélioration du rendement de la photosvnthdse - I'enzyme: Rubiseo (30 points}

La RUBISCO est la ribulose 1,5 bisphosphate carboxylase/oxygénase, enzyme présent dans
le stroma des chloroplastes des cellules végétales.
Des recherches tentent de rendre plus efficace, in vivo, I'activité de carboxylation de cet enzyme qui est
directement responsable du rendement de Ia photosynthése.
3.1) Einde cinetique de In Rubisco (16 points)
Cet enzyme permet la fixation de dioxyde de carbone (CO,) sur son acceptenr, le ribulose 1,5
bisphosphate (RuBP) ce qui conduit & la synthése d'acide phosphoglycérique (APG, composé a
30), premier produit organique fabrigué dans la photosynthése chez certaines plantes (blé, orge,
tomate, pomme de terre, ...).
RuBP + CO, = (composé intermédiaire ) > 2APG
3.1.1) La Figure A du Docnment IV précise la formule du ribulose et indique la structure du
composé intermédinire forme lors de la réaction. Ecrire la réaction ci-dessus avec les
formules chimiques développées.
Les caractéristiques cinétiques de I'activité de carboxylation de la Rubisco sont les suivantes:
Ky (CO, ) =7 pmol.L?
Ky RUBP) =40 pmof. L™
Vs = 200 Unités Arbitraires (UA)
Par ailleurs, on désire étudier particulidrement interaction entre le substrat 3, c'est-i-dire le CO, et
l'enzyme Rubisco. Or la réaction catalysée est une réaction 4 2 substrats.
3.1.2) - Pour quel substrat 'enzyme a-t-1{ le plus d'affinité 7 Expliquer,
- Afin d'étudier l'affinité du CO, pour l'enzyme, comiment doit-on procéder pour faire en
sorfe que l'enzyme fonctionne selon le schéma Michailien (uliliser les données du 3.1.1) ?
On admettra que dans {a suite du sujet ces conditions sont remplies.
On étudie l'influence du dioxygéne (O,) sur l'activité de carboxylation de l'enzyme Rubisco. On
constate alors que ce gaz eptraine wne augmentation de la constante K, alors que la Vmax resie
inchangée. Le tableau B présenté dans le Document IV fournit les résultats expérimentaux obtenus
lors de cette étude.
3.1.3)- Quel réle joue 1'0, par rapport i l'activité de carboxylation de 1'enzyme Rubisco ?
- La représentation graphique de K, apparent en fonction de la comcentration en
dioxygene est une droite:
« déterminer fes paramétres de la drotie de régression lin€aire,
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» en déduire la constante d'inhibition K,
* expliquer la démarche utilisée ainsi que fes calculs effectués.
Donnée: On appelle Fi le factenr d'inhibition. Ce factenr est le facteur multiplicatif
affecté i K,; pour obtenir K M(app). Ce facteur est également donné par la refation:
Fi=1+(Ci/Ki)

3.2) Fonctionnement de Ia Rubisco in vive (8 points)

Dans les conditions naturelles, Ia Rubisco fonctionne dans une atmosphére dont la
pression normale est 760 mm de mercure (1013 hPa) et dont la composition en gaz est donnée
dans le tableau C du Decument IV,
Si on estime que la solubilisation des gaz dans les différents compartiments cellulaires chez les
vépétanx se fait sans aucune contrainte comme dans un simple milieu aqueux, on peut
rechercher, griice aux constantes de solubilité, les concentrations respectives de chacun des gaz
au contact de la Rubisco.
Données: - Solubilité de 0, = 0,03 mL.L" mm™ Hg,
~ Solubilité de CO, = 0,65 mL.L* mm™” Hg.
- Une mole de gaz correspond & 22,4 L dans les conditions normales de pression et de
température,
3.2,1)- Calculer dans quelles conditions de concentrations en O, et CO, fonctionne normalement
la Rubisco.
- Déterminer le facteur d'inhibition Fi due 2 la présence d'0, dans ces conditions de
fonotionnement ainsi que le K M (app) de fa Rubisco vis-3-vis de son substrat le CO,.
On estime que la présence 4'0, est préjudiciable a activité de carboxylation de la Rubisco c'est-a-dire
en fait av rendement de la photosynthése. Des perles de 20 & 40 pour cent sont habituellement
avancées,
3.2.2)- Rechercher la vitesse initiale (Vi) correspondant 4 I'activité de carboxylation de la
Rubisco dans fes conditions naturelles évoquées ci-dessus.
- Quelle serait cette vitesse (V] ) s'il 'y avait pas d'0, dans l'atmosphare ? Fn déduire le
pourcentage d'inhibition de l'activité de carboxylation en raison de la présence d'Q,.

3.3) Activite exygénase de la Rubisce ¢t Photorespiration (6 points)

La fixation de 1'O, sur le méme site catalytique que le CO, correspond en réalité & une autre
activité enzymatique de la Rubisco qui est l'nctivité d'oxygénation, & l'origine de ce que les
physiologistes appellent la photorespiration.

RuBP + 0, i3 Phospho-Glycolate + APG

3.3.1) Ecrire avec [es formules chimigues la réaction ainsi catalysée.

Donnée: 'acide glycoligne est HOOC-CH,OH.

Les caractéristiques cinétiques de l'activité d'oxygénation de la Rubisco sont les suivantes:

K "MLy = 250 pmol.L?

K M2RuBF)= 40 wimol L*

Vinax = 80 Unités Arbitraires (UA)

Ki' (co,) =7 pmol L~
3.3.2) Comparer les constantes cinétiques correspondant aux deux activités de la Rubisco.
Quelie constatation intéressante peut-on faire 7 Expliquer et conclure.
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4) Un exemple de "risque alimentaire" lie aux plantes transgénigues (35 points)

Pour nourrir les animaux, on utilise surtout des végétaux riches en protéines, notamment le pois
sec et le soja. Les tourteans de saja sont pauvres en méthionine, un acide aminé soufré indispensable.
L'addition de méthionine en pondre étant onéreuse, les chercheurs ont voulu pallier cette déficience en
translérant au soja le géne d'une protéine de la noix du Brésil. Cette protéine est appelée 82, car riche
en deux acides amines soufrés: la méthionine et la cystéine.

Or la noix du Brésil est trés allergisante et le saja "complémenté" par transgénése a également intégré
le géne d'un allergéne de cette noix.

Lingestion de soja contenant I'allergéne de la noix du Brésil peut provoquer chez. l'animal, porcelet ou
veat, une réaction immunitaire d'hypersensibilité de type k.

4,1) Qrigine des immumeglobulines (6 points)

Au cours de cette réaction immunitaire humorale, des anticorps sont élaborés.
4.1.1) Quel type cellulaire est responsable de la synthse des immunoglobulines ?
4,1.2) Quel est le précurseur de ce type de cellule 7
Une de ces cellules a été photographiée au MLE.T. (voir Document V).
4,1.3) Donner les légendes correspondant aux numéros 124,
4.1.4) Quelle classe d'immunoglobuline est synthétisée lors de ce type de réponse immunitaire ?

4.2) thése immuneglobulines (18 points)

Les immunoglobulines synthétisées par ces celtules sont destindes & étre séeréides.

4,2.1) Indiquer sar le Document V1 les [égendes correspondant aux numéros 1 a 11 ot donner
un titre an schéma présenté. (Ce document est A rendre avec la copie).

4.2,2) Décrire Ia suceession des événements qui se produisent de A& F,

4.2.3) Quelles chaines peptidiques de limmunoglobuline sont synthétisées comme indiqué sur
le schéma proposé ? Justifier la réponse.

4.2.4) Quelle transformation post-traductionnelle doivent-elles encore subir pour la formation
des "domaines” 7

4.2.5) Faire un schéma légendé d'une immunoglobuline citée au 4.1.4, montrant les différents
"domaines" .

4.3) ction d' ensibilité i igske ( 11 points)
Les immunoglobulines formées lors de cetle réuction sont homocytophiles. Elles ont la
capacité de se lier & des celtules possédant un récepteur de haute affinité pour le fragment Fe.

4.3.1) Indiguer deux types cellulaires possédant ce type de récepteur.

4.3.2) Lo Document VII montre une de ces cellules prises an M.E.T.  deux étapes différentes
de la réaction d'hypersensibilité de type 1. Que représentent les numéros 1 et 2 ? Quelle est
la molécule principale des éléments cellulaires 1 ?

4,3.3) Présenter les différents événements qui se snccident entre un contact avec l'atlergeéne
chez un sujet non sensibilisé et la manifestation uliérieure de I'hypersensibilité,

DOCUMENT I (Extrait de BIOFUTUR N° 164 - fevrier 1997)

La naissance d'une plante transgénique

Use plante transgénique est une plante dont le patrimoine a &6 modifié par introduction d'un
géne ayant des propsiétés intéressantes (résistance 3 un herbicide, production d'un médicament...).
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L'opération se déroule en plusieurs étapes:

1. [dentifier dans une auire espicee (hactérie, champignon, plante, animal...} un g&ne codant un
caractdre recherché, Clest le "géne 'd'intérét".

2. Inclure ce géne dans une "construction génique". I! s'agit d'une boucle I'ADN, ou plasmide,
gui contient des séquences d'ADN (inducteurs, promoteuss...) destinées & "greffer" le gene d'intérét
dans le génome de la plante-hdte et & faciliter son expression future. Une construction génique pent
aussi contenir un "géne marqueur” (voir plus loin),

3. Au moyen d'un "vecteur", introduire cette construction dans une cellule de la planie-hite,
capable de régénérer une plante entiére (cellule de méristéme, protoplaste), Le vecteur peut 8tre une
bactérie du sol, Agrobacterium tumefaciens, qui a la propriété natarelle dinduire des fumeurs chez
certains végétaux en leur transférant un plasmide. Dans ce cas, les cellules de la plante-hdte sont
infectées par des A, aumefaciens dont le plasmide contient la construction pénique. On peut également
bombarder, an moyen d'vn "canon A génes", Ies cellules de la plante-hdte avec de minuscules bilfes de
tungsiéne porteuses de la construction génique.

4, Régénérer des plantes entidres, puis sélectionner celles qui ont "retenn" la constraction
pénique. Pour effectner ce tri, le sélectionneur peut uliliser un géne marqueunr qui code un caractére
aisément reconnaissable. 11 peul s'agir d'un géne de résistance 3 un antibiotique, comme dans le cas du
mais de Ciba.

5. Tester les plantes transgéniques en serre puis en parcelles.

DOCUMENT I1
pBR 322: plasinide portant deux g2nes de résistance, Amp" et Tet', et deux sites de restriction Bam HI
et Bco RIL
Plasmide pBR 322
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PBR 322 (Bam HI}: plasmide obtenu par digestion de pBR 322 avec l'enzyme de restriction Bam HI,
puis addition d'un fragment "ADN exogéne au niveau de fa coupure.

Plasmide pBR 322 (Bam HI)

PBR 322 (Eco RI): plasmide obtenu par digestion de pBR 322 avec Fenzyme de restriction Eco R,
puis addition d'un fragment d'ADN exogine au niveau de la coupure

Plasmide pBR 322 (Eco RD
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DOCUMENT 11T

Biosynthise des acides gras saturéds chez les végétaux

1-Formation du malonyl-CoA
2-Chargement du complexe et condensation
3-Biosynthése proprement dite

4-Sortie du complexe de biosynthése
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DOCUMENT 1V
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Phol';a 1
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DOCUMENT VI

( & compléter ef & rendre avec la copie}

Légendes:
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EPREUVE PROFESSIONNELLE DE SYNTHESE,
Prengidre partie : ETUDE I’OPERATIONS TECHNIQUES.

DUREE : 4 HEURES COEFFICIENT : 4

L'utilisation d'wn dictionnaire anglais-francais et de fa calevlatrice est antorisée.

CONTROLE BIOCHIMIQUE, MICROBIOLOGIQUE ET PHARMACOLOGIQUE D'UN
MEDICAMENT "SOLUTE BUVABLE"

Chaqgue ampoule contient 5 mL de médicament. Le principe actif est un mélange équimolaire de deux
acides aminés (ces deux acides amines sont appelés "acide amine 1" et "acide amine 2" dans la suite du
sujet).

La chafne de production peul &re schématisée trés simplement comme suit:

Eaw: cau potable du réseaun urbain
acide amine 1 :t acide amine 2
Excipient: sacc;:amse et arbmes
Conservateur; parahydmxybel:zoate de méthyle et de propyle

Soluté ;Juvahle
Machine de mise en ampoules: proiluit fini dans des ampoules scellées
Pasteurisation a 9(I)°C du produit fini
Commercl:ialisation

1) Contrile des matidres premiéres (35 points)
1-1) Photométrie d'absorption atomigue (19 points)

. L'un des excipients utilisés dans la fabrication du "Soluté Buvable” est le saccharose. Celui-ci doit
satisfaire aux normes de la "Pharmacopée Européenne” qui précise: "le saccharose satisfait &
Ulessai limite du plomb dans les sucres (0,5 ppm)". La teneur en plomb est contrdlée par
photométrie d'absorption atomique.

1-1-1) Appareillage: (7 points)
Faire nn schéma de principe d'un photométre d'absorption atomiqgue, en donnant le nom ot le rle
des principaux éléments constitutifs. Préciser la nature de la source de radiation.
Quel est le principai danger encouru lors de H'utilisation de cet appareil ? Quelles sont les
précautions A mettre en oeuvre ?
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1-1-2} Etalonnage de I'appareil: (6 points)

Extraction du plomb: A partir d'une solution mére, préparer 4 solutions de référence contenant
respectivement 5, 10, 15 et 20 ig de plomb dans 100 mL d'acide éthanoique dilué.

Ajouter alors 2 mL d'une solution de pyrrofidinedithiocarbamate d'ammonit (4 environ 1 %
pvy et 10 mL de méthylisobutyleétone, Agiter & Yabri d'une lumidre vive, laisser séparer les
deux couches et utiliser la couche méthylisobutylcétonique (N.B.: dazs ces conditions
opératoires, le plomb se concentre dans la couche méthylisobutyleétonique) .

* Calculer la masse de nitrate de plomb 3 peser pour préparer 1 litre de solution mére. Indiquer
la préparation des 4 sotutions de référence i partir de cette solution mére.

Mesures: régler l'appareil au zéro, en utilisant Ja méthylisobutyleétone traitée dans les mémes
conditions que les solutions de référence.
* I es moyennes des absorbances pour 1a gamme d'étalonnage, mesurées lors des essais de

validation de la technique, sont rapporiées dans le tablean ci-dessous:
masse de plomb en pg par 100 mL 1] 5 10 15 20
de solution de référence
absorbance 0 0,119 0,237 0,355 0475

Caleuler I'équation de la droite de régression linéaire et son coefficient do corrélation; commenter.

Données: Plomb;

A =aM + bavec:
A = absorbance;
M = masse de plomb en pig pour 100 mL de solution de référence;
a = coefficient directeur;
b = ordonnée & Lorigine
masse molaire =207,2 g.mol”

Nitrate de plomb:  masse molaire =331,21 gmol™

1-1-3) Dosage du plomb dans le saccharose: (6 points)

Des échantillons de saccharose sont prélevés dans plusieurs lots.
Le dosage du piomb est réalise selon la technique décrite dans le document 1.
Les résnltats de mesures d'absorbance de 3 lots sont rapportés dans le tableau suivant:

Eesai "§" Essai " 10" Essai " 158"
Lot n°} 0,148 0,267 0,386
Lotn"2 0,142 0,261 0,379
Lotu®3 0,274 0,390 0,513

Fissai "5" essai dans lequel est ajouté 5 g de plomb pour 100,0 mL, ete...

Calculer 'égquation de la droite de régression linéaire pour chaque lot. A partir de la valeur des
abscisses A 'origine, déduire la masse de plomb apporté par le saccharose, dans chaque série

d'essai, puis la masse de plomb par kg de saccharose pour chague lot. Conclure,

1-2) Contriles microbiologiques: tests préalables {16 points)
Les contréles microbiologiques portent en particulier sur 'eau de fabrication (cau potable du
résean urbain). Avant d'effectuer ces contrdles, 'usine doit s'assurer par des tests préalables:
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1 - des proptiétés nutritives et sélectives des milieux de cultore,
2 - de ta validité de sa méthode d'analyse par filtration.

Ces tests sont effectués comme suit:
Enterobacter cloacae CIP 6085/ sur gélose Endo
Escherichia coli CIP 34127 { sur gélose Endo
Enterococcus hirae CIP 5855/ sur gélose Slaneiz
“Pseudomonas aeruginosa CIP A22 / sur gélose i 1a cétrimide
Clostridium sporogenes ‘CIP 79032 / sur gélose VF pour sulfito-réducteurs

Protocole:

Premier test:

a) Dans un flacon stérile introduire aseptiquement 100 mL d'eau déminéralisée stérile, puis 1 mL
d'une suspension 4 10%mL &' Enterobacter cloacae.

b) Filtrer puis déposer la membrane sur une gélose Endo.
(répéter ce premier test avec chacune des 4 autres souches vis-a-vis de Ia gélose
correspondante).

Denxfime test:
Opérer de la m&me fagon, mais en remplagant 'ean déminéralisée stérile par de I'eau potable.
Effectuer ce deuxidme test avec chacune des 5 souches vis-3-vis de la gélose correspondante.

1-2-1} (6 points)
a) Quelles sont les informations recherchées par ces tests ?
b) Quels résultats doit-on obtenir, aprés Incubation, pour chaque test pour considérer que la
méthode est valable 7
1-2-2) (4 poinis)
a) Dans quelles hypothdses utilise-t-on une numération par dilution, une numération par
filtration ?
b} Quelle est la valeur du diametre des pores d'un filtre ? Comparer par rappott 4 1a taille des
bactéries.
1-2-3) (6 points)
Donner les roles:
a) de I'azide de sodium e( du chiorhydrate de triphényliétrazolium (T.T.C.) dans Ia gélose de
Slanetz;
b) du sulfite de sodium et du eitrate de fer dans ja gélose VF pour sulfito-réductenrs.

2) Contrile du preduit fini (26 points)
2-1) Contrdl ine du princi

I F inés (5 points)
L'identification des deux acides aminés du principe actif s'effectue par chromatographie ascendante
sur couche mince, Le matériel et les réactifs utilisés sont décrits dans ie document n°2.
Une ampoule de 5 ml. de 'Soluté buvable" contient | gramme d'acides aminés. Quelle dilution
doit-on réaliser avant d'effectuer le dépdt de l'essai 7
Dans les conditions opératoires définies dans le document n°2, le Rf de Facide aminé 1 est de 0,55
et celui de T'acide aminé 2 est de 0.4, Définir le Rf. Expliquer la différence de comportement des
deux acides aminés.
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2-2) Contyble guantitatif du principe actif (9 points)
Le contrdle quantitatif du principe actif s'effectue par chromatographie liguide haute performance
(H.P.L.C.), qui permet de doser les denx molécules constituant le principe actif (cf. docnanent
n°3).
La détection des acides aminés se fait par mesure directe de 'absorbance 3 200 nm.

2-1) Préparation de I' atillon
Sachant que dans fe principe aciif les poutcentages massiques sont de 43,3 % pour I'acide
aminé 1 et de 56,7 % pour 'acide aminé 2, quelle dilution du "Soluté buvable" doit-on
réaliser pour effectner le dosage d'un échantilion de "Soluté buvable" 7

2} Contrel i

Afin de tester la reproductibilité de la méthode sur le produit fini, des essais ont ét€ réalisés
sur une soluticn de "Soluté buvable" carrectement diluée (cf. document n°4).
Définir les termes: précision dune méthode, reproductibilité, exactitude.
La méthode est-elle précise, exacte, reproductible dans lo temps ? Justifier les réponses.

2-3) Détermination du temps de pasteurisation (6 points)
Au cours des années d'utilisation de la machine de mise en ampoules des Enferobacter cloacae
logés dans un joint inaccessible au désinfectant iodé ont développé une résistance au conservateur
{parahydroxybenzoate). La pasteurisation des ampoules scellées a pour but de détruire ces
bactéries.
Le document n°5 donne les courbes de destruction.
2-3-1) Donner fa définition du "temps de réduction décimale”.
2-3-2) Déterminer ce temps pour une température de 90°C.
2-3-3) Sachant que la contamination d'une ampoule peut atteindre 10 bactéries, caleuler la durée de
la pasteurisation 4 90°C pour atteindre la probabilité d'une ampoule contaminée par une bactérie
pour un échantillonnage de 10" ampoules.

2-4) Contriile microbiologique du produit fini (6 points})

Le produit fini doit satisfaire aux normes suivantes:
- flote totale (essenticlement des spores de Bacillus) < 100/mL
- Staphylococcus gureus < l/mL
- Pseudomonas aeruginosa < 1 /mL
-E. coli <lmL -
- Clostridium < HmL.
- Salmonella < 1/mL

2-4-1) Les spores de Bacillus sont essentiellement apportées par une des matidres premidres (le
saccharose). Expliquer leur persistance & une forte teneur dans le produit fini pasteurisé,

2-4-2) Donner les dispositions particuliéres d'un protocole permettant de dénombrer par filiration
seulement les spores de Bacillus : préparation de I'échantillon de médicament et
technigue d'incubation.

2-4-3) Donner les dispositions particuliéres d'un protocole permettant de dénombrer par filtration
seulement les spores de Clostridium : prépacation de I'échantillon de médicament et
technique d'incubation.
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3} Eiude de la toxicité du conseryateur (19 poiats)

Afin d'étudier la toxicité du conservateur, mélange de parahydroxybenzoate de méthyie ot de
parahydroxybenzoate de propyle, on effectue un test in vitro de cytotoxicits, Gn choisit d'uéiliser le kit
Cell Titer 96 Aqueous commercialise pat PROMEGA {cf. document n°6).

3-1) Analyse du protocole expérimental (12 points)
3.1-1) Donner le principe de lecture 4 la base de cet essai.
3-1-2) Batir un organigramme simplifié des manipulations  réaliser.
3-1-3) Quel témoin doit-on réaliser pour valider le test ?
3-1-4) Les cellules MS sont mises en culture sor le milieu DMEM + 10 % FCS. A partir du
document 7, préciser les rdles des différents éléments ajoutés au milieu de culture.
3-1-5) Pourquoi doit-on laver le tapis cellulaire (¢tape 3 docwment n°6) avant d'envisager sa
trypsination ?

3-2) Détermination de I'effel, cyfotoxique du conservateur (7 points)
L& tablean du decument n°8 présente les essais réalisés pour différentes quantités de

congervateur. On détermine V'effet cytotoxique en caleulant le pourcentage de viabilite V dn
test par la relation suivante:
pour chaque guantité de conservateur,
V- Nombre de cellules vivantes aprés incubation avec le conservateur y 100
Nombre de ceflules vivantes aprds incabation sans conservateur
3-2-1) Justifier la relation, pour chaque quantité de conservatenr:

V . A (490 nm) cupules avec conservateur 5 100

A (490 nm) cupules sans conservateur

avec A = absorbance.
3-2-2) Tracer, sur papier millimétré, {'évolution de V en fonction de la quantité de conservateur
par puits.
3-2-3) En déduire l'effet cytotoxique du conservateur dans ce médicament sachant qu'il est
ajouté  raison de 1000 mg par litre de solution buvable.
3-2-4) Les tests in vitro réalisés suffisent-ils & 'homeologation du conservateur utilisé ?

DOCUMENT N° i: DOSAGE DU PLOMB DANS LE CRES

1) Mode opératoire:
Uliliser un spectrométre d'absorption atomique conformément aux instructions accompagnant
l'appareil et en opérant 4 la longueur d'onde de 283,3 nm. Les mesures s'effoctuent. par comparaison
avec des sofutions de référence de concentration connue en 'élérent & doser, par la "méthede des
ajouts doses".

2) Méthode des ajonts dosés:

Dans au moins 3 fioles jaugées identiques, introduire des volumes égaux de la solution de la
substance A examiner, préparée comme prescrit. Ajouter a toutes les fioles des volumes croissants
d'une solution de référence, de concentration exactement connue en I'élément A doser, de fagon i
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abtenir une série de solutions contenant des quantités croissantes de I'élément, choisies de maniére &
obtenir des réponses situées dans la partie lindaire de la courbe. Compléter an trait de jauge avec le
solvant.

Introduire, 3 au moins 3 reprises, chacune des sclutions dans le dispositif d'analyse et noter chagne
fois la valeur obtenue aprds stabilisation. Rincer chaque fois le dispositif d'analyse avec le solvant et
vérifier que la lecture revient A la valeur obtenue dans I'essai 4 blanc.

Calculer I'équation de régression lindaire du graphique en utilisant la méthode des moindres carrés ot
la résoudre de fagon 4 obtenir la concentration de 'élément 3 doser dans I'échantilion, ou, & la
rigueur, procéder de facon suivante:

sur un graphique, porter la moyenne des lectures en fonction de la quantité ajouide de Pélément &
doser, Joindre les points sur le graphique et extrapoler la droite jusqu'a l'intersection avec 'axe des
concentrations. 1'ahscisse A l'origine représente la quantitd de I'élément dosé dans I'échantillon
examiné,

3) Plomb dans les sue

- Principe de l'extractio lomb:

Dissoudre 20,0 g de saccharose & examiner dans de l'acide éthanoique dilué, puis compléter 4 100,0
mL avee le méme solvant. Ajouter alors 2 ml. d'wne solution de pyrrolidinedithiocarbamate
d'ammonium (3 environ 1 % p/v) et 10 mL de méihylisobutylcétone. Agiter & 1'abri d'une lumiére
vive, laisser séparer les deux couches et utiliser la conche méthylisobutylcétonigue (N.B.: dans ces
conditions opératoires, le plomb contenu initislement dans les 20,0 g de saccharose se concentre
dans ia couche méthylisobutyleétonique).

- Préparation des essais;

Préparer 3 solutions 4 analyser, contenant respectivement 5, 10 et 15 pig de plomb dans 100 ml,
d'acide éthancique dilug, en plus des 20,0 g de saccharose A examiner. Ajouter alors 2 mL d'une
solution de pyrrolidinedithiocarbamate d'ammonium (3 environ 1 % p/v) et 10 mL de
méthylisobutylcétone. Agiter A I'abri d*une lumidre vive, laisser séparer les denx couches et utiliser
la couche méthylisobutylcétonique.

Régler I'appareil au z6ro, en utilisant la méthylisobutylcétone traitée dans les mémes conditions que
les solutions & examiner. Mesuter l'absorbance 4 283,3 nm en utilisant une flamme air-acétyléne.

N°2: IDENTIFICA DUP 1PE ACTIF PAR C.C.

Matériel;
Plaque de gel de silice
Cuve a chromatographie
Micropipette de 5 puL.

Propan- 1 -ol 64 mL
Ammoniaque 4 27 % 36 mL
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Bévélateur:

Ninhydrine 2g

Butan- 1 -ol 950 mL

Acide éthanoigue dilué 50 mL
Solution témoiny

Solution aqueuse d'acides amninés 1 et 224 0,2 % (p/v)

Dépdts:
Fffectuer un dépdt de 5 HL de chacune des solutions soit:
solution témoin,
soluté buvable convenablement dilué,

Techni
Aprés avoir séché les dépdts, laisser migrer sur environ 15 cm. Faire sécher Ia plaque & 'étuve &
100°C pendant 10 minutes, puis pulvériser le révélateur. Maintenir 1a plaque 5 min & 100°C.

DOCUME °3: Dogage du principe acti P.L.C.
onditions ires:

Colonne: Sphérisorb ODS 1

Longueur 25 cm; diamétre interne 4,6 rom
Déltection; Longueur d'onde; 200 nm

Temps de réponse: 2 secondes
Eluant: Dihydrogénophosphate de potassium a 0,004 mol. L et pH = 3,8
Débit: 0,8 mL/min
Volume injecté: 30 1L

Solution étalon;
Préparer une solution contenant 86,6 mg d' "acide aminé 1" et 113,4 mg d' "acide aming 2" dans
100 mL d'éluant, puis effectuer une dilution extemporanée au 1/20 dans I'éluant.

DOCUMENT N°4: REPRODUCTIBILITE DU DOSAGE DU PRODUIT FINI

Concentrations théoriques:

- Acide aminé 1: 43,3 pg/ml.,

- Acide aminé 2: 56,7 ng/mL
Nombre d'injections par jour: 6
Durée de 'essai: 4 jours de JOAJO +3

VALEURS OBSERVEES
ACIDE AMINE 1 ACIDE AMINE 2

JO JO+1 | JO+2 | JO+3 JO JO+1 | JO+2 JO+3

42,16 | 43,15 | 4141 | 42,10 | 5506 | 56,24 | 53,68 54,98

42,93 4224 | 4203 | 4279 | 5685 | 5533 53,86 56,60

4249 | 404 | 42,18 | 4261 5485 | 56,76 55,0 54,93
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42,68 | 4238 | 4183 | 4242 | 5524 | 56,16 | 5535 55,17

4291 | 4256 | 4265 | 4287 | 5630 | 5531 5587 56,13

4232 | 43,62 | 4288 | 4325 56,46 56,61 5587 56,07

MOYENNE 258 | 4300 | 4216 | 4267 | 5579 | 5607 | 5494 | 5564

BCART-TYPE | 0314 | 0,727 | 0538 | 0318 | 0,843 | 0,621 0,964 0,813

COEFII;ICIENT 014% 1.,69% [1,28% [0,75% |L51% {1,11% |1,76% |146%
E
VARIATION

C T N°5: COURRBE DE I¥ UCTI ! (R

Courbe de destruction d' enterobaciter en fonction du temps, & différentes températures du bain d'eau,
dans lequel sont plongées les ampoules scellées.




DOC °6;
b ITER 96 AOUR LE PROLIF] AY (P LGA,

1) Description:

The Cell Titer 96 Agueous Cell proliferation assay is a colorimetric method for determining the
number of viable cells in proliferation or chemosensitivity assay.

The Cell Titer 96 Aqueous asgay is composed of solutions of a novel tetrazolinm compound:

(3 (4,5-dimethylthiazol-2-yl) -5- (3-catboxymethoxyphenyl) 2- (4-sulfophenyl) -2H-tetrazoliom, inner
salt; MITS) and an electron coupling reagent (phenazine methosulfate; PMS).

MTS is bioreduced by cells into a formazan that is soluble in tissue culture medium. The absorbance of
the formazan at 490 nm can be measured directly from 96 well assay plates without additional
processing. The conversion of MTS inte the aqueous soluble formazan is accomplished by
dehydrogenase enzymes found in metabolically active cells. The guantity of formazan product as
measured by the amount of 490 nm absorbance is directly proportional to the number of living cells in
culture,

2) Producks; ~

One 96 wells assay plate,

PBS,

20 mf. MTS solution (caution classified as irritants),

1 mL PMS solution {caution classified as a carcinogen),

Methyl hydroxybenzoate, propyl hydroxybenzoate solution 100 mg/mi.
DMEM + 10 % FCS (foetal calf serum) medium,

Trypan blue 0,5 %,

Trypsin 0,25 % + EDTA solution,

and ELISA plate reader at 490 nm,

3) Protocol;

1) Maintain stock cuitures of epithelial monolayer M$ cells in DMEM medium containing 10 %
of Foetal Calf Serum (FCS) in a 25 cm? flask,

2) Add 50 L per well of hydroxybenzoate diluted in DMEM + 10 % FCS medium as described:

Quantity of hydroxybenzoate per well (jig) Well

0 Al-=A4
20 Bl->B4
40 Cl-=C4
60 Di--=D4
80 El-=EA4
100 F1->F4
150 G134

3) Wash the MS cells with PBS. Add 1,5 mL Trypsin 0,25 % + EDTA solution. Incubated 1 min
at 37°C to resuspend cells, Stop the enzyme action by adding 5 mL. DMEM + 10 % FCS medium.
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4) Determine cells number and trypan blue viability and resuspend the cells to a final
concentration of 1.1¢°.mL" in DMEM + 10 % FCS medivm.

5) Dispense 50 pl. of the cell suspension (5000 cells) into all wells of the plate prepared in step 2.
The total volume in each well should now be 100 L.

6) Incubate the plate for 48-72 hours at 37°C in humidified 5 % €0, atmosphere,

T) Add 20 UL per well of freshly prepared combined MTS/PMS solution (add 100 pL, PMS
solution to 2,0 mI. MTS solution: gently swirl the tube to ensure complete mixing of combined
MTS/PMS solution).

8) Incubate the plate for 1-4 hours at 37°C in a humidified 5 % CO, atmosphere.

9) Record the absorbance at 490 nm using an ELISA plate reader.

DOCUMENT N°7;
0 ITION DU E C L DES CELLULES MS:

Milieu de base d'Eagle modifle par Dubeleco (DMIEM)

Composant mg/L ~ Composant
Sels inorganiques L. Tle 105,00
CaCl2, 2H,0 264,00 L Lys HCI 146,00
Fe(NO3), 9 H,0 6,10 L Met 30,00
KCl 400,00 L Phe 66,00
Mg504, 7H,O 200,00 L Ser 1200
NaCl 6400,00 L. Thr 95,00
NaHCO3 3700,00 L Trp 16,00
Nal2P04, 2 H,0 414,00 L Tyr 72,00
Autres composants L Val 94,60
Dglucose 4500,00 Vitamines
Rouge de phénol 15,00 Pantothénate de calcinm 4,00
Acides aminés Chlorure de choline 4,00
L Arg HCI 84,00 Acide folique 4,00
L Cys 48,00 Inositol 7,20
L Glu 580,00 Nicotinamide 4,00
Gly 30,00 Pyridoxal HCL ' 4,00
L His HCI, H,O 42,00 Riboftavine 0,40
LLeu 105,00 Thiamine HC1 4,00

Eléments ajontés stérilerent pour 100 ml. de DMEM:

- L Glu & 200 mmol/L: 1 mL,

- Pénicilline 150000 Ul/mL) et Streptomycine (250 pg/ml): 0,5 mL.,
- Fongizone (250 ,ug/mL): 1,6 mL,

puis 10 ml. de FCS.




Les valeurs données sont les absorbanges mesurées & 490 nm par le lecteur ELISA.
A B C D E F G

1 1,430 1,370 1,380 1,390 1,370 0,850 0,740

2 1,400 1,380 1,390 1,370 1,390 0,900 0,750

3 1,425 1,390 1,385 1,370 1,380 0,850 0,750

4 1,430 1,370 1,370 1,380 1,390 0,870 0,745

Moyenne par 1,420 1,378 1,381 1,378 1,382 0,867 0,754
colonne

Quantité de
conservatenr en 0 20 40 60 80 100 150

Lig/puits

EPREUVE PROFESSIONNELLE DE SYNTHiSE.
Deuxidme partie ; REALISATION PRATIQUE D’OPERATIONS TECHNIQUES,
EPREUVE 5. UNITE U52
DUREE : 10 HEURES COEFFICIENT : 8

SUJET 1.

Au cours de 'éprenve, Je jury appréciera les gualités d'organisation, Ia précision des gestes
techmriques, le respect des régles d'hygiéne et de séeorité en laboratoire.

LES ADDITIFS ALIMENTAIRES
BIOCHIMIE (70 points)

Duyée: 3 H45
L'ordre de déronlement des manipuiations sera indiqué aux candidats en début de séance,

Parmi les additifs les plus utilisés dans la nutrition humaine et animale on trouve:
*['acide glutamique, utilisé comme agent aromatigue (exhausteur de gofit) sous la forme de
son sel fe plutamate de sodivm;
*]a cystéine, agent de texture pour le pain;
*|'acide lactique, acidifiant et conservateur (boissons, jus de fruit, confitures ...).
On se propose de doser ces additifs avant leur mise sur le marché.

1 - Dosage de I'acide glutamigue pay pH-métrie (1 essai).
1.1 - Mode opératvire:
Yitalonner le pH-madtre avec les solutions tampons pH 4 et/ ou pH 7.
Dosage pH-métrigue:
*dans un bécher de 100 mL, introduire 25 mL de I'échantillon G d'additif alimentaire, y

00-25



plonger les électrodes et brancher 1'agitatenr magnétique;
Htitrer avec une solution d'hydroxyde de sodium & environ 0,05 mol.L" (la concentration
molaire précise de la solution sera indiquée en début de séance).

1.2 - Compie rendn et résultats:

*Compléter la feville de relevé des valeurs expérimentales,

*Tracer la courbe de titrage: pH = f (volume solution titrante versé).
*Déterminer le(s) point(s) d'équivalence.

*Calculer la concentration molaire en acide glutamigue de I'échantillon G.

2 - Dosage de 1a cystéine par Ia méthede colorimétrique d'Ellman
2.1 - Principe:
Le réactif d'Ellman ou acide 5,5-dithio-bis-(2 nitro-benzoique) (= D.T.N.B.) est un disulfure
aromatique.
Le D.T.N.B. réagit sur le groupement fonctionne] des thiols des composés aliphatiques. Cela
conchuit A la formation d'un anion coloré qui absorbe la lumitre avec un maximum i A = 412 nm
{en suivant la loi Beer Lambert). La réaction est stoechiométrique.

2.2 - Mode opératoire:
En raison de l'évolution de la coloration dans le temps, il est indispensable que la durée de
développement de cette coloration soit identique pour les fubes de la gamme d'étalonnage et les

essais. On indiguera en début de séance 1a durée de stabilité de Ia coloration.

2:2.1- Dosage (2 essaish

Diluer l'échantilion C d'additif alimentaire au 1/50 en eau distillée bouillic refroidie (A

disposition).

Dans un tube 4 essals, introduire:
*solution diluée an 1/50 de C : 1 mig
*solution tampon phosphate (0,1 mol.L”, pH 7,5) tgsp 4.5 ml;
*golution de B.T.N.B. 4 0,01 mol.L* :0,5mL.

Mélanger. Lire I'absorbance 3 A =412 nm aprés 10 4 20 minutes contre un témoin réactif.

L'étalonnage du spectrophotomdtre se fail a Iaide d'une solution de cystéine 3 5 mmol L™

Effectuer une dilution convenable en eau distillée bouillie refroidie, puis préparer une

gamme d'étalonnage comporiant cing tubes contenant de 0,05 a 0,25 micromoles de

oystéine par tube.

2.2.3- Compte H

*Expliquer le calou! de la dilution de la solution étalon de cysi€ine.

*Hxpliquer le calen! dn volume de solution diluée de cystéine introduit dans les tubes de
la gamme.

*Ftablir le tableau de colorimétrie incluant: témoin réactifs, gamme d'étalommage et
dosage.

*Compléter {a fenille de relevé des valewrs expérimentales.

*Tracer la droite d"étalonnage 2 I'aide de l'ordinateur; indiquer les valeurs expérimentales
retenues pour le calcul de la droite de régression; donner I'équation de cette droite de
régression et le coefficient de corrélation.
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*] égender le graphique obtenu,
*Déterminer la concentration molaire en cystéine de 'échantillon C en mmeol.L.La
précision du dosage est évalude 3 3 %.

3 - Dosage de I'acide Iactique,

Le dosage de l'acide lactique d'on &chantillon " 1. " d'additif alimentaire est réalisé par une méthode
enzymatique en point {inal (test UV).

Les solutions d'additif alimentaire produit par Lactobacillus delbrueckii contiennent habituellement
18 gL't d'acide lactique,

Pour ce dosage, la quantité d'acide lactique dans la cuve doit Bire comprise entre 10 et 20 pg,

1= Prineipe:
En présence de L-lactate deshydrogénase (L-LDH), l'acide F-lactique (L-lactate) est oxydé en
pytuvate par le nicotinamide adénine dinucléotide (NAD):

L-ALDH
(1} I-actate + NADY €-—————> Pyruvate + NADH, H"

Grce 4 une seconde réaction qui pidge le pyruvate, catalysée par 'alanine-amino-transférase
(ALAT), en présence de glutamate, 1'équilibre de la réaction (1 ) esi déplacé dans le sens do la
formation du pyruvate.

(2) Pyruvate + L-Glutamate € -—r--nmrmmmmmmnn => L-alanine + 2-oxoglutarate

La quantité de NADH, H' formé est proportionnelle 3 la quantité de L-lactate présent dans
'additif.
La formation du NADH, H' est suivie pat spectrophotoméirie 2 1a longueur d'onde de 340 nm.

3.2 - Réactifs;
*Solution 1; tampon plyeylglycine pH 10,0; acide L-glutamique; stabilisateurs.
#Solution 2! NADY
*Suspension 3: ALAT.
*Solution 4: L-LDH.
*Fehantillon " L " d'additif alimentaire.

3.3 - Mode opératoire:

3.3.1- Conditions de mesure:
*température; 20 4 25 °C (température ambiante);
*longueur d'onde; 340 nm;
*trajet optique: 1 cm;
*lire contre l'air ou I'eau distiliée.

3.3.2- Opérer directement dans les cuves selon le tableau snivant,
Réaliser deux essais,
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Introduire dans les cuves Blane Essai
Solution 1 1,00 mL 1,00 mL
Solution 2 0,20 mL. 0,20 ml.
Suspension 3 0,02 ml. 0,02 mL
Echantillon (éventuellement dilué) 0,10 mL
Eau bidistiliée 1,00 mL. 0,90 mL

Mélanger. Aprés environ 5 min, lire Fabsorbance (A;) du blanc et des essais immédiatement les uns
aprés les autres. Déclencher 1a réaction par addition de:

Solution 4 ] 0,02 mL | 0,02 mL,

Mélanger. En fin de réaction (20 min) lire absorbance (A,) du blanc et des essais itmédiatement les
uns aprés les autres.

34- eurs de ¢ H
*Masse molaire de Pacide tactique: 90,1 g.mol ™.
*€ yapi, i = 6,3 10° Lanol™, em'! 2 340 nm.

3.5 - Compile rendu et résultats:

*Compléter la feville de relevé des valems expésimentales.

*Expliquer la dilution éventuelle de 'échantillon.

*Etablir la formule littfrale et caleuler la concentratiOn massique de 1'acide lactique dans
I'échantillon " L ". Conclure.
La précision du dosage est évaluée 2 5 %.

i ETAR REAVEC LA C

RLEVIE DES D XPERIME LIE
- I DE L'ACIDE GLUT P -METRIE:
| Viaom (ML)
pH
Viacrr (mL)
pH
2-DOSAGE DE LA CYSTRINE PAR 1A METHOQDE COLORIMETRIOUL, D'ELLMAN:
N tube Eitalons Essais
Quantité de cystéine en
iumol/tube
AAA=412nm
3-DOSAGE 'ACT TOUE:
Blanc Essai 1 Essai 2
Ay
Az




BIO)] {Ii- BI i, CE AIRE L IRE
ler jour Durée: 4H 15

A - MICROBIOLOGIE (55 points)
1 - Identification d'mn contaminant dans vn_produit fini.
De nombreux acides aminés sont produits dans lindustrie pour l'alimentation humaine ou
animale. Une faible proportion est utilisée par les industries pharmaceutigues,
Un contaminant a 8ié décelé dans un échantillon d'un lot destiné & l'industrie pharmaceutique.
On soupgonne une levure, Candida albicans,

Ll- mlation:
A partir d'une colonie réisolée sur gélose Sabouraud notée " C “, réaliser une identification
a l'aide: '
- du test de filamentation (ou test de blastdse): présenter un champ
microscopique A nn examinateur;
- du test de chlamydosporulation.
1.2- te rendu e liag:
Préciser les conditions d'incubation et l'intérét de chague test.
Conclure sur le test de blastése.

~ Mise cint d'une nouy, hnique de bigsynthése de L-cystéine
Afin daugmenter Ja production de L-cystéine, une souche de Psewdomonas aeruginosa
hyperproductrice a 616 obtenue par mutagendse. Différents essais de culture, en fioles dErlenmeyer, ont
permis d'optimiser la croissance de la souche.
On se propose d'effectuer quelques vérifications avant de lancer a production.

2.1 - Vérification de la stabilité et de ]a pu e
La souche obtenue par mutagenése doit rester viable, pure et stable. On se propose de
vérifier, aprés plusieurs repiquages successifs, 1a purets et les caractdres morphologiques et
biochimiques de la souche.
2.1.1 - Mamipualation:

A partir de la culture présentée sur gélose ordinaire en bofte de Petri et notée " Ps ™
*effecter un frottis coloré au Gram. Présenter un champ microscopique & un
exaninateur.

*effectuer devant un examinateur le test enzymatique d'orientation,
*réaliser un isolement sur gélose ordinaire,
*ensemencer une galerie Api 20NE.

2.1.2 - Compte rendu ef résultats:

Noter les descriptions macroscopique et microscopigue de la souchs et le résultat du

test enzymatique.

Préciser le temps et la température d'incubation de Ja galerie et indiquer si

I'ensemble des résultats du premier jour sont en accord avee ceux altendus.

2.2 - Vérification de la eroissance de la souche:
2.1.1 - Manipulation:
{es différents essais de culture, en fioles d'Erlenmeyer, ont permis de choisir le
milieu le plus adapté pour un metllenr rendement de production. Une culture en
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fermenteur de 2 litres a confirmé les résultats des essais. On se propose de vérifier la
_vitesse spécifique de croissance (2,3 b } lors d'une culture en fermenteur de volume

ntile de 10 Jitres.

A t =0, le fermenteur a &t ensemencé avee 1 litre d'inoculum issu d'une précultore en

phase exponentielle de croissance. Aprds ensemencement, la concentration bactérienne

Xpaty étaitde 10° UFC/mL.

Remarques: dans de telles conditions la phase de latence est inexistante ou négligeable,

et la phase exponenticlle a une durée de 4 & 5 heures.

On dispose d'on prélévement au terps t = 3 heures, présenté en tube & essais et noté"t,".

Aprés vérification des caleuls préalables par un examinateur, dénombrer les

microorganismes présents A t = 3 heures par ensemencement de 3 dilutions, en double,

sur gélose au cétrimide,

Appeler un examinateqr pour la réalisation d'une dilution.

2.2.2 - Compte rendn:

Justifier les calculs préalables pour le choix des dilutions 4 tester.

muiapenéses
Le plasmide utilisé pour la mutagendse est porteur du caractdre de résistance & la

kanamycine, Les Pseudomenas sont naturellement sensibles aux antibiotiques de la famille
des aminosides (kanamycine, gentamicine, tobramycine ...).
On se propose de vérifier la persistance du plasmide dans la souche de Pseudomonas
aeruginpsa , A pattir de la culture présentée sur gélose ordinaire en boite de Petti et notée
L Ps 1‘.
2.3.1 - Mamipulation:

Prélever 2 & 3 colonies et les émulsionner dans 5 mL de bouillon Mueller Hinton.
Mesurer l'opacimétrie de la suspension ainsi réafisée au spectrophotomatre réglé & 550 nm.
Ajuster éventuellement cette suspension & 0,1 UA. On obtient la suspension 5.

Ensemencer par écouvillonnage une gélose Mueller Hinten & pattir d'une dilstion au 1/100
de la suspension S. Pour cela:
#plonger un écouvillon stérile dans la dilution,
*e gortir du tube en l'essorant doncement sur les parois,
*ensemencer en froftant 'écouvillon sur a surface et en tournant la bojte 3 fois de 60°
afin d'assurer une bonne distribution de 1' inoculum.
Appliquer 3 disques stériles sur 1a gélose Mueller Hinton ensemencée.
Déposer sur chaque disque 15 gL d'une des solutions suivantes:
*solution de kanamycine a 2 Ul/pL,
*golution de gentamicine & 1 pg/pl., .

*eau distiliée stérile.
Justifier les dépdis de gentamicine et d'eau distiliée.
B - BIOLOGIE CELLULAIRE ET MOLECULATRE (35 points)

Entreti 'une lipnée continue
Pour étudier la toxicité des addififs, il est possible de travailler sur des cellules eucarvotes tels des
fibroblastes, dondt il faut assurer 'entretien,
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1 - Matériel et réactifs:

Au poste de travail:
*un flacon contenant une culture confluente de fibroblastes, en miliey DMEM additionné
de 10 % de SVF (sérum de veau foetal),
*un hématimétre de Malassez avec unc lamelle plane,
*un tube & hémolyse contenant du biew Trypan 4 04 %,
*un tube A hémolyse vide,
*pipetles astomatiques, P 100, P 1000,

Au Iahoratoire de biolonie:
*up microscope inversé,
*une dtuve & CO, 4 37°C,
#un: dispositif de lavage des mains,
*un flacon d'alcool et du papier absorbant.

Sous Ia ho X inaire:
*un tube contenant 6 ml, de tampon PBS stérile sans caleium,
*un flacon contenant 15 ml. de milien DMEM + 10 % SVF stériles,
*un tube & hémolyse contenant 2,5 mL de solution de trypsine & 0,25 % stérile (milien
complet),
*un tube A hémolyse stérile vide,
*pipettes stériles de 5 mL et de 2 mi,
*récipient pour pipettes et réactifs usagés,
*2 flacons stériles.

- 2. Mode opératoire:

2.1-Ohb ipn microscopique:
Observer les cellules en culture au microscope inversé.

1§
(le temps est imité 5 20 _minufes):

La manipulation consiste & préparer deux nouveaux flacons de culture de fibroblastes A partir
de la culture fournie,

Eliminer par retourgement le milieu de culture.

Réaliser le lavage du tapis cellnlaire avec 5 ml. de tampon PBS sans calcium.

Introduire 2 mL de trypsine. Laisser agir quelques minutes & 37°C en surveillant son action &
T'oeil nu ou au microscope inversé.

Ajouter 5 ml. de milieu DMEM + 10 % de SVF.

Prélever un aliquot de 1a suspension cellulaire dans un tube 3 hémeolyse stérile qui servira 2

la numération ceflulaire au poste de travail,

Introduire dans chacun des 2 flacons de culture 1,5 mi. de cette suspension,

Compléter ces deux ftacons & 5 mL avec du milien DMEM + 10 % de SVF.

Placer les deux flacons correctement étiquetés dans l'incubateur.

2.3—Numération ceflulzive ap poste de travail:

Réaliser une numération de la suspension prélevée, aprés dilution au 1/2 dans du bleu
Trypan. Présenter un champ microscopigue & un examinateur.
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3 - Compte a;
Décrire les cellules observées au microscope inversé.
Déterminer la densité cellnlaire ainsi que le pourcentage de viabilité de la suspension récupérée
aprés action de la trypsine. Sachant que dans les conditions idéates, un flacon doit étre ensemencé

par 10° cellules viables, commenter le choix du volume de suspension remis en culture.

BIOI % - BIOLOGIE C 1) EET MOLEC D
2éme jour Durée: 2 H

A.- MICROBIOLOGIE (55 puinis)

1 - Identification d’ niaminant 8§ roduit fini:
Effectuer la lectnre du test de chlamydosporulation.
Montrer observation & un examinateur,

Conclure sar 1'ensemble de I'étude de ce contaminant.

- e au noint 3" de biosynthese de L-cystéine:

2.1 - Vérification de la stabilité et de la pureté 3
Vérifier fa pureté de la souche,
Effectuer la lecture de Ja galeric d'identification biochimique.
Conclure sur la pureté et sur [a stabilité des caractéres morphologiques et biochimiques.

2.2 - Vérification de la croissance de e
Exploiter les résultats du dénombrement.
Caleuler P ; opo €t G.
Conclure.

2.3 - Vérificati conservation ide introduwit ch che an cours de la
mutagendge. :
Effectuer fa Iecture de Ia gélose Mnelier Hinton.
Conclure.

RAPPELS: -

Lors des essais précédents, la vitesse spécifique de croissance était de 2,3 nt

Pour les essais en fermenteur de 10 litres, le nombre de bactéries & t = 0 étaitde 10° UFC/mL.

Le plasmide utitisé pour la mutagendse est porteur du caractére de résistance 2 la kanamycine.
Pseudomonas est naturellement sensible aux antibiotiques de la famille des aminosides
(kanamycine, gentamicine, tobramycine ).

B - BIOLOGIE CELLULAIRE ET MOLECULAIRE (35 points)
Entretien d'nne lignes continne

Observer les cellules mises en culture au microscope inversé.
Reporier {es observations sur le compte rendu.
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EPREUVE PROFESSIONNELLE DE SYNTHESE.

Denxigme partie ; REALISATION PRATIQUE D’OPERATIONS TECHNIQUES.
EPREUVE E5.UNITE US2
DUREE : 10 HEURES COEFFICIENT : 8
SUJET 2.

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

E ET CONTROLY TS LAITIE
BIOCHIMIF, (75 points)

Durée 4 H 15

ANALYSE D'UN TRIGLYCERIDE DU LAIT

Les lipides du lait entier représentent 30 4 50 gL et sont constitués par:
*99 % de triglycérides;
#0,03 & | % de phospholipides;
*0,2 2 04 % de stérols.
Les acides gras constitutifs des lpides sont:
*des acides gras non saturés pour 30 %;
*du patmitate pour 28 %;
*du stéarate pour 12 %;
*des acides gras volatils & chaine courte pour 10 %;
*des acides gras d'autre nature pour 20 %.
On se propose de déterminer la structure d'un triglycéride hétérogéne saturé extrait du lait de vache.
La saanipulation comprendra:
*|e dosage du glycérol Jibéré aprés action dune lipase, dans le but de déterminer la masse
molaire du triglycéride;
*|a détermination de l'indice d'acide d'un des acides gras dans un but d'identification;
*la détermination de 1'activité spécifique de la lipase utilisée pour kydrolyser le triglycéride.

« Déterminatio masse molaire iglveérid

L1 - Mode opératoire:
On soumet une émulsion du triglycéride de concentration massique 2,54 g.L'1 3 I'action de la
lipase: on obtient alors - sans dilution - la solution G, sur laquelle on va doser le glycérol
libérs.
Réaliser un témoin ot deux essais i I'aide de la fiche technigue donnée en anmnexe 1.

1.2 - Résultats:
Noter les valeurs des absorbances sur la feuille de résultats.
Calculer la concentration molaire en glycérol de la solution G.
En déduire la masse molaire moléculaire du triglycéride.
La précision du dosage est estimée & 3 %.
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2 - Ideniification des acides gras constitutifs

Une analyse par chromatographie en phase gazeuse effectuée aprdés {ransestérification du
triglycéride a montré que celvi-ci contient deux types d'acide gras Al et A2, Al étant présent en
plus grande quantité.

2.1- Détermination de l'indice d'acide de Al (2 essais):

L'indice d'acide correspond a la masse en milligramme de KOH qui neutralise facidité libre
d'un gramme de corps gras.
Dans une fiole d'Erlenmeyer introduire:

*10mL de solution Al en solvant éthanol-isobutanol;

*10 mL. de solution éthanolique de KOH A environ 0,2 mol. Lt

*2 gouttes de phénolphtaléine.
Titrer par une solution d'HCI 4 exacterment 0,100 mo}.L'[jusqu'a décoloration stable 30
secondes (agitation forte de la fiole en cours de tittation car le milieu réactionnel est
biphasique).
Réaliser un témoin et deux essais,

Faire relever les chnies de burette parr un examinateor.

2.2 - Résultaty:
Donner la composition du témoin utilisé.
Compléter le tablean de la feville de résultats.
Calculer l'indice d'acide de Al
En déduire la masse molaire moléculaire et le nombre d'atomes de carbone de Al,
Compte tenn dv résultat obtenu dans Ia partie 1, déterminer la masse molaire moléculaire et
le nombre d'atomes de carbone de A2,
Proposer une formule semi-développée pour le triglycéride étudié.
Données:
*concentration en acide gras de la solution de Al=10 g1
*masse molatre moléculaire de KOH :56 g.mol™;
*masses molaires atomiques: C = 12 ganoll; 0= 16 gmol™; H=1 gmol™,

3 - Détexrmination de activité spéeifique de la lipase
On se propose de vérifier I'activité spéeifique de l'extrait lipase du commerce utilise précédemment.

Une émulsion d'huile d'olive est hydrolysée en présence de lipase. Les acides gras libérés par la
réaction enzymatique sont dosés par I'hydroxyde de sodivm. On admetira qu'une unité d'activité
enzymatique (U} correspond 2 la quantité d'enzyme capable de catalyser la libération d'une
micromole d'acide gras par minute dans les conditions opératoires choisies.

3.1.1- Mode opératoire (1 essai):

Dans une fiole d'Erlenmeyer introduire:

*5 mL. d'émulsion d'huile d'olive;

%2 ml. de tampon phosphate 0,5 moL.L"! pH 6,8.
Préincuber 4 37°C et metire sous agitation,
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Déclencher Ia réaction en ajoutant 20 pl. de solution enzymatique étiquetée " activité
lipase ".

Maintenir Iagitation du miliew réactionnel durant toute la durée de la réaction.

Au bout de 20 minutes exactement, stopper la réaction par addition de 4 ml. de
solution d'areél (mélange viv éthanol-acétone).

Doser ensuite ['acidité libérée par une solution d'hydroxyde de sodium & 0,050 mol L™
en présence de thymolphtaléine jusqu'au virage an bleu,

Réaliser dans les mémes conditions un témoin sans enzyme.

Faire relever les chutes de burette par un examinateur,

.1.2- Résultats:
Compléter e tablean de la feuille de résultats.
Caleuler la concentration d'activité catalytique de la lipase niilisée en U/mlL.,
La précision du dosage est estimée & 5 %.

3.2 - Détermination de la conceniration en protéi I éthode de Folin-T, :

3.2.1- Esgais (2 essais):
Dans vn tube & essais introduire:
*1 mL de la solution de lipase " L. " & diluer préalablement au 1/100 en ean
physiclogique;
*3 ml. de solution cuproalcaline;
Attendre 5 minutes;
- Ajouler 0,3 ml. de réactif de Folin dilué au 1/2;
Metire 30 minutes & Fobscurité;
Lire l'absorbance 3 700 nm conire un témoin convenable,
3.2.2- Etafonnage du spectrophotométye; )
Préparer une pammme de 6 tubes allant de ¢ & 100 ig par tube 3 partir d'une solution
étalon de sérum albumine bovinea 1 gL',
3.2.3- Résultaty:
Fiablir le tableau complet de la ganume d'étalonnage.
A l'aide de l'ordinatenr, exploiter les valeurs expérimentales, sélectionner les points
refenus et tracer la courbe d'étalonnage. Rendre le graphique 1égendé.
En déduire la concentration massique en protéines de la solution de lipase " L ",
La précision est estimée 4 2 %.
A T'side des tésuliats obtenus en 3.1, calculer l'activité spécifique de I'extrait
commercial en U/mg et la comparer A celle indiguée par le fournisseur (valeur donnée
en début d'épreuve). '
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POSTE N®: sivuisunanse

1-DOSAGE DU GLYCEROL

DOCUMENT A RENDRE

FEUILLE DE RESULTATS

Témoin

Essai 1

Essai 2

Ay

Ay

2-INDICE D'ACIDE

Témoin

Essai 1

Essai 2

V by (ml)

3- TiEDELA L

Témoin

Essai

|

V raon (ml)

- AGE DES PROTY

Masse dans les
tubes (i)

A’?ﬂﬂnm
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| ANNEXE 1 |

Glycérol

Méthode UV

Pour la détermination du glycérol dans les aliments
. R&f, 148270 T

Test-Combination
pour environ 3 x 10 déterminations

Principe
La giycérokiness {GK) cutalyse 1a phospharylation du glycéro] on
glyoérol-3-phosphate par adénoaine-6'-triphosphate (ATP) (1),

{1) Glyoérot + ATP S giycdrol-3-phosphste + ARP
L'adénosine-E'-diphosphate {ADF} formé esth r L]

Chimie alimentaire &
Boehringer Mannheim E@’

Introduir¢ dans des cuves Témoin Essai
Solution 1 1,00 mi 1,00 mi
Eau bidistillée 2,00 m 1,90 mi
Esspi — 0,10 mi

- Suspenslon 2 0,00 m! 0,01 ml
Mélangar, sprés env. 5 & 7 min, lire las absorbances des solu-

ah ATP par e phoaphoénol-pyruvete (PEP) en préeence de pyruvate-
kinsse (PK) avac formation de pymvate {2).

12) app + pEr P ATP + pyruvate

Le pyruvate est réduit en lsctote par le nlcotinamlde-adénine-
dinuchéotide réduit (NADH) en présence de lactate-déshydropdnase
{LDH) {3).

13) Pyaate + NADH + H* "2 tactate + NAD*

La quantitd da NAD* forms durant la réaction est proparticanalle
4 la quantitd de glycérol. L'oxydsticn du NADH est masurée parla
diminution de son sbeorbanoe 4 ls lengueur d'onde de 334 nm,
340 nm ou 388 nm,

Composition du coffret

1. 3 flacons contenant chacun 2 g du mélange tsmpon/ecenzyrne
compass de :

‘Tampan glycylglysina — pH 7.4
NADH — 7 mg

ATP — 22 mg

PEF— 11 mg

Sulfate da magnésium
Stabilisateurs,

2. Flacen2
séa da:
Pyruvate-kinase — env, 240 U
Lactate-déshydrogénase — env, 220 U,

A. Fiacon 4 contenant 0,4 mi de suspension de Glycérokinase
~— s, 34 U

10,4 ml de suspensicn enzymuatique sompe-

Préparation dos solutions pour 10 dosages

1. Dissoudre le contanud'on flacon 1 dans 13 mi d'esu bidistillée,
Laisser la solution env, 10 min, 3 température ambianie avant
utilisation,

2. Uhillser le contanu du flacon 2 sans diluer.

3. Utillser le cantenu du flacon 3 sans diluer.

Stabilitd das solutions

La aolution § se conserve au moine 2 semaines & +4° C.

Les suspensions des flacons 2 et se conserventaumolns unand
+ 4° C,

Made opératoire

Longueur d'ande? ¢ 340 nm, 366 nm {Hg) ou 334 nm {Hg)
Cuve de verre? : 1 em ¢'dpalsseur

Tampdrature : 20 4 26°C

Volume du test : 3,02 ml

Masurar contra I'sir {pas da cuve dans (e trzjet optique} ov conlre
I'sau.

Solution d'easal : 3 B 50 ug de giyeérol/cuve®.

tions {A¢).
Déalencher la réaction par add(tien de !

Suspension 3 | oot m T o0l m

Maélanger. sttendra la fin de la réaction (environ 5 A 10 min.) et
lire les absorbances des solutlons {A;),

8l la réaction n'est pas tarminde aprés 15 min., contipuer 4 lire
las shsorbances de 2 mn en 2 mn, Jusqu'a ce que la diminution
de 'absorbance solt constante sur 2 mn,

S 'on obaarve pour Az das dimlnutions constantas o sbsorbances,
pxtrapoler F'absorbance ey tempa da Faddition de la suspension 3.
Détenminar lea différances d'absorbance [Ay — A;) du témaln et
de ['essai.

Déduire la différence d'absotbance du témain de celle de I'assai,

AA = AAE —AAT

Cateul
La formule générale pour e calcul das concantrations est la
sujvante :

V% P
e = gxdxvyx 000 AAe/t

v = yelume du test {ml)
v = volume de I'essai {ml)
PM = poids meléculaire de la subsiange & doser
d = dpaisseur de la cuve (cm)
£ = gpoefficient d'absorption du NADH
340 nm = 6,3 () * mmole-! - ¢m-Y)
Hg 385 nm = 3.4 {1 mmole-1 * gm:%)
Hg 334 nm = 6,18 (I - mmola-1 - em-%)

Cn abtient pour le glyaérol
3,02 x 92,1 Ah
E

& = ERTab.0x1000 % Ah= 2781

(g de glysérol/l de solution ¢'essal)

Si une ditution a d1é effectuée lors de la préparation de I'échantil-
fon, multiplier la résultat par te fecteur de dilution F.

Recommandations

1. Pour la réalisation du test
L quantité de glycérol dans la cuve doit &trs comprise entie
3 g el 50 pig. Diluer la solutien d'essai de manibre que la con-
centration en glycérol se sitwe sntsa 0,03 et 0,6 g/l.

1) L'abscrption maximale du NADH 2t NACPH 50 situe b 340 nm. La mesure
s'alfactue & 340 nm avec un phoram&tre i spectro £ontinu, g1 d 334 nm ou
A86 nm avao un photométre & spectre disooating,

2) A la place das cuves de verte, on peut ulifiser les cuves i usaga unique du
tommarca,

Voir les pat la véall
dchenuillons.

< best a1z pré ion des
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Al i EDEP § LAITIE

IMMUNOLOGIE - MICROBIOELOGIE
ler jour Durée: 3 H45

A-MI ; (58 points
Suivi de fabrication d'un yaourt a partir d'an lait cru.

Lors de Ia fabtication du yaourt, le lait cru, aprds pasteurisation, est ensemencé avec un levain lactique,
Aprés une ircubation 4 45°C on obtient le yaourt.

Des analyses de contrble sont réalisées au cours de cette fabrication sur divers échantillons.

« L O (3] Ll Ay, 1L Ly ori] 1

A i ore totale du lait cru "1, ";
Critére de la norme pour la flore totale: moins de 10° UFC par mL.

L1 - tériel:
- échantillon & analyser: lait "L, " & conserver dans la glace;
- 6 tubes de 18 mL de gélose dénombrement notés * De * en surfusion 3 55°C;
- 6 boites de Petri stériles;
- tubes contenant 9 mlL d'eau distillée stérile;
- pipettes stériles de 1 mL.
1.1.2 - Mode opératoire:
Préparer les dilutions de L, nécessaires A ce dénombrement.
Appeler un examinateur pour la réalisation d'une dilution.
Ensemencer les boites de Petri.  Incuber 24 h 430°C,
Jn H
Justifier le choix des dilutions ensemencées.

- Dosage de Ia pénicilline dans 3

La pénicilline est 'antibiotique le plus souvent uiilise pour le traitement des mammites. Il se
retrouve alors dans le lait de la vache traitée. Un lait contenant de la pénicilline est impropre
3 la fabrication du yaourt car il peut inhiber le développement des levains lactiques.

L2.1 - Miatériel ef réactifs:
~ 5 mL de miticy Mueller-Hinton en surfusion & 55°C;
- 1 flacon contenant 25 ml. de lait UHT;
- 1 tube contenant 15 mL de lait étalon 4 0,32 pg de pénicilline/mlL noté " P *;
- 1 tube de Lait 2 tester noté " L, ";
- 1 tube de suspension de Bacillys stearothermophilus noté " Bs ";
- 1 tube d'eau distillée stérile;
- 1 gabarit;
- 1 boite de Petri stérile;
- | pipette de 1 mL stérile;
- S pipettes de 5 ml. stériles;
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- 4 tubes & cssai stériles;
- 6 petits disques de papier filtre stérile (diamatre 6 mim) dans une boite de
Petri stérile;
- 2 fenilles de papier filtre découpées A la dimension de la boite de Petri:
- 1 fewille d'aluminium.
1,2.2— ¢ opératoire;
*Engemencement de la souche sensible;
Ajouter 1 mL de la suspension de Bacillus stearothermophilus noté "Bs " 3 5 mL de
mitieu Mueller-Hinton en surfusion & 55°C.
Homogénéiser et couler dans une boite de Petxi siérile.
*Préparation des solutions étalons de pénicitline:
A partir de la solution * P " préparer, par dilution en lait UHT, quatre solutions étalons
de concentrations finales aliant de 0,16 4 0,02 fig de pénicilline/mL.
*Imprégnation des disgues:
Imprégner un disque de papier filtre stérile avec chacune des solutions étalons de
pénicilline ou avec le lait A tester * L, ", Préparer un disque témoin.
Chague disque de papier filtre stérile est imprégné comme suit:
- metire le bord du disque au contact de la surface de la solution jusqu'a ce
qu'il soit completement imprégné;
- égoutter le disque par contact avec 1a paroi du tube;
- déposer chague disque sur le milien Mueller-Hinton ensemencé en
respectant le gabarit fourni (annexe 1).
*Préparation de la chambre humide;
Retourner la boite de Petri sur les feuilles de papier filive préalablement imprégnées
d'eau et placées sur la feville de papier d'aluminium.
Envelopper I'ensemble de papier d'aluminivm (la bofte emballée doit &tre bicn plane).
Incuber la bofte 4 55°C pendant 24 heures.
1.2.3 - Compte vendu:

Présenter, & l'aide d'un tableau, la réalisation de la gamme d'étalonnage d'antibiotique.

2.- Contyile du Iait pastenrisé;
Lors d'un contréle du lait pasteurisé, une contamination par des coliformes thermotolérants a &té
mise en évidence.
Un tabe de BLBVB positif a été choisi afin de réaliser un isolement sur milieu EMB.
On se propose d'identifier les coliformes isolés sur fe milien EMB.

R ériel ef réacti
- boite de milien FMB ensemencée;
- galerie API 10 F;
- gélose ordinaire coulée en bolte de Petri;
-1 tube contenant 5 mL. d'ean distillée stérite.

2.2 - Mode opératoire:

A partir du milies EMB fourni choisir une colonie suspecte.
Ensemencer les milieux aéoessaires a l'identification.
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2.3 - Compte rendu:

Décrire Maspect de la colonie choisie, Justifier ce choix.

érati frecte des ents d éthode de H

Un yaourt doit conteniy au moins 10 bactéries lactiques par ml..

3.1- riel et réactifs;

3

-un tube 3 hémolyse contenant 1 mL de yaourt dilué an 1/20 noté * Y/20 ";
~une pipelte automatique et un cdne stérile.
- Mode opératoi
Tracer un caré de 1 cm de 816 an crayon marquenr sur une lame,
Retourner Ia lame.
Déposer 10 pL, de yaourt foumi dilué au 1720 (noté " Y/20 " ) au centre du carré avec unc
pipette avtomatique. Repartir la goutte d'échantillon sur toute la suiface du carré avec ia
pointe du cone,
Sécher le froitis A F'étuve & 35°C pendant 5 min environ.
Colorer en recouvrant le frottis de blen de méthyléne.
Laisser le colorant agir pendant 1 min .
Laver A l'eau distillée, puis sécher la lame.
Examiner le frottis a l'immersion 4 I'aide d'un microscope {le diamétre du champ aura été
précisé par 'examinateur),
Présenter un champ microscopique 3 un examinateur.
Compter les germes dans 5 champs microscopigues.
Les petits amas de germes et les chaines sont dénombrés comme wn seul germe.

Lol du:
Décrire et nomner la flore observée,
Présenter les résultats des comptages effectués dans Ies 5 champs.
Déterminer n, moyenne du nombre de germes par ¢champ.
Calculer le nombre de germes par mE, de yaourt.

Conclure.
B - IMMUNOLOGIE (30 points)
[ fraum it de brebi

Une laiterle collecte des laits de vache et des laits de brebis. Le lait de brebis étant beavcoup
plus cher que le lait de vache, il arrive que des producteurs peu scrupuleux ajoutent du lait de vache &
feur lait de brebis. Différentes techniques permeitent de détecter la fraude dont I'immunodiffusion
radiale {ou technique de Mancini). Le seuil de sensibilité de la technique permet de détecter une
proportion de 0,5 % de lait de vache daus le lait de brebis.
Les principales protéines du lait sont les caséines, les B lactoglobulines et dos immunoglobulines.
Compte tenu de leor spécificité, on se propose de rechercher les immunoglobulines bovines dans le lait
de brebis.

*] grande bofte de Petii
#1 tube contenant 12 mL d'agarose & 1 % en susfusion & 55°C noté " agarose | % "
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*150 pI. d'anticorps anti immunoglobulines bovines noté " anti-lg bovines "
*0,5 mL de lait de vache pur, noié¢ " V ",

*0,5 mL de lait de brebis pur, noté " B "

*2 échantilons * B1 " et " B2 " de [ait de brebis & tester

*harrette de 6 puits

*une pipette Pasteur

*yortex

#gystéme de perforation et trompe a vide (puits d'environ 3 mm)

*quelques carrés de papier filtre

q
bt H

2.1- i el:
Ajouter 120 pL. d'anticorps anti-lg bovines aux 12 mL d'agarose & 1 % en surfusion,
Mélanger et couler rapidement dans la bofte de Potri.

2,1.2—Perforation du gel;

Perforer le gef a 'aide du systéme mis A disposition selon le gabarit suivant;

22 tion de

A partir du lait de vache et du lait de brebis fournis, réaliser dans a barrette de 6 puits, une
gamme de concentration en lait de vache (dilué danms le lait de brebis) correspondant aux
pourcentages volumigques suivants:

10 % de lait de vache

20 % de lzit de vache

30 % de lait de vache

40 % de lait de vache

50 % de lait de vache

60 % de lait de vache
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2.3- Dépéts:
Déposer, dans les puits, 5 pL. des 6 solutions étalons et, en double essai, les 2 laits 4 tester

BletB2.

2.4- Incabation ¢n chayabre hmnides
Mettre en chambre humide 24 heures & température ambiante (en déposant dans le

couvercle 2 4 3 épaissenrs de papier filtre humidifié).

3 - Compte rendu:

Présenter dans un tableau la réalisation précise de la gamme de lait de vache (dilué dans Ie lail de

brebis).
ANNEXE 1
MICROBIOLOGIE
AL - B
28me jour Durée: 2ZH
A - MICROBIOLOGIY, (55 points)
SUIVI DE FABRICATION D'UN YAOQURT A PARTIR D'UN LAIT CRU
1.Dé b fi ! o e it eru;

Compter fes colonies.
Présenter les résultats sous la forme d'an tableau,

Conclure.
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EPREUVE PROFESSIONNELLE DE SYNTH®SE.
Deuxitme partie : REALISATION PRATIQUE I’ OPERATIONS TECHNIQUES,
EPREUVE ES5UNITE US2
DUREE : 10 HEURES COEFFICIENT : 8

SUJE

_Aun cours de I'épreuve, le jury appréciera les gualités d'organisation, s précision des
gestes techniques, le respect des rigles d'hygitne et de sécurité en laboratoire.

LES P LUTI 5

" BIOCHIMIEE. (70 poinis)
Durée:3H30

L'ordre de déroulement des manipulations sera indigwé aux candidats en début d'épreuve,

Les divers principes actifs d'un produil parapharmeceutique, Force &, commercialisé sous
forme d'ampoules buvables de 10 mL. et préconisé dans les cas d'asthénies, song:
*glucides :1,52 g;
*protéines: 0,03 g;
*caféine :19,8 mg,
I.'zssentiel des glucides est constitue par du "sirop de glucose" i haute tenenr en fructose,
La manipulation consiste & vérifier la teneur en glucides et caféine du produit Force G.

1- Einde des glucides.

.1.1- Sohwijons actifs;
*plaque de gel de silice (5% 7,5 cm);
*cuve i chromatographie;
*gplvant de migration: méthyléthyleétone 3V / acide acétique 1 V / méthanol 1 V;
*golutions témoins: glucose, fructose, saccharose;
*gchantillon 3 analyser de Force G: solution diluée an 1/20 notée G1;
#réactif de révélation an naphtorésorcinof;
*capillaires pour dépdt d'une goutte des différentes solutions.
- Réalisati tigue:
Introduire le solvant dans la cuve ct la laisser se saturer en vapeurs de solvant pendant
environ 15 minutes (maniputer sous hotte ventilée).
Réactiver la chromatoplague par passage & I'étuve & 100°C pendant 10 minutes.
Réaliser les différents dépdts; placer la plaque dans la cuve.
A l'issue de ta migration, la sécher sous hotte; puis, pulvériser la plaque avec le réactif au
naphtorésorcinol,
Révéler a I'étuve & 1 00°C pendant 10 minutes.
*Joindre 4 la copie le chromatogramme obtenu.
*Fxploiter le chromatogramme et conclure.
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L2, @ tigue de cides 0 :

Le dosage du D-glucose et du D-fructose est réalisé par une méthode enzymatique en point final

(test UV 4 340 nm).

1,2,1- Principe du dosage:
A pH 7,6, en présence d'hexokinase (HK), le D-glucose ct le D-fructose sont
phosphorylés par 'ATP en giucose-6-phosphate et froctose-6-phosphate:
D-glucose + ATP ——vmom—mrmmom -» D-glucose-6-phosphate + ADP (1)
D-fructose + ATP -~ D-fructose-6-phosphate + ADP (2)
En présence de glucose-6-phosphate deshydrogénase (G6P-DH), le D-glucose-6-
phosphate formé est oxydé de fagon spécifique par du NADP® en
6-phosphoglnconate:

D-glucose-6-phosphats + NADP* + H0 - =¥ 6 phosphoginconate + NADPH, H' (3).

La quantité de NADPH formé est proportionnelle 2 la quantité de glucose.
Le NADPH formé est mesuré par I'augmentation de I'absorbance 4 340 nm.
Le dosage du D-fructose-6-phosphate est réalisé aprés transformation en D-glucose-
6phosphate par la phospheglucose-isomérase (PGI):
D-fructose-6-phosphate ~wwe------—-— D-glicose-6-phosphate (4).
Lo D-glucose-6-phosphate formé est oxydé selon la réaction (3} en 6-phospbogluconate,
Ia quantité de NADPH formé est proportionnelle 4 la quantité de fructose.

1,2.2- Réalisation pratique:

- solution 1: tampon pH 7.6; NADP*; ATP; sulfate de magnésium;
- suspension 2; HK; G6P-DH;
- suspension 3: PGE
- solution G2 = soluiion G1 2 diluer an 1/10 dans l'eau distillée.
B) Mode opératoire
1 - Conditions de mesure:
- température: 20-25°C (température ambiante);
- longueur d'onde: 340 nm;
- trajet optique: 1 cm;
- lire contre F'air;
~ réaliser deux essais sur G2.

2 - Procédure du test:

Introduire directement dans les cuves A spectrophotométre:

Cuves A spectrophotomatre Témoin Essat
solution 1 (mL) 1,0 1,0
solution G2 (mL) - 0,1
cau distillé {(mL)e 2.0 1,9

Mélanger - Aprés 3 min, lire les absorbances A, des solutions.
Déclencher la réaction par addition de:

[ Suspension 2 (mL) Jo,02 [0,02 i
Mélanger - Aprés 15 min, lire les absorbances A, des solutions.
Ajouter:

[Suspension 3 (mL) [0,02 [0,02 !

Mélanger - Aprés 15 min, lire les absorbances A, des solutions.
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Calculer les différences (A, - A ) du témoin et de l'essai, En déduire
DA (glucose) = (Ag~Aplegs{Ag - Ahgnginr
Calculer les différences (A3 - A,) du témoin et de l'essai, En déduire
DA (fruciose) = (Ay - Ag oesai (A3 Az iemoln
1.2.3- Calculs:
Fitablir les expressions littérales donnant les concentrations massiques (g/L) en
glucose et en fructose du produit Force G,
Exprimer numérignement les résultats.
Conclure quant aux pourcentages respectifs en glucose et fructose dans le " sirop de
ghucose ",
Données: M (ghucose) = 180 gmol”! M (fructose) = 180 g.mol ™.

€ wappi 1 = 6:3. 10° Lmol ' em™

2 - Dosage de la caféine par yne méthode specirophotométrigue,
On: dispose d'un extrait EG, de caféine obtenu selon le protocole fourni en annexe. I est possible de
doser par spectrophotométrie la caféine & A =273 nin en comparant 1'absorbance de l'extrait EG a
celles obtenues & partir d'une gamme d'étalonnage.

.1- Solutio éactifs
- Solution étalon de caféine 4 200 mg/L
~ Bxirait EG]
- Méthanol.

- Réalisation de la garome d'étalonnage ot du dosage:

- e d'¢falon 4
A partir de Ja solution étalon de caféine & 200 mg/L, réaliser une dilution au 1/10 dans
ie méthanol.
A partir de la solution diluée, préparer une série de 6 tubes (diluant: méthanocl) allant
de 0 220 mg/L de caféine.

2,22~ Dosage suy I'extrait:

Réaliser denx essais directetaent sur I'extrait noté EG,.

3- Lectures au speciro; métre:

Lire I'absorbance des différentes splutions & A =273 nm.

2.3- Compte rendu et résultats:

Expliguer, & l'aide d'un tableau, la préparation des tubes de la gamme d'étalonnage.

Exploiter les résvltats de la gamme d'étalonnage par micro-ordinateur, Valider les valeurs
expérimentales retenrues pour le caleul de la droite de régression, Donner 'équation de cette
droite de régression et son coefficient de corrélation, rendre un graphique légendé. En déduire
[a concentration massique en caféine dans extrait en mg/L.

Déterminer la masse de caféine en mg contenye dans une ampoule de 10 ml. de Force G,
Comparer le résultat obtenu avec la valeur indiquée.

Conelure.
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Al XY
PROTOCOLE D'OBTENTION DE L'EXTRAIT EG, DE CAFEINE

Introduire 5 mL de dilution au 1/20 de Force (& dans une ampoule & décanter. Ajouter 10 mL d'eau,
1 mL de solution de carbonate de sodium et 20 mL de solvant organique. Agiter par retournement.
Transférer la phase organique (inférienre) dans une fiole jaugée de 50 mi.,

Extraire 4 nonveau la phase aqueuse par 20 ml. de solvant organique.

Compléter la fiole au trait de jauge avec le solvant organigue.

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

1-Dosage ¢ tique des glucides de "Foree G

Abgorbances 4 340 nm | Témoin Fassai 1 Fssai 2

Ay

A,

+ I
Ay )

AA(glucose) = ¥
AAffructose) =

Exprimer:

e de la caféine de ¥ F "

Etalong Hssais

1 2

Conceniration massique

{mg/T)

Absorbance
4 273nm

MICROBIOL E- BIOLOGIE C AIRE ¥ CULAIR|

ler jour Durée; 4 H 30

Y'ordre de déroulement des manipulations sera indique aux candidats en début d'éprenve.

La propolis est un produit naturel complexe recueilli par fes abeilles sur les bourgeons de végétaux. Sa
composition Iui confére des propriétds anti-microbiennes, anesthésiques, clcatrisantes et anti-

inflammatoires.

Durant cette manipulation, nous contrblerons le produit en cours d'élaboration et le produit fini avant

commercialisation,
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A- MICROBIOLOGIF: (50 points).

- Yérification de i ¢ 'ean utifisée lors de la fabri

Placer 1 mL d'eau & analyser notée A sur le test Pétrifilm pour numération de Ja flore (otale
aérobie en smivant les indications du document joint. Mettre & incuber 48 henres & 30°C en
chalnbre humlde.

On utl[lse une souche test de Staphylocaccus rens présentée en boullluu de Chapman.

.1 - Vérification de la souche te
Vérifier l'aspect microscopique 2 la coloration de Gram (présenter un champ
microscopique 3 |'examinatenr )
Isoler 1a souche sur gélose ordinaire et sur milien de Baird-Parker+RPF (Rabbit Plasma
Fibrinogéne - 1a fiche milien est fournie en annexe).
Inguber 48 heures i 37°C.

2.2 - Réalisation du ¢o) .
Mesurer Fabsorbance de la souche {en bouillon) 4 tester a 600 nm,
Ajuster la suspension microbienne 3 0,25 unité d'absorbance en la diluant dans de Peau
distillée stérile.
Verser JmL. de la suspension aiesi préparée dans le tube contenant I'extrait de propolis noté
B (cet extrait contient 1,4 % de propolis pure).
2.2.1 - Mélanger ef préparer immédiatement une pamme de dilution de 10 4 10°%,
Effectuer le dénombrement, en double et en milieu PCA, sur les troiy dernidres
dilutions.
Incuber les boites 48 heures 4 37°C.
Laisser le tube d'extrait ensemencé sur le portoir.

2.2.2 - Aprés 2 heures de contact, préparer une nouvelle gamme de ditution de 107 4 107,
Effectuer un nouvean dénombrement comme précédemment.

= Contrdle de ilité des facons d'cmballa;
Mettre le flacon noté C a 'étuve 2 45°C pendant 15 minutes.
Le sortir et verser inmédiatement les 2 mL de gélose pour dénombrement en surfusion,
Faire tourner horizontalement le flacon pour que Ia gélose se répartisse sur toute la paroi.
Laisser solidifier et incuber 48 heures & 30°C.

4 - Contrdle de I' acité d i sur la souche
Etaler 0,1 ml. de [a suspension bactérienne de Staphyiococcus aureus A la surface d'une
gélose ordinaire.
Laisser sécher la boite,

Déposer au centre de la boite un disque stérile de papier Whatman de 6 mm de diamatre,
Imbiber le disque par 15 uL de sirop (contenant 1,3 % de propolis pure) noté D,
Laisser diffuser 15 minutes & la température du laboratoire puis incuber 48 heures & 37°C,
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B- BIOLOGIE CELLULAIRE IET MOLECULAIRE (40 points).

Pour vérifier la non toxicité de la propolis, on peut &tre amené 4 la tester sur des cultures cellulaires
animales, Afin de réaliser ces tests, on doit prépater les culturcs de cellules et les repartir dans des
puits d'une microplaque.

1 - Réactifs et matériely.
Les réactifs et maiériels sont disposés en paruc au poste de travail et en partie dans Ja salle de
cuiture cellulaire.
At poste de travail:
*un tube contenant une fraction aliquote d'une culture de cellules en suspension en milien RPMI
+ 10 % de SVF {sérum de vean fcetal);
*un hématimétre de Malassez avec une lamelle optiquement plane;
*yn tnbe 3 hémolyse contenant 500 pL de blen Trypan & 0,04 %;
*un tube 3 hémolyse vide;
*pipettes automatiques P 1000 et P 200.
Dans la salle de culture cellulaire:
*un tube contenant 2 mL de Ja culture de cellules en suspension;
#un flacon contenant 15 mL de milieu de base RPMI;
*un microtube contenant 0,2 mi de L glutamine 4 200 mmol.L'];
*yn microtube contenant 0,2 mL du mélange dantibiotiques;
*un tnbe contenant 2 ml. de SVF;
*un flacon stérile;
*une pipette stérile de 25 mL;
*trois pipeties stériles de 1 mL ou 2 pipettes stériles de 1 ml, et une pipette automatique P1600
avec cOnes stériles;
*une pipette stérile de 2 mL;
*une pipette stérile de 10 ml;
*une plague de cultnre stérile de 12 cupules;
*une étave & CO,.
Au voisinage des PSM:
*un dispositif de lavage des mains;
*un flacon d'alcool et du papier absorbant.

- Protocole.

21-Aupo e travail: manipulatio iser dés e début de la séance.
A partir d'une fraction aliguote d'wme culture de celiules en smspension dense et
homogéne, réaliser une numération en présence de bleu Frypan comme suit:
*100 pL de culture + 400 plL de bleu Trypan & 0,04 %; mise em hématimétre a
réaliser devant un examinatenr;
*pumérer en cellule de Malassez; présenter wn champ microscopique & wn

examinateur,
.2 Da 8 de cukture cellulaire, travai aliser sons PSM ¢ ce d'un
examinateur; 'o e passage sern indi temps Hmité & 20 minutes ).

-Complémentation d'un milien
Préparer, sous la hotte, 15 mL de milien RPME complet en infroduisant dans un

flacon stérile;
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#le milien RPM] de base; ‘

¥du sérum de veau foetal (SVE): 10 % du volume final;

*de la L-glutamine 4 200 mmol L, pour une concentration finale de

292 mg. 17,
*le mélange d'antibictique: 10 pL par mL de milien final.
{1) La masse molaire de la L-glutamine est de: 146 g.mol .
-Ensemencement du milien

Dans ces 15 mL de milieu complet, introduire * x " mL de la culture namérée

précédemment pour avoir environ 20 000 cellulps viables de ceite nouvelle

culture par puits de a plaque.

Répartir cette culture dans les 12 puits d'une plague 2 raison de 1,2 mL par

puits.

Ideniifier la plaque et la placer dans l'incubatenr & CO,,

Remargue: on admetira que le volume " x " ost négligeable par rapport au
volume de milien,

- - Comy du.

3.1- Donner les résultats de la numération en présence de bleu Trypan; en déduire le pourcentage de
mortalité cellufaire.

" 3.2- Bxpliguer le calcul des volumes de RPMI, SVF, glutamine of anfibiotique prélevés ponr
compléter le milieu.

3.3 - Déterminer, en justifiant le caleul, fe volume " x * de culture initiale (inpculum) introduit dans
fe milien neuf.
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Petrifilm

(Frangais
MOBE D'EMPLOY
Préparation de 1" échantilfon
1. Uhillser Jes ditusnts s1€tiles sppropriés: wmpon phosph 3d (lamgon phosphate B, KHPOs &

G425 pA, ajuster o pH A 2.2), eaw peplonée 0,1 %, paprane-sel (métiode 18O 6B4Y), solation salée (0,85 &

0,90%). boultion da Lo sans thiosulfotc et cav distiliée, Ne pas utitiser ¢ tasnpons contenant du citrie

o dir thrlosuiiabe de sodlum aves 1es tests Peuifilrs, S un tampon 24 <ltrase 3t employé, le cemplacer par ue

tsmpon phosphara Butrerfield choulté entre 48" Cat 45° €,
2. Pour les produits actdes, ajestce i pH de i'Echantillon stfud entre 6,6 &1 7.2 Al'alde de Mo LM, Afustez o

pH des produits alcaling & T'ide do HCI N,
3. Mélanger on homagéngiser ['échanilion,

Uliltsmton des lasis Petridilm

Intewler et cépartir )'dchamifion surun test Petrifim avant d'inozuler le test Petrifilm suivant

b, Placer be test Pewifiim povr la numération 8¢ i Flose Totals Aérobis sur wne surface de eravail plane (voir
figute a).

2. Soulever T2 fili suplticur et déposer § ml"échantilion ow &'dchantiiton dibué au centre du film Inféreur {voir
fipore b).

4, Recouveir "ehannition aves le film supseeur (volr figure e).

4. Placer b diffuseur en plastique cdté creuk virs b bas au cented.du film supéricor (¥oir Rgure d).

3, Bpactic I'dchantllen unifermEment eo exercant one g prossion au cenre du diMfuseur an plastique. Me pa
faire glisser le diffuscur sur le fitm.

6. Retirer | diffuseur oy Ssisser seposer pendant on moins une wrinute pour permetire fa soiidificarton due gab,

ipcubation
Incuber fes tests Petrifils 4 "horizonials, le fitm wanspareat vers I4 huut, sans emgller plut de 20 unités,
L' {ncubsteur doit S humidifiE, La perse d humidité du test Peuiflla findiqués par in perte pondénle) ne

doltpas dépasset 5% apsty incubation.
40T Offichal Methods™™ [986,33 ddnombemeat basaésien o1 colifeme.dant leJaiv Buvsse séhydwusdle

53
Tncuber les tests Petrifilm pour |2 suméraiion de 13 Flore Totale Adrobie pendant 48 h £3hA'C1'C

OQfich H ent de flors afrebic daod fes alimems. film
Tacuber |&s tasts Perifilr pout Lo numeration dé Ja Flore Totale Adroble pendantd8 bt 3h i BPoxre

bbshonde validés par ILAFNOR (suméso de cenifica WM OIAAREH
Tacuber 168 Lests Peuifil pour b numdrstion de In Flors Totale Aérabie pendant 12hx 3h230°C2 1°C.

DMéthode MMKIL (Nautic Comises o Fond Apalysish (146,193,
Ineulyer Iee rests Pertfilm powr [2 tumération de 1o Flore Totale Adroble pengant 72h 4 304 307 C.

Interpadiation
| Ledénombrement du tost Perrifilm peur se faire & 1'alde d'un complovr do eolonies standard ou 2u mayen
e dutre sounte Tmense de bumidre. Compter tontes les colonics rouges indépendsmment dic lewr fodlle on de -
Teus densitd (volr Mgure ¢},

3 Lazona de eolssance cirowloies mesdrs envieen 20 cen, Bes estimations peavant B fes sur des lesis
Peirifilm conteasni plus de 250 colonles e comptaat le nombie de cotonies dans un ou plusicurs carrés
représemaifs ¢t £n déierminant 16 aombse moyen par caod. WMultiplier le nombee meyea par 2 pour
détenminer le nombre wiel par Aim. .

3, La présence de fone conscntration de colonles sur le test Petrifiln s¢ treduil p une foloration rougs vi yose
de I’ ble de 12 zone de I artive &gal qua des colontes ne soleal pas visibles au centre do
Fa zone de croissance alors gu'clies be sonl sur le pouriovr. Lorsque 1'un dn ces phénombnes s produit, diluer
davanape I'échuntillan paur obtenir un dénombrement pius préeis {voir figwre i},

4. Cenains organismes pruvent ligudfier e pa), de.ce falts'Elent e1 minsquent In présence d'autres eolonies.
Lossque | iqutfaction du get giae le dénomk h joi peot St estimée & partir des zones
ron liquéfides, '

5. Les colondes peuvent £ isolées povr effectoer une idsmlificaion. Soulevee I¢ film supéricor ot prélever 12
calénic thu el {vair figure g). Frocéder au test en utilisunt les procddures standand,

6. Aprbs Incubation, les tesis Pewifilm pouvent St sinckés congelds {4 - 15" C) dusu wne samsine bour
permetise ung keense differde, Cenlc reconsmandation ne 'applique que si te dénombrament ne pout s avolr
Yiou juste aprds I'in¢ubxtion.

Pour tande Ik 1! P Ire, se raporter au “Guide A'knterprétatlon™. Poue loule guestion Sier
des nppHicatipns ou precédures spéeillques qu pour abtesir une st des valldations réglementaires el sutres
agirémants, pridre de contactor e eeprésentant des prodilis de micrablalogle 3M 1¢ plus proch :




Baird Parker RPF (gélose)

Pour contrite microblologlque industriel exclusivemant

Gélose pour fe dénambrement sans confirmation des staphylocoques a coagulase positive.

PRESENTATION
44 003  Cofiret de 4 Nlacons de base Baird Parker
g0ml: R1
et de 4 flacons de supplément RPF 13 mi
(lyoph} : R2
CONSERVATION

Conservation 4 2-8°C.

COMPOSITION

Fonmnude thiorique sn gil d*esu purifide :
Ca milfeu peut dire ajustd eliou supplémentd en fonction das critdres

de parformances imposés,

i)
Peplohe
Extrail de
Exirait da viand:
Chiorure da lithium
Pyruvale de scdium......
Glycine

Agar

Fibrinogéna bovin
Plasma de lagin..,
Inhibiteur da Irypsine .....
Tellwiie de potassium ...

pH7.B

PRINCIPE

La gélose Baird Parker avec RPF {Rabbit Plasma
Fibrinogen) est basée sur la formule de H.J. Backers
(1964). Elle est ulllisée pour le dénombremenl sans
confirmation des slaphylocoques & coagulase posilive
dans les denrées alimenlaires. Sa formulation corespond
4 celle déctite dans les normes M.S.0.A. 5 éme édition
(1085), FIL 145 (1680}, AFNOR VOB-D57.2 (1984) el le
projet 1SO/CD 6888-2 (1994),

Le milieu Baird Parker renfarme une base nutritiva riche,
de la glycine, alnsi que du pyruvate de sodium qui a pour
rle de stimuler la croissance des souches ayanl subi das
allérations Kées au processus d'élaboralion des produils
alimentaires, La sélectivllé vis-3-vis des espéces autres
que te Staphylococcus aureus esl apportée par le
chlorure de lithium ainsi que par Ie teflurile de potassium,
qui entraine le virage au nalr des colonles le réduisant.

Le supplémenl RPF contlenl du plasma da dapln, du
fibrinogéne de beeuf, permettant de mettre en évidence
['aclivité da la coagulase, et un inhibileur de trypsine pour
aviter la fibrinolyse totale ou parliella des halos formés
aulour des cotonies & caagutase positive,

PREPARATION

1. Dessarrer, au préalable, le bouchon du flacon de base
R1,

2. Faire fondre au bain-marie boulllant le flacon da R1 el
la lalsser refroldir & 45°C +/. 0,5°C.

3. Reprendre par 10 ml d'aau distillée stérile un Nacon
de R2 et mélanger daucement jusqu'd dissolulion
compiéte.

4. Verser le contenu du flacon R2 dans te flacon RI,
bien homogénéiser,

5. Le mélange obtenu doit &tre utilisé immédialement,

UTILISATION

11 esl possible de fravalller suivani un ensemencement en
profandeur ou en surface. selon les méthodologies
habituelles. Incuber pendant 24h & 37°C +- 1°C.
Prolonger lncubation jusqu'a 48 h, si nécessalre.

Remargue : Sl on utllise la méthode d' ensemencemant
en surface, il est possibie de préparer las boftes &
I'svance et de les conserver 2 semaines & 2-A ° C a Pabri
de la lumiére ¢! en sachel cellophane.

LECTURE ET INTERPRETATION

Les cofonies de staphylocoques & coagtlase positive
apparaissent entourées d'un halo opague, Elle sont le
plus souvenl de couldur gris noir, les danombrer et
rapporler ay nombre de staphylocogues coagulase
posilive par gramme d'aliment, D'autres microorganismes
peuvent se développar en formant des colonies gris-noir,
mais ils ne présentent pas de réaclien posilive 4 la
coagulase [(absence de halo opague auvtour des
colonies).

PRECAUTIONS D'UTILISATION

Ce produit est réservé exclusivemen! au conlréle
microbiologique des produits alimentairas.

BIBLIOGRAPHIE

1. Beckers H.1., Van Leusden F.M . Bindshedier O. and Gueriraz D Can
J Microbidd 11984 30 470-474

2. Manuel Suisse des Denrées Alimentaires - 5¢Me Edition « 1965

3. Monme FIL 145 1990 - Lait el produits & base de lait - Dénombrement
des Staphylococcus aursus - Technigue de complage des colonies d
ar'c .

4. Morma AFNOR VO6-057-2 Nov. 1894 -Microblologie alimentaire -
Mélhoda da reuting pour le dénombremant des Stapiylocagques 3
coagulase potilive par complage des colonies & 37°C .« Partie 2©
Techniqua sans confirmation des colontas.

5. Projel ISO/CD §808-2 1994 - Microbiologia des dfiments . Mélhode
hotirontale pour le dénombrement des Staphylocoques coagulase
posilive par comptage des colonies 4 35/37°C Parlie 2 - Technique
sans confrmalion,

00-51



MI LOGIE- BICY LCELLULAIRE T LECULAIRE

28 jour - Durée: 2H

A - MICROBIOLOGIE (56 points)

Lire les résultats du test sur Pétrifilm et conclure.

2 - Vévification de Ja souche test:

Identifier avec précision la souche en justifiant la démarche.

3- le die 1'effi de I it de propolis sur Ia souche test:
BExploiter les résultats des dénombrements.
Canclure sur {'efficacité de l'extrait.

4-Co e la stérilité d d'cmballage:
Dénombrer les colonies éventuellement présentes et conclure.

5 - Contrile de l'eflicacité du it fimi sur la souche test:
Lire le lest et conchure.

G- Tusion:
Conclure sur l'ensemble de la manipulation.

B - BIOLOGIE CELLULAIRE ET MOLECULAIRE (40 points)

Observer 1a plaque de culture 3 T'ceil nu et au microscope inversé. Noter les observations et les
commentaires sur le compte rendu.
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Annales du BTS BIOTECHNOLOGIE

Les annales sont divisées en années. La numérotation est liée A chaque année,

Les sujets « Mathématiques », « Scienees Biologiques Fondamentales et Génie
Biologique » et « Epreuve professionnelie de Synthése : 1*'° partie Etude de Projet » sont
accompagnés d’éléments de corrigé,

Sommaire :

Année 1999 ;

Francais  Voir les annales de BTS BIOCHIMISTE page  99-1

Anglais 1999-1
Mathématiques : sujet et Eléments de corrigé

Yoir les annales de BTS BIOCHIMISTE page 99-7
Sciences physiques 1999-3
Sciences Biologiques Fondamentales et Génie Biologique  1999-6
Proposition de corrigé ’ 1999-10
Epreuve professionnelle de synthése 1% partie
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(Réalisation pratique d’opérations de Génie Biologique) 1999-32
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Anglais 2000-8
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Eléments de corrigé 2060-11
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Sciences Biologigues Fondamentales et Génie Biologique  2000-14
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Proposition de corrigé 2000-32
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{Réalisation pratique d’opérations de Génie Biologique) 2000-34



Annales du BTS Bietechnologie :
Définition de la nature des épreuves

1. Epreuve de francais
» Biprouve dorite
* Durée. maximale :3 hourcs
« Coefficient :3

Qbjat at contenu de i'épreuve

L'épreuve a pour but de vérifior I'aplitude du candidat A dme parl
snisic dans m fexte Jes idées tiollos st lour organisation logique,
d'sulre part A s'exprimer cor licitt:

ml of avec simy

On proposera un texle de 50 4 100 lignes dactylographides qui oifrira
par lui-m@me un sens assez complet, qui soil clair Lien composé el qui
se préte 4 une ailyse didées.

L texte proposs perfesa sur les problames do la vie modems, probl-
¢mes do culiuro personnelle ei de relations sooialcs qui peuvent intéres-
ser un futur technicion. On tiendta comple dans ¢ cheix du lexte dos
oaracléristiques parliculiéres du denaine prefi 1 anquel le oandi-
dat se destine,

Lz candidnl devra :

- résumer Js texie en unnombre limité de mots.

- répondre 4 quelyues quostions destinéos i lui faire préeiser ol
expliguer le sens de nolions et de mols importanis du texte en
témoignent de la ouliurs générale qu'ila regu.

- exprimer dans un commenluire sucoinct et composc Ses vues
perscnneiles sur l'ensemble ou sur un aspeot partioulior du fexte,

2. Epreuve d'anglais

« Fipreuve Gerite durta = 2 hewres.

*» Oral ; durée wnaximale 30 min.

+ Coefficient ; 2

L'éprewve éorite entrera pour doux lers et Fépreuve crale pour un
Lers,

Partie éerite

L'épreuve doit pennelire de vérificr les capucités du candidat

- live me Jelire & caractéro technique et en rendre comple;

- comprendre des orticles de revues spéoialisées

- utiliser des nolices, modes d'ompled, disgrammes et schémas en

sngiais concernant des matérisls étrangers.

Celie éprenve comprendm d'abord une traduction ou le copte rendu
dun fosle exteait dun document techniqus, lui fera suite la rédustion
dlun texle sz mpporant au sujet éndié précédemment.

Barfle orale

L'épreuve consisiera en en catrotion aveo le jury, desting 4 vérifier la
wwaitrise des sltuelures egsentiolics de Ia langue,

Epreuve facuitative Langue vivante |}

Rprouve orale de durde maximale : 30 min,

Coefficient |,

Spuls les points au-dessus de 10 seront pris en comple pour le lotal
obten par I candidat.

1'éprenve doil permstire d'apprécier los capacités du candidat ¢

- & lize, analyser ot commenter sucainciement ua dooument se

rapporlanl ay domaine profossionnel et éorit dans ln lungue
shoisie

- & S'exprimer convonabloment dans les domaines do ses Fulures

aolsvités, duns eolle fangue.

Cells épreuve, qui pourts Gtre précédée par woe préparation de 30
min au “aximum, consistera en un snirelien nves le jury of pouma
comporter la leeture &t le rdsamé du texte par le candidat of une
cotrvorsation sur ce texle,

3. Epiretive de mathématigues - scien-
cos physigues

+ fiprouve Sorite

+Duréo; 4 hewres (2h+ 2 h}

+ Coeffioiont ; 4

L'éprenve comporte dewx pariios ebligateires, organisées on comnii-
mité

Pramiére partie :Mathématiques {cosfficlent 1,5)

— Objectifs ;

L'snseiguement des Mathématiques n pour triple objectif de fournir
wn outit effionee pour les Seiences physiques et biologiques e fa Tech-
nologie, di développer ln formation scienlifique et de condribmuer & o
lormation porsonniells et relationnelle. Par suite, celte premidre paxtie
d'é¢preuve doit pormeitrs :

+ d'npprécier Ta solidité dos connaissances dos candidats ef leor sapa-
oilé & les utilisor dans des sitvations variées,

 de vérifier leur aptitude su rajsonnement et leur capacité & analyser
correclement e probléme, & justifier les résullats abtenus ot & appréoier
leur poride,

« d'gppréeier lewrs qualités dens les demaines de lexpression dorite &t
de Vexéention soignde de thohes divorscs (lraods graphiques, calouls 4
la main o sur machine).

— Mature de cette partie d*épreuve :

Cetle partie d'épreuve derite est prévue pour une durée do deux hen-
Tes,

Les sujets comportent deux exercices de Malhémaliquos recovvraut
une part trés large de programme. Ies thénes mathématiquss qufils
melienl en cuvro porient principalement sur los chapitres les phus uliles
pour los Soiences physiques el biclogigues, Le nombre de pointy affectd
4 chaque oxercice ost indiqué aux cendidats,

L'épreuve porte sur des applicaliens direotes des conunissances de
cotrs,

I} convient d'éviter touto difficulié théorique ¢f lonle technicité math-
ématique excessive.

La tongneur et lampleur du sujel doivent permettze 4 nn candidal
moyen da traiter lo sujot ot de e rédiger posément dans lo fcrups imparti,

Llulilisation des caleulatriocs pendant I'épreuve sat définie par Ia sir-
ouleire 1 86-228 du 28 juiliet 1986 publige un Bullelin officied n° 34 du 2
oclobre 1985,

Les doux paints suivanls doivent 8tre rappolés en téte des sijels :

- la clarié des raisonnements ot la qualits de. la xédaction inter-
viendront pour uns part importanto de 'apprécialion des copies ¢

- i'usage des instruments do caleul ot du formulaire officicl de
mathématiques est avtorisé.

Deuxléma partie : Sciences physlgues {coefficient 2,5)

Cetio scconde puriie de I'épreuvo doit pormetire d'appréoier Je niveau
de eonnnissauces en soiences physiques du sandidat et son aplilude 4 fes
utiliser dans des siluations conorétes proshos du domaine lechnigque o i
ast appelé & intervenir,

Jills comporle plusisnrs quoslions indépondanies ou sxernices ind-
épendants.

Les questions posées se apporient & des applications coueréles dont
la oompréhension ne doii faire appel qu'd des nofions fondnmentales dn
programms.

1! doil 8tre vérifié que ke candidat :

- analyse convenablement un probléme pose en wilisant judicicu-

sement sos connnissances seientifiques,

- prend en compio Fensembls des données of dos Lypofhises,

- propossune solution justifiée par v reisonnement logique, éla-
borée en fnisant appel au contenu du programme,



4. Epreuve de sciences biologigues
fondamentale et génie biofogigue

« prenvo Sorite

+ Durée miaximale : 4 heures

+ Coeflicient : 6

Celie epmnw. doit pmmel[re d'appréoier le nivesu dos connmssamcs

1 condidat dans les d de i bicchimis, do fa i de
12 bislogie cellulire ot moléoukime et de ln physiologi Flle doil avair
un onmotére p[undrmlphnmre

Elle compotle pl questions indépend:

5. Epreuve professionnelle de syn-
thésge : étude de profet of réalisation
pratique d'opérations de génie biolo-
gigue

« Hpreuve dorito et praticue

# Durée imaximale : [2 heutes

«Coelfioient : 12

Cille dpreuve comporte deux partics obligatoires
Fromidre parthe - Elude de projat

= Purtis dorite

« Durde ¢ 4 heares

= Coefficiont : 4

Celie partie a pour bul de vérifier les capacités de réflexion en vue
de la résolution d'an probléme hmlechmy[cglque snmpie pmlva.nt rslever

des domadnes do fa biochimie, do la 1
de la minrebivlogie et du génic bmluglquo

Elie doit pesmetive d'appréoier
- los capneités

« d'analyso du probléme,
« de cemception et de défuutmn d'une stratégie expérimentude,
= dwitisation de dl H de lengue wnglaise,

« de prige on cosple dos aspeets coneermant Ja sbeurité, la législation
et la gestion,

» dlilisationdes lechniqes ot du matériel n inft ity

—Tesprit dinifiative
Deuxiéma partia ; réalisation pratique d’opérations de
génie blologlque

» Partic pratique

= Diurée 'maximaks : 8 heures

» Cosflicient : 8

Celle partie d'épreuve & pour but de vérifier les saveir-faire dans les
d de Ia biochimis, et/ou da la microbiologie, etfou de la biologie
ot moléculaite, etfou de la physiol

Ello esi pluridisciplinaire,

Ello doit permeitre do vérfier les oapacités :

- domisesn aeuvre diun protocole-opératoire dums des conditions

satisfaissntes de séowrilé et d'efficacité.

. dlorganisation,

- de rigueur et de précision dans lexéoution.

- d'sxploiletion des résultots.

Tile pout se dérouler ¢n plusieurs partics

Elle comporte plusi questions lides ou i

Elfe a un caractére essentieHement pratique.

Elle donine lieu 4 nncomple rendn et peut éventuellement, fnite appel
aux fechniques et d l'informatique

6, Epreuve de soutenarce du rapport
de stage ou d'activité professionnelle
« Bpreyve orale
« Durée maximale : 1 heure

« Coefficient : 4 (2 pour les compétences seientifiques, tsclinologi-
ques o professionnelles. 1 pour lés compétences ¢n frangais, 1 powr les
compéiences ¢n économie et gestion)

Tl

L'épreuve a pour but de ﬁériﬁer H
1, En e gii sonceino la
TYentreprise, sile candidat est capable det
- saisir les doundes constitutives d'une enteeptise ou d'un labocs-
toire,
- dre le fonoti t dune enlreprise ov dun labora-
tcure sur fes plans de (a technique et de l'organisalion,
- présenfer fey aclivilés d'un stage en analysant los problémes
techiniques rencontrés el las démarsches adopiées
2 En ce quiconcere b communication et lexpression. si lo candidai
esteapableda !
B dégﬂg&r oi‘v.lomer of aetire en valeur Jes points cusenticls dun
¢
- matiiser !% hiiques do lﬂ o
auditoire non familier.
- utiliser fa Yangue Frangnise corrcctement el aveo clarté.

foaql 11,

ol b ino de

oralo devant un

Lo candidad et soutiendre oralement le rapport quil aura
&abli A lissus dis son stage do douxidme armée en cntroprise sl #agit
d'n canddidat soolarisé ote wn rapport sur son aclivitd professionnelle €1l
gagit d'un candidat dispensé do stage en raison d'un cmploi sakarié,

1 dovra faira apparaitre le ¢ro- spéeifique de Ten-
treprise ou if nums effeclud son siage ou exercd son aclivitd pmfcssmn—
nelle, rendre compie de ko visse, du déroul vt de 1abont

it stage lni-méme on de Factivitd professionnello, exposer les réfexions
en particulicr dordre teahnique que le stage ou lactivité prefessivnnelle
Tui aura. inspirées.

La présentation n'excédera pas 20 minatcs,

La seconde partic de Tépreuve pourra ire consaorée 4 un dfalogee
ontre fe jury et 1o eandidat.

Lo rappost de stage ou d'netivité professionuelle de dix 4 vingt pages
dactylographides (quinzo 4 {renle pages manuscrites)' sana compter los
documents techniques comprendra @

- une pré fon schémati dc I'établi do stage et du

déroulement du stnge de deuxidme année on de Tactivité profes-
giomelle oxercée dans le domaine de $a biotechnologie,

- loeompte rendu d'un travail porsonnel,

- ung r8flexion porsonnelie concernanl Tactivits professionnslle st

wi bilan sur 66 slage ou sur cotte activits professionnelle,

Cc trevail devia prendre en compic les problémes de séourilé ef do
législation,

Les do indispensables 4 Ja comp
pourrent figurcr en annexe.

de co rapport

Powr les candidats seotarisés, fa fiche de stage sera jointe.

E'valuation des aspects scientifiques el techniques et professionnels
se fora selon la répartition suivants :

- dossier dorit : coeffistent 1,

- présentation orale et enlretion : coeffivient 1

La commissionde jury pour celte épreuve comprend :

- umprofesseur de frangnis,

- uaprofosseur d'économic et gestion,

- unprofessear oharge denseigroment technofogique.

Les candidnts autorisés ayant échows 4 Paxamen peuvent -

- softpeésentor de nouveau lo rappoed souteau lors de la session 4
laguelle ils ent échous,

- soitsylsle jngent nécessaire, modifier eelui-ci dans le sens quils
eatiment oppertun ¢u refaire un nouveau stage ot rédiger un
swuveau rapport qui tient compte ey siluations renconirées au
cours de ce second stage el qui pent repreadro des abservations
rassemblées au cours du premier stage.
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EPREUVE DE FRANCAIS GROUPE 1 : SYNTHESE DE BOCUMENTS
Durée : 4 heures Coefficient : 2

Voir les annales de BTS BIOCHIMISTE dans ce méme volume, page $9-1
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EPREUVE D’ANGLAIS
Durée ; 2 heures Cocfficient : 1

L’usage d’un dictionnaire bilingue est interdit
ELIXIR OF YOUTH

A protein that keeps people youthful also wards off'"! the ravages of old age in a single-
celled yeast, American scientists have found. They suggest that such “longevity factors” may
have come into being early on in evolution and still be common to a wide range of species,

The researchers think that the protein prolongs life by protecting a compartment in the cell
called the nucleolus™, where critical pieces of ribosomes — the protein factories of the cell —are
copied from chromosomes. “This seems to be the Achilles heel of the cell,” says the leader of
the team, Leonard Guarente of the Massachusetts Institute of Technology near Boston.

Guarente's work was inspired by studies of Wemner’s syndrome, a disease caused by a rare
defect in a human gene called WRN, Patients without a working copy of WRN turn grey-haired
in their twenties, their skin wrinkles, and they develop diseases usually associated with the
elderly, such as cataracts and osteoporosis, Most die before the age of 50.

Last year, researchers sequenced the WRN gene and discovered that it codes for a helicase,
an enzyme that unwinds “ the double helices of DNA or RNA. Since then, researchers have
been keen to understand how WRN fends off ¥ ageing in healthy people, since it might give
some clue to the normal ageing process.

Meanwhile, Guarente’s team had been studying how the humble brewer’s yeast,
Saccharomyces cerevisiae, grows old. This microorganism reproduces by budding, " in which
a large “mother cell” sprouts a daughter-cel! containing a copy of its chromosomes. A healthy
mother can produce a few dozen buds before perishing..

The researchers wanted to know if the yeast's version of the Wemer’s gene, known as
SGSI, was also involved in ageing. They used standard genetic tricks to disrupt™ the SGS|
gene in yeast and followed mother cells to see how many times each budded before dying,
Without a functional $GS1 gene, the cells produced an average of 9.5 davghter cells, But
yeasts with a healthy gene lived twice as long, budding 24,5 times,

Guarente’s team has also found some hints to how the SGS1 protein slows ageing, First the
researchers showed that the protein was concentrated in the nucleoli of yeast cells, When the
gene for SGS1 was distupted, the nucleclus broke into pieces as mother cells neared the
premature end of their lives. Intriguingly, cells with normal SGS1 also had fragmented nucleoli
as they neared the end of their days. That suggests to Guarente that SGS1 stalls'™ ageing by
unwinding and stabilising DNA inside the nucleolus, Sooner or later, however, the cells die
when the nucleolus s smashed to pieces,
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“This is first-rate science, beautifully executed,” says George Martin of the University of
‘Washington in Seattle, part of the team that cloned and sequenced WRN. He adds that the work
is sure to focus attention on the nucleolus's role in ageing. But he warns that even though

35 human WRN and yeast SGS1 are similar, it is still unclear whether their function is the same.
“The jury is still out™ on even that basic question,” he says.

Guarente’s group is planning to close the gap between.mammals and microorganisms by seeing
if nucleolar changes accompany the ageing of cells in Werner's syndromé patients,

Philip COHEN,
New Scientist, 6 September 1997
Footnotes :
(1y: £.1 :toward off : éviter.
(2): £.5 :anucleolus ; un nucléole.
(3): £.13;tounwind : dérouler.
(4y: £.14 : to fend off : repousser.
(5): £.17 : budding  : bourgeonnement.
(6): £.21 :todisrapt : perturber,
(7): £.29 :to stall : retarder.
(8): £.36: “The jury is still out...” : le jury continue de débattre ...,

Part 1(10 points
Vous rédigerez un compte rendu en frangais du texte en faisant ressortir les idées essentielles, (250mots)

Part IT1 (10 points)

1. Philip Coben allugdes to a wefl-known genctic disease called « Werner's Syndrome ». Can you name another
genctic discase and briefly describe it. (40 words max.)

2. According to G.Marxtin (/32), Guarente’s research can be considered as <« first-rate science », State in your
own words, and as precisely as you can, what his discovery consisted in. (80 words max.)

3. What are proteing ? Explain, as precisely as possible, their function in the homan organism, (150 words
max.)
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EPREUVE DE MATHEMATIQUES ET SCIENCES PHYSIQUES
(L’épreuve comporte deux parties obligatoires, organisées en continuité)
Durée : 4 heures © Coefficient : 4

SOUS-EPREUVE : MATHEMATIQUES (durée 2 heureg)

Voir les annales (et les déments de corrigé) du BTS BIOCHIMISTE dans ce méme volume, page 99-7

SPECIALITES COEFFICIENT
Biochimiste L5
Biotechnologie 15

SQUS-EPREUVE : SCIENCES PHYSIQUES (durée 2 heures, coefficient 2,5)

Rappel La clarté des raisonnements of fa qualité de la rédaction interviendront powr mme part

importante dans Papprécintion des copies.
Seul Pusage d’une calculatrice électronique, autonome, non imprimante, i entrée unique par
clavier, est autorisé pour cette épreuve.

RADIOACTIVITE {15 points)

Les deux parties sont indépendantes. Toutes les données sont regroupées 4 1a fin de [*exercice.

L

Le technétinum (igsTc) est.obtenu par désintégration du molybdéne (gg Mo)

I §] 1.1, Ecrire I'équation de cette désintégration en précisant les lois de conservation
utilisées,
1.2, Quel est le type de radioactivité du molybdéne ?

2) Déterminer en Joule et en MeV 1'énergis libérée par la désintégration d’un noyau de molybdéne,

3) On constate que la désintégration du molybdéne s’accompagne de I'émission d'un rayonnement y
d'énergie 0,35 MeV

31.  Quelle sst 1'origine du rayonnementy 7
32.  Calculer sa longueur d’onde.

Le technétium produit par la téaction précédente est utilisé en imagerie médicale pour réaliser des
scintigraphies. Il est alors employé en trds petite quantité.

Un patient regoit par injection intraveineuse 1 mL d™une solution de sémm d’albumine technétice
contenant 2.10 ~° g de technétinm 99 en vue d’une scintigraphie cérébrale. La pétipde du technétiur est de
6 heures,

1) Pourquoi utilise-t-on toujours des radicéléments A faible période pour ce type d’examen 7

2) Calculer le nombre de noyaux de technétium radioactif initialement présents dans ' injection,

3} Définir le Becquerel et calculer I’activité regue par le patient lots de I'injection.

4)  Au bout de combien de temps, le produit inject€ aura-t-il perdu 99 % de son activité ?
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Données :
. Masse du noyau ggMo : 08,884371

- Massedunoym  4Tc : 98,38235u
43

. Masse de I’électron : 55.10°u

. Unité de masse atomique  : 1 u=1,66.10% kg

. Célérité de la lumidre ;¢ =310 mys!

. Constants de Planck : h =6662.10% s

. Nombre d’Avo%adro . N =6,02.10% mol’
leV=1610"1 '

CHIMIE ORGANIQUE (15 points)
Les denx parties sont indépendantes.
I.  Ondonne les valeurs suivantes de pKa

. Ammoniac : NH; pKa=92
. Méthylamine : CH; ~ NH; pKa=10,6

. Phénylamine (Anline): (O )—NH; pKa =46

1}  Enutilisant les effets inductifs, expliquer pourquoi Ia méthylamine est une base plus forte que
l"ammoniac.

2} Eerire les formes mésomeres de la phénylamine et justifier sa tris faible basicité,

II. On considére les 4 mono-amines saturées de formule brute C3HaN.

1)  Donner les différentes formules semi-développées possibles. Indiquer le nom et la classe de chague

amine.
2} Ondonne la suite de réactions suivante :
Amine NaNO, B Cu - C
A HCl 300°C

t<0°C

2.1. Quelle est la classe de I’amine ainsi mise en évidence 7

2.2. Quel est le groupement fonctionnel dn composé B?

2.3. Le produit C réagit avec la 2,4 - DNPH (2,4-dinitrophénylhydrazine) mais ne réagit pas sur la
liqueur de Fehling. Quelle fonction posséde le produit C ?

2.4, Identifier parmni les 4 amines précédentes I'amine A, puis écrire les &quations-bilans relatives au
schéma proposé.

Données masses molaires moléculaires :
N: 14 g. mol
C:12 g. mol®
H:1g mol’
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OXYDO-REDUCTION ET COMPLEXES (20 points)

On réalise les 2 demi-piles suivantes :

1)

2)

3

4

La demi-pile n® 1 est constituée d'une lame de platine plongeant dans 100 mL d'une solution aqueuse
contenant

0,01 mole de sulfate de fer (II) et 10° mole de sulfate de fer (IT)

La demi-pile n° 2 est constituée d'une fame de zinc plongeant dans 100 mL d'une sclution agueuse de
sulfate de :

zinc (IT) & 107 mol. L™,

Calculer les concentrations molaires en ions fer (I} et fer (II) dans la demi-pile 1 et en déduire le
potentiel E; pris par lalame de plative.

Calculer Ie potentiel B, pris par la lame de zinc dans la demi-pile 2.

On agsocie les 2 demi-piles

3.1. Faire le schéma de la pile ainsi réalisée

3.2.  Quelles sont les polarités des électrodes ?

3.3. EBerire I'équation —bilan de la réaction qui se produit lorsque la pile débite.
3.4, Calculer la f.&.m. de la pile en début de fonctionnement.

Dans la demi-pile 2, on fait dissoudre 10 mole d’ammoniac sans vasation de voiume. II se forme le
camplexe : [(Zn(NH;) s T

4.1. Calculer la nouvelle concentration en ions zinc (II) libres dans la demi-pile 2
42, FEndéduire la valeur de la f.4.m. de la pile.

Données :

E° =077V
F63+/F32+

E®, =-0,76 ¥
7o/ Za

[Zn(NH3)4 P kg = 2.107°
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EPREVUVE DE SCIENCES BIOLOGIQUES FONDAMENTALES
ET GENIE BIOLOGIQUE

Durée : 4 heures Coefficient : 6

Calculatrices non autorisées,

LES ARCHAEBACTERIES ET LEURS ENZYMES

Isolées de biotopes trds particuliers, les archaebactéries constituent un troisidme régne du monde vivant, & cété
d’une part, des eucaryoies avec lesquels paradoxalement elles présentent certaines analogies, et & ¢fté d'autre
part des eubactéries avec lesquelies elles partagent leur nature procaryote, mais dont elles s¢ distinguent par des

traits originaux.
Les archaebactéries sont constituées de trois groupes trés disparates : les bactéries méthanogénes, les halophiles

extrémes et les hyperthermophiles.
Ce demier groupe intéresse vivement les industriels en biotechnologie 4 cause de la thermostabilité de ses

enzymes, dont fa “Taq polymérase”.

1. STRUCTURE CELLULAIRE ET MOLECULAIRE DES ARCHAEBACTERIES (35 points)

1.1, La paroi
Pour certaines archaebactéries, la paroi est constituée d’une couche unique €paisse et homogéne de
pseudomuréine ; pour dautres elle est formée d'une couche de protéines ou de glycoprotéines, externe
3 la membrane plasmique.
La pseudomuréine est un peptidoglycane dans lequel sont remplacés respectivement ; 'acide N-
acétylmuramique par I"acide N-acétyltalosaminuronique, la iiaison glycosidique 31-4 par une liaison
[51-3 et les acides aminés D par des acides aminés L. ]
+Expliguer I'insensibilité des archaebactéries & I'action des antibiotiques 4 noyau B-lactame
(pénicillines, céphalosporines) ainsi qu' celle du lysozyme.

1.2. La membrane .
La membrane plasmigue de certaines archaebactéries thermophiles se compose, dans sa partie
lipidique, d'un unique feuillet de molécules de tétraéthers dont la structure schématique est représentée

ci-dessous. .
CH20OR'

_/Y\/Y\/Y\/Y\N\)\/VK/\/\/_OCL

CH20 l

L APMAAAAAAAAAA o8z
CHO

ROC|HZ

R et R’ représentent un phosphoglycérol ou un glycosylgalactose ou un galactosylgalactose

+ Analyser, en s’aidant de schémas, les analogies et les différences entre la membrane plasmique
de ces archaehactéries et celle des autres cellules (eubactéries et eucaryotes).
En quoi ces différences expliquent-clles I'adaptation aux températures extrémes 7

1999-6



2,

1.3. Lastabilité de PADN

1.3.1. L’ADN cellulaire est une macromolécule sensible 3 la température.
+Indiquer comment évolue la structure de I' ADN en fonction de ce paramatre.
Définir la température de fusion et dégager sa signification.

1.3.2. L’ADN des archaebactéries hyperthermophiles est trés résistant aux températures extrémes.
+BExpliquer pourquoi.

13.3. L’ADN de tous les organismes est également soumis & des agressions chimiques responsables
d'altérations diverses comme notamment des désaminations. \
On trouve dans I' ADN denx bases pyrimidiques majenres la thymine ou 5 méthyi-2.4
dioxypyrimidine et la cytosine ou 4 amino-2 oxypyrimidine ; par contre |"uracile ou 2,4
dioxypyrimidine est normalement absente de ' ADN,
La formule de la pyrimidine est donnée ci-dessous.

+Ecrire les formules développées de la thymine et de Lz cytosine.

+Montrer comment la désamination d'une base comme la cytosine peut conduire (par
transition) A une mutation pouvant entrainer la substitution d’un acide aminé dans la protéine
codée par le gine,

METABOLISME DES ARCHAEBACTERIES (20 points)

2.1, Pour s'adapter 3 un environnement extréme, les archaebactéries ont développé des voies métaboliques
particulieres.
Les halophiles extrémes vivant dans les eaux salées cornme Ia mer Morte possédent une chaine
respiratoire aérobie qui leur permet de synthétiser leur ATP par couplage chimioosmotique.
Elles possédent de plus une protéine membranaire, la bactérierhodopsine, qui se comporte comme une
pompe & protons « actionnée » par 1'énergie lumineuse. Celle-ci constitue une source énergétique :
dans un milieu o la concentration en oxygéne dissous est faible & cause de la forte teneur en sels,

+ Présenter, sous forme d’un schéma légendé et comments, le mécanisme du couplage
chimioosmotique de Ja formation d* ATP (le fonctionnement détaillé de la chaine respiratoire n'est
pas demandé), Placer I'intervention de la bactériorhodopsine dans ce schéma.

2.2, Dans les mers, les estuaires et les zones c6tiéres A forte teneur en sulfate (S 0 ), et dans les zones
d'activité volcanique A forte teneur en soufre élément (8%, les archagbactéries réalisent selon les
disponibilités en substrat carboné et en oxygéne :

« la réduction dissimilatrice des sulfates ou du soufre en sulfure (8%)
- en présence de substrats organiques comme le lactate
le bilan métabolique est :

2 (CH;-CHOH-COCH) + SO.*—+2 CH;-COOH + 2 COz + 2 H:0 + g (cas A)
- en absence de substrat organique, ces bactéries utilisent le COy et tirent leur énergie de Ia réaction
bilan ;
4 H; + 805 >8" + 4 H,0 (cas B)
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» Poxydation dissimilatrice du sonfre en sulfate (80,%)
8%+ 3/2 0y + HyO—H,50, (cas O
Dans ce cas, elles poussent sur carbone organique ou mmeral et en anaérobiose, 1'oxygéne peut étre

remmplacé par le fer ferrique ou les nitrates.
La production d'ATP se réalise, pour ces trois exemples, par un mécanisme chimicosmotique.

¢ Pour chacun de ces trois modes de vie (A, B et C), indiguer sous forme d'un tableau le donneur
délectron, I'accepteur d'électron, la nature de Ia molécule source de carbone, les types
trophigues vis & vis du carbone et de Iénergie.

LA PRODUCTION DPENZYMES D’ARCHAEBACTERIES (45 points)

3.1. La thermostabilité des enzymes

3.1.1. La thermostabilité des enzymes des archachactéries suscite I"intérét des industriels.

+ Représenter la courbe décrivant Ja vartation de I'activité d'une enzyme en fonction de la

température, Justifier son alkure.
+ Proposer le principe d'une méthode permettant d’étudier la vitesse de dénaturation d'une enzyme

A température élevée (par exemple 70°C).
$i on considére que la cinétique d"inactivation est d’ordre 1 par rapport 4 'enzyme, comment

peut-on caleuler :
- la constante de vitesse de la réaction d'inactivation, k;, ?
- le temps de demi-vie de 1'enzyme exposée 4 T0°C, ty 7

3.1.2. Certaines méthodes d’irnmobilisation des enzymes permettem également d’augmenter leur

thermostabilité,
Citer les méthodes d’immobilisation les plus aptes i cette thermostabilisation ; proposer une

explication & ce gain de stabilité.

3.2. LMntervention du génie génétique

Du fait de Jeurs exigences trés particuligres, la culture des archaebactéries se préte difficilernent & une
production de masse. C’est pourguoi, une fois identifié, le géne codant I'enzyme d’intérét est cloné
chez une eubactérie, Escherichia coli généralement, dans un vectenr d'expression. Dans une premiére
&tape, on pent utiliser pour le clonage un systéme vecteur plasmidique/baciérie hate permettant une

sélection basée sur la complémentation a-lacZ.

+ Donner le principe de cette sélection en faisant appel au fonctionnement de F'opéron lactose et & la
composition du milien utilisé,

3.3. Production d’enzymes par génie fermentaire

Les fortes concentrations en glucide orientent le métabolisme d’E.colf vers la voie fermentative (effet
Crabtree). Le quotient respiratoire QR (% de CO, produit/ % de O; consominé) est supérieur A 1.
L'optimisation de la production d'enzyme par une souche d’E.col transformaée a conduit &
1'installation d'un fermenteur de type” batch alimenté” (fed-batch) en lactose.
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3.3.1. Intérét ¢u fed-batch par rapport au batch

+ Définir le rendernent global de conversion du substrat en biomasse.

¢ Relier chaque terme de ce rapport au métabolisme du glucose en proposant un schéma succinet
des voies métaboliques empruntées,

+ Quelle est la différence entre une installation de type" batch " et de type” batch" alimenté ?

+ Déduire des réponses précédentes pourquoi le "batch" alimenté permet &’ améliorer le rendement
da conversion du substrat en biomasse et pourguot la productivité volumique horaire en enzyme
st améliorée,

3,3.2, Deseription du fermenteur
# Décrire les différents éléments d’une boucle de régulation de la concentration en O, dissous dans
un milieu de culture ; préciser la fonction de ces éléments.
4 Laprésence d'un dispositif d'aération est indispensable : pourquoi ?
4. LESADN POLYMERASES THERMOSTABLES ET LEURS APPLICATIONS (20 points)
Les ADN polymérases thermostables, dont fait pastie la Tag polymérase, sont des enzymes de bactéries
hyperthermophiles trés utilisées an laboratoire, Leur utilisation a grandement contribué 4 1a généralisation de
12 technologie d’amplification en chaine par polymérase (ACP o PCR).
4.1. Lescycles dela PCR
Un cycle d’amplification comporte trois étapes successives : 1a dénaturation, I'amorgage et
I’ élongation.
+ Indiguer avec précision les élémenis et les conditions opératoires propres & chaque £tape. Relier
les événements qui se produisent aux propriéiés physicechimigues de I'ADN.

4.2, L’automatisation de la PCR

+  Dégager 'intérét de 'utilisation d’une ADN polymérase thermostable dans la technologie PCR,
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PROPOSITION DE CORRIGE

Avertissement important : PEPBM signale au lectenr qu’ll sagit d’éléments de corrigé, apant pour but
d'aider an miewx les éudiant(e)s dans lear préparation q Uexmmen, et non d’un corrigé-type.

1.1 - Les B-tactamines sont des analogues structuraux d*un infermédiaire de Ia synthdse du. peptidogiycane (le
dipeptide DAla - DAla). Elles inhibent donc la transpeptidation. Dang la pseudomuréine, la LAla est présenie,
donc Ja trunspeptidase n’est pas inhibée,

- Le lysozyme hydrolysc la liaison p-1-4 osidique entre NAG et NAM. O, dans Ia psendomuréine , les Haisons

sont des B-1-3 osidiques entre Pacide Nacéiylalosaminuronique et NAG : il n’y a pus d’action du Iysezyme.
q C yap

L2
Analogies 1 deux extrémités hydrophiles et chalnes hydrophobes internes
Différences : hicouche « somdée », liaisons éther et non ester, acides gras ramifiés ot satnrés
Structure trés vigide & température ordinaire utais fluide A température devée 4 laguelle les membranes
« norntales » seralent désorganisées,

Caté périplasmique
Protéines extrinséques
= Monocouche de
téiraéthers
Protdines inlonséques
II Protéines extrimadq
Membrane des Eybacteries Coté intracelluia Membrane deg Archeobacteries

1.3.1 A basse température P ADN est sous forme double brin, stabilisé par des liaisons rydrogénes,
L’augmeniation de température provogue la ruptare des Kaisons hydrognes, done Ia-fusion, PADN devient
monocaténaire.

Tm 0w TF : température de fusion ou demi- dénaturation; Pins Tro est Sevée; plus PADN est stable.
L’augmentation du GC% provoque ’augmentation du Tra.cax il y a 3 liaisons Hentre G et C (2 entre A et T)

132 Un GC %. élevé, des bases modifiées provoquant yne augmentation des linisons de stabifisation
interchaine, Ia formation d’un « psendonuciéosome » par Penroulcment de I’ ADN sur des protéines qui

" le stabilisent.
13.3
8] NH,
Thymine ” Cytosing |

NH/C \H s T \HH
Cl‘, C C CH

s P ~

2N N’I{ 0 \H

C — désamination —>¥

U s’apparie avee A lors de Ta 1™ réplication, et il y a transition C=G / T=A lors deJa 2™ réplication, ce qui
provoque la soodification du codon et nne mutation faux-sens possible.

Remarque : la présence de U dans V'ADN est anormale , elle esi rec par un systépe de réparation et cect
pent se faire avec on sans errear.

2.1
La chaine respiratoire (CR) proveque une sortic active de protons, & condition que 0, soit disponible.
Limperméabilité de la membrane aux protons maintient un gradicnt de protons,
L’ATP synthétase est orientée : ’entrée passive de protons s’aceompagne de la synthése I’ A TP,
La bactériorhodopsine (BR) est activée par In lumidre qu’elle absorbe, elle assure le transport actif de
protons vers Pextérieur de Ia ceHule et participe donc 4 la création du gradient de protuns.
Dol le schéma page suivante ;
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hv

Bt "
2.2,
Cas A CasB CasC

Donneur d’électrons lactate B 5°
Accepteur d’électrons sulfate sulfate 0,, NOy, Fe*
Source de carbone Lactate COy CQ. ou C arganique
Type trophique / source d’énergie | chimiporgamotrophe | chimiolithotrophe | chimio-litho ou -organo-trophe
Type trophique / source de carbone | hétérotrophe autotrophe Auto ou hétérotrophe
3.1

A Courbe de dénataration thermique ;

3.1

3.2

- augmentation de A : koi &’ Arrlhénius, agitation moléeulaire
- diminution de A ; dénaturation des molécules d*enzyme (protéines)

Méthode de mesure de la vitesse de dénaturation ; ‘
- dénaturation & nue T°C fixée pendant des temps différents
- arrét dans la glace
~ migsure de Sactivité résiduclle de 'enzyme i cette température

température

T,

Leg activités catalytiques {(CAC) sont obteaues par Ja détermination: des V) en conditions saturantes.

Si I d ésigne la concentration en enzyme, laJoi de dénaturation thermigue est éerite : JB/dt =y, I,
soit It T = - .t + comstante , ct pour t=0, constante = ko B,

La détermination de iy, vst obtesue en calealant la pente de la droite n E = {t)

Pourt=ty; on a E =Ey2,50it M E =1t Ey — In 2 = - Ky,.dy +in By, s0iE ty = (0t 2) / kg,

.2 -Réticulation ou fixation sur support insoluble par des linisons covalentes stables : rigidification de la

sirugthare
- Inclusion dans des gels résistants & la température ; pas de liaisons covalentes mais hlocsge dela
stracture spatiale

- La souche : (Alac : peptide @ seul et done Pgalactosidase inactive) et sensible .1 antibiotique qui
permetira la sélection des clones bactériens aprés transformation

« Le plagmide ; lac Z*(peptide o seul ;. Pgal inactive) possédant un site muitiple.de clonage ef un géne de
résistance & Pantibiotique e sélection

D*on les situations snivantes !

Le

vectenr non recombitté : il ¥ a complémentation: o — o, La [ galactosidase devient aetive, donc il y a
hydrolyse du X-gal, substrat chromogénique incolore contenu dans la gélose : le clone est blew, cetie conleur
est due au produit d’kydrolyse (chromephorc)-gui ne diffuse pas & Pexiérienr de la cellule bactérienne
vecteur recombing : Pinsert est dans Iac Z7, il n’y a pas de complémentation, la § galactosidase reste inactive
done it n’y a pas d’hydrolyse da X-gal : le clone est blanc

milicu doit congerir ; X-gal (substrat de la b galactosidase)
Antibiotique (sélection des transformants)
IPTG {inducteur) : sila souche etfou le vecteur est/sont inductible(s) , sa présence dans
le milicu est indispensable ¥ Fexpression des génes intervenant

Remarque : si souche et vecteur constitutifs VIPTG n'est pas nécessaire

3.3

1
Rendenent global ; YFxs = AX/ AS = (XF-Z)/(Se-5f) avec X : biomasse et.S : substrat
Voir le schéma page suivante
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CoF, réduits o
2ATP < -
18 freraasan Colt réduits CoE oxydés
“ +— o
2 ¥ Chafne =
2 Pytovate resplratoire ~‘:> o |
: u :
[ FF— o wn
Acidey divers, CO: 35 2 ATY sraennmmmeniasssasas
Iviétabolites =

« Baich (culture en « milien non renouvelé » : la totalits des substrats est disponible au départ de In culiure
s Ted haich : le(s) substrai(s) est(sont) ajouté(s) progressivement. (parfois de manidre exponentieile selon la
croissance de Ja biomasse présente) : il est nécessaire de disposer d’une pompe d’atimentation et d*une
réserve de milicw stérile, le volume initial de milicn (« pied de.cuve ») est plus petit
- «lors du fed hatch : introduction contrélée de substrat i faible concentration résiduelle d’oi
Pabsence de Iimitation par le substrat, et le métabolisme est oxydatif ; le rendement énergétiquo est
fort donc le rendement de croissance par rapport au ghucide aussi
- Llcnzyme est produit par les coxps cellalaires, doneLa productivité volumigue heraire en enzyme
{ Aenzyme total produit! At total) est proportionnelle  AX/AL,

3.3.2
o Lecapteur : sonde (dlectrode) & Oz qui mesure le pourcentage de saturation en O du milieu
o Lerégulateur : compare la mesure 3 la valeur de consigne et ajuste I commande de Peffectenr
«  Llcffecteur est une élecirovanne fpour Padmisssion: de air comprimé ou pour enrichir le milien e O,) on le
motenr d’agitation, il y a différentes possibilités de régulation pour augmenter la capacité de transfert 'O, :
1) réguler & débit d’air constant par-augmentation de I vitesse d’agitation (inconyénicnt : cect augmente le
cisaillement , done le stress cellulaire)
2) réguler & vitesse constante par Pouverture de Péleetrovanne d”air, ce qui angmende le débit d*air entrant
(incomvénient : risque de monssage et donc de débord t et d’engorg t du filtre de sortic)
3) réguler & vitesse et A débit d’air constani par Penrichisserent on O de-Pair : 1*électrovanme-admet du
dioxygéne pur, cc qui augmente le gradient de dioxygéne, et donc le transfert global (inconvénient : risque
e stress oxydatif sur les cellules)

Remarque ; ane régulation « en cascade. b est possible, ¢’ est-g-dive que sila concentration en dioxygene dissous
mesurée est inféricure an point de consigne, le régulatenr augmente d'abord, par exemple, le débit d'alr, pris la
vitasse dPugitation, puis Papport en diexpgéne pur.

Le procédé nécessite Pobtention d*un maximum de bicmasse, done Papport en dioxygene dejt €tre non lmitant,

4.1 « 1 : dénaturation

~ ADN cible bicaténaire > ADN monocaténaire par rupture des liaisons H
- Température > TF de 'ADN cible (ex : 95°C)

-2 : Amorgage :
- Hybridation sur ADN monocaténaire
- 2 amorces qui encadrent la région & amplifier {taille 15 A 30 bases pour éviter les hybridations

non spécifiques) et sont spécifiques des séquences qui la bordent

- choix : pas d’hybridation-inter et intra-amorces, donc les amorces ont des-Tm proches
- T bybridation < Tm la pius basse et comprise entre 45 et 55°C
- Amorces apportées en excés dans le mélange xéactionnel, cax' elles sont consommées

-3 : Elongation :
- 3“QH libre, sens 5°—>3’, dNTP, Taq polymérase
- création de liaisons phosphodiesters, nucléotides complémentaires
- Température optimale : 72°C pour la Tag

4.2 La Taq est thermostable et donc « résiste » & la température de fusion : P’addition d’cnzyme entre les cycles
n’est pas nécessaire,
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EPRELUVIL PROFESSIONNELLE DE SYNTHESTE

1¥"* PARTIE : ETUDE DE PROJET ACADEMIES DE LILLE/PARIS/VERSAIILES
Durée : 4 heures Coefficient : 4

L’usage d’un dictiopnaire mglris-fancais et d*ime calculatrice est autorisé.
Beux feuilles de papier millimétré,

LA PROLIFERATION ESTIVALE DU PLANCTON TOXIQUE

Depuis le début du sigcle, des empoisonnements moriels, rares heureusernent, ont pu &ue attribués i des
caquillages tels que des moules, des huitras et palourdes, contaminés par des micro-algues unicellulaires eucaryctes
planctoniques marines appartenant  la classe des Dinophyceas.

En effet, ces coquillages « filtreurs » ont la capacité de concentrer ces cellules (et donc les toxines que
celles-ci produisent) dans leur tube digestif : leur consommation par les vacanciers se traduit par des diarrhées on
des syndrdmes plus graves de paralysie neuro-musculaire.

Dans les deux cas, des toxines ont &té isclées, puis identifides : toxines « DSP » (diarrhetic shellfish poison)
et « PSP » {paralytic shellfish poison) respectivement,

Selon les cas, ies genves responsables (Dinophysis, Gyronidium, Alexandriim) synthétisent des endotoxines
cu des exctoxines, dont les effets peuvent aller de la simple démangeaison cutanée lors d’un bain jusqu’a la nécrose

fulminante du foie, -

1.- PRODUCTIONDE MATERIEL D'ETUDE AU LABORATOIRE {30 points)

Un réseau national de surveillance des eaux a été mis en place en 1984 par 'TFREMER, afin

d’assurer le comptage mensuel des algues planctoniques : le seuil d’alerte pour Dincphysis est de
200 cellules par litre d’san, comptées dans une bofte de Pétri, contenant 20 ml. d’échantillon, posde
sur un microscope inversé.

L’ identification st menés par microscopie &lectronique 2 balayage par comparaison de clichés

avec des schémas de référence (document 1).

1.1

1.2,

1.3
1.4,

1.5.

A partir de combien de microalgues dénombrées sur une bofte y a-t-il alerts ?

A T’aide des schémas figurant dans le decument 1, identifier le microorganisme présenté
sur la photographie. Justifier la réponse par une courte argumentation..

Les émdes menées par |'IFREMER portent notamment sur la mise an peint de techniques
de plus en plus sensibles permettant la détection des microalgues et des toxines produites
daris les eaux et les coquillages suspects.

La culture de ces microalgues au laborateire dans un milien minéral contenant du glucose
& 2,5 mg/L, telle que la présente le document 2, est donc une étape obligée de cette
démarche, Blle donne des résultats variables selon les genres étudiés,

Proposer les légendes 1 4 4 du document 2.
Justifier le choix éu mobile d’agitatigh.
De quel type de procédé de culturs s'agit-il 7 Justifier la réponse.

Le tableau du document 3 et la courbs du document 4 présentent les résultats du suivi
d'une production de microalgue dans 1 litre de milieu minéral contenant du glucose, 1l
§’agit d’études au laboratoire destinées & déterminer les conditions 4’ obtention d'une
productivité optimale.
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2.-

L6

L7

1.8.

1.9

1.10.

Définir le tanx de dilution, Aprés avoir délimité dans le temps les 5 phases de |'expériente,
calculer les taux de dilution D appliqués correspondants.

Donner la définition d’un régime stationnaire. Déduire de la question 1.6 les vaieurs des
vitesses spécifiques de croissance de la souche lors des différents régimes stationnaires.

Estirner graphiquement , sur le document 4, les valenrs de biomasse X lors des 5 régimes
stationnaires.

En déduire fes productivités volumiques horaires D.X correspondantes et tracer, sur papier
millimétré, 'évolution de celles-ci en fonction du taux de dilution D.

Estimer graphiquement la valsur du taux de dilution optimal. Justifier la réponse.

ETUDE IMMUNOLOGIQUE DE L’ALGUE DINOPHYSIS (20 points)

L étude de la microalgue Dinophysis a montré qu'efle produisait de nombrenses-substances

antigéniques en particulier la toxine libérée dans le milien extérieur et certaines glycoprotéines de
surface dont deux apparaissent particulidrement intéressantes : la protéine DM 31m qui est apparue
fortement immunogéne et susceptible d’entrsfner des réponses humorales et cellulaires et la
protéine DI 5p dont la présence, chez certaines espaces, pourrait faciliter I'identification (en effet le
genre Dinophysis comprend prés de 200 espéees de caractéristiques voisines).

2.1

22,

Pour obtenir un sérmm capable de réagir avec la toxine, on réalise, chez un lot de souris, des
injections répétées de toxine, traitée chimiquement, 4 intervalle de 1 mois, et on préldve e
sérum des animanx 15 jours aprés chaque injection (I81).

Afin d’étudier la production d'IgM an cours de la réponse on purifie les IgM & partir du
sérum obtenu au premier prélévement.

La purification conduit 4 une premidre fraction F1 qui est & nouvean purifiée pour douner
1a fraction F2.

3 1.1. Dans le docmment 5, on émdie le sérum initial (IS1) non dilué (réservoir &) ou dilué
(réservoir by et les fractions Fi {réservoir c) et F2 (réservoir d) par une technique
d'immuncélectropharése en utilisant différents immunsérams spécifiques : sérum anti-
sérum de souris total (gouttidre 1), séram anti-Ighf de souris (gouttiere 2) et sérum anti-Ig
{IsG, IgA, IgM) (gouttidre 3).

Interpréter les résultats obtenus.

2.1.2. Dans ce type d’ électrophorése, qu'appelle-t-on courant d'électroendosmose 7

On envisage Putilisation d*un test d'immunofluorescence direct pour détecter Dinophysis
dans un prélévement d’eaw de mer et pour repérer les espéces possédant

Pantigine DI 5p (formes DI+) etfou'mtigéne DM 31 m (forines DM+)

On dispose de deux sérums spécifiques (anti-DM 31m et anti-DI 5p) non marqués et de
différents fluorochromes (Hoechst 33342, FITC, Phycoérythrine, et allophycocyanine) qui
peuvent ire utilisés pour marquer les anticorps.

Les speetres dlexcitation et d'émission de ces fluorochromes sont fournis daus le

document 6. {r‘%

D’autre part le microscope utilisé pour la lecture doit 8tre équipé d’un filtre d’excitation et
d*un filire d’arrét qui peuvent &tre choisis dans la gamme suivante (bande passante

indiquée en rm) :

BG1: 400 -450. BG 3 : 500 - 650, BG 5 ¢ 550~ 570.
BG2: 460 -500. BG4 : 510 - 560. BG 6 ¢ 560 - 650,

2.2.1. Rappeler les roles des filtres d’excitation et d'arrét dans un mieroscope &
fluorescence. 1999-14



2.2

Quels fluorochromes est-il judicieux ¢'utiliser pour marquer les sérums spéeifiques
afin de déterminer lgs différentes catégories de cellules par une seule observation
de la lame ? Justifier,

Quelle combinaison de filizes {excitation et arrét} doit-on utiliser ?

Préciser gomment apparaitront, dans ces conditions, les différentes microalgues
éventuellement présentes.

W) (30 points)

La technique de PRINS est une méthode cytogénétique de flucrescence qui permet d'identifier
directernent un organisme dans une préparation. Elle utilise 1"hybridation d’oligosondes et 1a
synthése in situ d’ampliméres conjugués & des fluorophores. La détection au microscape &
fluorescence d'un organisme pathogéne par cette méthode impose les recherches préliminaires

suivantes :

® Lasélection des séquences d’ ADN spéeifiques de 'organisme dans une banque,
® [ séquencage des séquences sélectionnées.
® Tasynthése des amorces utilisées dans la technique de PRINS.

3.1, Etablissement ¢’une banque d’ADN génomique

Les documents 7 et 8 déorivent la stratégie développée pour réaliser la banque d’ADN
génomique d'une dincflagellée toxique,

.11

3.1.2.

3,1.3.

Quel est I'intérét d’utiliser un vecteur phagique pour copstruire une bibliothéque
génomique 7

L’ADN du vecteur doit étre digéré par une enzyme de restriction. Quelle est cette
enzyme ? Justificr la réponse.

Comment les clones infectés par le bactériophage recombiné apparaissent-ils 7
Justifier,

3.2. Séquencage enzymatique cyclique de type SANGER

Le séquengage par thermocyclage est une méthode qui exploite I'enzyme Taq

polymérase et le marquage des fragments d’extension en 5°. Un laser et une caméra permettent la
détection d*amorces flucrescentes différentes, L’ électrophorése capillaire et la détection par
fluerescence réalisent un séquencage trds performant évalué 4 200 bases/heure avec une
sensibilité inféreure & 20 fentomoles,

3.2

221,

3.2.3.

Donner le principe du séquengage par la méthode de SANGER, Justifter I"emploi
d'une amorce, de didéoxynucléotides (ddNTP) et d’un fragment monobrin.

Quels avantages apporte la réalisation du séquengage 4 haute température ?

Dounner le principe de fractionnement électrophorétique des oligonucléotides,

3.3, Identification cytogénétique par la méthode PRINS

Dans cette méthode sont utilisées de courtes amorces d’oligenucléotides de

synthése qui, une fois apparides in situ A leurs séquences complémentaires sur 'ADN oible vont
servir & une réaction d’élongation. La visualisation des ampliméres est engendrée par
P"incorporation in situ de nuciéotides conjugués fluorescents (document 9). L'efficacité est dlevée
pour la détection des séquences répétées (séquences canoniques ou consensus, télomériques et
centromériques).
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3.3.1. Définir les termes ; télomére, centromére et séquence consensus.

3,3.2. Reproduire deux champs observés au microscope de fluorescence, Fun contenant
deux chromosomes interphasiques {G1), I'autre les chromosomes métaphasiques
marqués.

Annoter et commenter les dessins.

DOCUMENT 1

Cosmarium
Sormosulum

Clilamydomonas

Massartia
vorticella

Gyrodinium @P

H
palustre Chlorococens

turgidus
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— }  Compresseur

Moteur - =TT P
{100 rp.m) ~~. @ Alr )
1 L
4 H T Récolte \A e
' CE Sonde de température " [:]1]
[ e e——1
Centrifugeuse I — — 3
% y en continu Q
Circult d'sau }
froide ou chaude N 1/\[
J s
_ Milieu frais Température
: [:“-‘“ Lumiére, pH
_r'*’ e T | v R
Agilalion
Aéralion
I "\.l.,
Pompe - = —— = == DOCUMENT 2

DOCUMENT 3

N° | TEMPS DE CULTURE (hearcs) |  BIOMASSE X (/1) DEBIT DPALIMENTATION ¢ miv/h)
1 ¢ 2,3 0,77
2 5 1,86 9,77
3 10 2,01 0,77
4 13 1,76 6,77
5 20 1,75 0,77
6 25 1,51 0,77
7 30 1,54 0,77
[ 35 1,66 0,77
9 40 1,63 0,77
10 45 ] 1,7 0,77
1n 50 1,59 1,15
12 60 1,55 1,15
13 kL] 1,55 1,15
14 75 1,47 1,18
15 85 1,45 1,15
16 20 1,44 " 1,58
17 95 1,43 1,58
18 100 134 ’ 1,58
19 110 1,27 1,58
20 128 1,19 1,58
21 130 1,13 1,58
22 140 0,93 1,58
23 150 0,88 1,58
24 160 0,85 1765
25 170 0,89 1,765
26 200 0,68 1,765
27 210 0,45 1,765
28 220 0,43 1,765
29 228 043 1,765
30 240 0,43 2,14
31 150 0,35 2,14
32 260 0,31 214
33 283 0,3 2,14
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DOCUMENT 4

Production de biomasse par Dinophysis
25

‘“«N-"\\
Ao N

Biomasse X {en g/L)

05

o 50 100 150 200 250 300
Temps de culture {en heures}

DOCUMENT 6
Spectres d’excitation (- -~} et d*émission {(—)
des principaux fluorochromes utilisés

DOCUMENT 5 . A [hfm‘) 300 boo $op teo

/ "_;
Hoechst 33342 AR L\

; 1
;” % N
A

.

Fiic

Phycoerythrine R

Allophycocyoning
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DOCUMENT 7
Lambda EMBL 3

The primary use of lambda clening vectors is in constructing recombinant DNA Iibraries for isolation of clones.
There are two primary types of lambda cloning veotors in common use : Inserlicn veetors and replacement
vectors. Because of the geometry of the lambda head, the length of the recombinant lambda genome must be
betwean about 38 and 52 Kbp. If the lambda genome is tco long, it cannot be packaged. If toe little DNA. is
packaged the lambda head collapses, A lambda replacement vector is A EMBL 3, which stands for (1) the
Eurcpean Molecular Biology Laboratories where the vector ariginated. The EMBE 3 can package cloned inserts
of 9 to 22 kilobase pairs. The vector has two multiple cloning sites (MCS) which contain Sall, BamIIl, Eco RI
and three significant phage genes that can run on the cloning strategy. The X EMBL 3 is e or A e, 50 it cannot
form lysogens ; red and gam * these two lambda genes which are not essential for bacteriophage growth can be
deleted and inserts replace the red” and gam’genes, making recombinants red” gam’. The lambda phage that are
gam’ do not form plaques by infection of the Escharichia coli strains calrying a bacteriophage P2 lysogene. But
the gam’ phage are no longer sensitive to P2 interference and will form plagues on B, coli (P2 lysogen].

{1) to stand for = to represent, fo mean.

chytoplankton gencmic THA

GRTC V/////////////////////lc TAG

Mes, \ MCS

+ +
red gam

acl
o= I
cos

EMEL 3

- ::W/////{////////_/Mi'd__J -

reccubinant
Restxiction racocniticn 5' orotuding encs
endonuc) easa sequence
San 3a GatTc GATC
521 1 GTCGAC TCGAC
Eco RY GAATTC ATTC
Bam HI GGATGCC GCATC
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DOCUMENT 8

WA vector
microalqae

The order of restriction sites in the left
polycloning site is Sall/Pamfl/Ecc RT and

the order in the right polycloning site is
Eco RI/BamHl/Salf.

al | ] :

'F
AN N
MECS | MLs
\ i
lyse cells and extract
from gencminic INA

Digestiua of vector VA w5 an
h% agoropriate restriction enuyme

left am
A is partially digested with } r
the restrictien endonnclease

Sau 3AT J’

purification of bacteriohage
lambda arms

{5}

|
[ O F—— 4

After ligation, the steps in the packaging process are the recogmition of
the S sites on concantenated bacteriophage
combinant.

DA and the insertion of re—
gencmic into prehead. the packaging process then leads to the
production of an infectiows EMEL particle.

l
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DOCUMENT %

organismes filEreurs exemples:
les bivalves ou lamellibranches

Ty
avr,g ‘
L
Blgorneau 2= Crépidule
Litiorina Jitiorea Creprduiz fornicata

Chlamys varia

prélévement par le siphon inhalant: du
macus fixateur des microcorganismes

thermocycleur

réactionnel

TR

s et Céntroméridus

=
¢

er:!ﬁ/ rhodamine
1999-21
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PROPOSITION DE CORRIGE,

Averiissement important : PUPBM signale au fectear gu’il s'agit d°éldments de_corrigé, apent pour but
& aider an miewx les éndiant(e)s dans leyr préparation & examen, ¢f non dnun corrigd-fype.

1.1. Le seuil d’alerie est de 200 x 0,020 = 4 ccllules ponr unc boite contenant 20 mL d°&chantilon.

1.2. Le docunzent 1 montre une cellule marquée profondément par un- sillon horizontal et par un siflen veriical,
dans lesquels on digiingue le gros flagelle : il s’agit donc de Gyrodinium palustre.

1.3. 1= axe d"agitation du bioréactenr 2= cartouche de microfiliration stérilisante du miliew
3 = récupération de la biemasse 4 = recirculation du milieu de cultwre ct addition de milieu neuf stérile

1.4, Les cellules des micro-algues sont fragiles (ear parfois dépourvues- de paroi), doue il faut un mobile
d’agitation ayant wn débit axal pour éviter la sédimentation des cellules au fond du bioréactenr et
présentant on faible cisaillement (h@lice mavine, par exemple).

1.5, Les nutriments sont apportés par le mificu « neuf > et il y a soutirage de 1a enliure {avec ensuite récupération
de la hiomassé), 1t 8" agtt donc d*un procédé de culture continuc,

1.6, Le taux de dilution D (cxprimé ¢n ) corvespond au taux de renouvellement horaire du milien de colture
dans-le bioréacteur.
D=FV  F désigne (en L.h7) le débit d*alimentation-(égal A cele du soutirage)
V est I volume (cn L) de culture dans le hioréactenr

Pet=0 A t=45h Dy =0,77.10-3 min"  =0,0462h"
De =50 A =85h, D, =1,15.10-3 min*  =0,6690 0
De =90 A (=150 h 0, = 1,58, 10-3 min?  =0,0948 0"
De =160 A =225 h D,=1,765. 10-3 min* = 0,059 h”*
Det=240 3 =285k De=2,14, 10-3min? = 81284 b

1.7. Le régime stationnaire cst obienu lorsque le bioréactenr est alimenté en continu : 1a biomasse apparue par
eroissance A partir des constituants apportés par Palimentation en milien neof stérile compense la hiomasse
Gite du bieréactenr par le soutirage, On a alors dX/di=0. .

Or Péquation différentielle dela culivre continne 8*éerit dX/dt = (ux - D). X done py = D, (voir question 1.6.)

1.8, La lecture graphigue permet de déterminer les valewrs de X {en g/L) on régime stationnaire (X constant).

Dy

Production de biomasse par Dinophysis

K=16217 |.oiiern

(el'éqﬂ-l
-l
E

X;=142415

X;=092a10

euvdgasssndrencsrvasriaedrenansonraencanerannen (IR 11

Blainasse X

ETTET

Xy =045 05
amaanaddYN e vll.cca---vl-;cl.iivadllallqo‘-‘u-l---.ilollcooo-odn

X=0.3

smsaEnassaflesarandtsvsuqurrvnavacenaneniidv R rsnSorasruneib s

4] 50 100 154 200 250 300
Temps de culture [en heures)
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1.9. A chaque valeur du taux de dilution D corvespond une valeur de X, d’oil les productivités volumiques
horaires X (en g/Léh) ¢

Pour D; = 0,0462 h! D, . X; =0,0739 40,0785
Pour D, =0,0690 b Dy X; = 0,0966 4 0.1035
Pour D; = 0,0948 b’ Dy . X;=0.0853 4 0.0948
Pour Iy, =0,1059 K™ Dy X, = 0,0477
Pour Ds=0,1284 b Ds. X =1.0385
Dot le iracé ;
(" DETERMINATION CU TAUX DE DII.:UTIOH QPTIMAL
02 1
4 L :
2 o -
2 H
g om 4 L]
ML
'o' g 0,06 H
8 H
w :
E 0,04 1 -3
2 :
0,02 '
¢ ¥
(1]
[] 0,02 B,04 0,06 0,08 0,1 0,12 0,14
TAUX DE DILUTION [fr-1)
N y

1,10, Le tanx de dilution optimal. correspond au taux de dilntion qui permet d’obtenir la. productivité
maximale, c’est-d-dive ici environ 0,07 b,

2.1.1. Réservoir a ; plusieurs ares, son. visibles, du fait que le. sérum.est un. mélange antigénigue mis en évidence
par le sérum antisérum total de souris déposé dans la gouttidre 1,

Réservoir b : Jiminution de Pépaisseur des_arvcs, duo_fait.du nombre plus.fatble de molécules présentes, & cause de
Ia dilwtion, Présence 4'TgM dans le sérum, mises en éridence par ke sévam anti-IgM déposé dans 1a goutiiére 2.
Réservoir o ; présence d’IgM dans la fraction F1, ainsi que d’avtres Ig (TzA et/ou IgG) mises en évidence par le
sérum anti-IgA/IEG/igM déposé dans la gouttiere 3, _
Réscrvair d ; présence d°IgM dans la fraction ¥2, La position, prés dupoits, de Pare. *IgM traduit une faible
concentration de la fraction F2 et/ou unc mauvaise migration lors de Pimmunoélectrophorise.

2,1,2. Rétention.des anions par interaction. avec le suppord, les cations non retenus se déplacent sous effet du
charp Eectrique, ce qui entraine un déplacement d’ean.

2.2.5.  Lefiltre d’escitation doit lisser passer les radiations excitatrices, mais arriter les autres longueurs
d’onde.
Le filtre d’arvit stoppe les radiations excitatrices, mais. lnisse passer les radiations fluorescentes.

2,22, Tlya?2 antigénes (DT 5p et DM 31) & délecter, il faut done 2 antisérums marqués par 2 fluorochromes

différents. Lenrs X peiiaiton doivent &re proches et leurs A g0 diTérentes,
»  Parmi les flnorochromes proposés dans le docwnent 6, 2 sont inutilisables :

Hoeehst 33342, car A cuitasion < 4001, limite basse du filive BG 1
AHophycocyanine, €ar A suigisn > 650 num, limite haute du filtire BG 6
s Couple de flnorochromes choisi ;. FITC et Phycaérythrine
»  Filtre d’excitation : BG 2 ear A eison proches de 490 nm et A ausion > 560 nm
»  Tilire d’émission : BG 3 car A jugw, proches-de-520-nm-pour FITC ef de 575 nm pour la Phycoérythrine

2.23. Pas d antipéne présent ; pas de flnorescence, Ies cellules sont donc invisibles.

1-antigéne présent sur les.cellules.: 1 anticorps marqué sera fixé, done 1 couleur sera visible
2 antigdnes présents sur les cellules : 2 anticorps marqués seromt fixés, done 2 couleurs seront visibles
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311,

31.3,

3.2.1.

3.2,

3.2.3

Un vecteur phagique permet d*insérer de gros fragments d’ADN, donc d’ohtenir une banque de taille
plus petite par diminution du nombre de clones nécessaires.

BamH1, puisque son site de conpure est placé dans le SMC (site multiple de clonage) et qu*il permet de
formier des extrémités cohésives compatibles avec celles deo 1'insert.

Les clones recombinangs sent gam’, insensibles 3 Pinterférence avec le phage P2 et donnent des plages de
Iyse. Les atttles gant ‘et red” e sont-pas-indispensables-au cycle Iytique.

Fixation d’ane amarce sur ' ADN menocaténaire pour initier Paction de PADN yolymérase.
Elongation de 5’ en 37, .

Vtilisation de 4 ddXTP avee des marquages-par des-fluorochromes différents. ou placés.dans.des puits
différents.

Arrét aléatoire de 1’Elongation car absence de fonetion —OH.cn 3°,

Séparation €lectrophkorétique sur gel dénaturant, avec une résolution d’une hase.

Lecinve de 1a séquence du brin complémentaire,

On peut réaliser des cycles avec réutilisation de ’amorce, modification de la structure secondiire et
angmentation de la stringence.

Les olignuciéotides sont chargés négativement ct se déplacent vers I'anode. (pdle. ). La densité de
charge (c’est-i-dire le rapport entre Ia charpe élecirigue et 1a taille de Ia molécule) est constante, les
moléenles sont done séparées uniquement selon leur taille, les plus petites se. déplagant le plus
rapidement,

Télomdre : séquence d’ADN sitnée uux extrébmités des chromosomes,

Centromére : peint d’union des chromatides,

Séguence.consensus : hautement conservée, elle est spécifique d’un chromasome,.d’une espéce, ¢’est un
signal de reconnaissance moléculaive intervenant comme dans Pactivité d’un promoteur su comme
signal d’épissage.

CHROMOSOME INTERPHASIQUE CHROMOSOME METAPHASIQOUE

La fluorescence est obscrvée sculement sur les Lors de 1a métaphase, Pensemble du chramosome
téloméres et le centromére présentie une fluorescence visible (indiquée par les

pointillés), accentuée sur leg téloméres et le centromére
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EPREUVE PROFESSIONNELLE DE SYNTHESE
17" PARTIE : ETUDE DEPROJET  AUTRES ACADEMIES QUE LILLE/PARIS/VERSATLLES

Durée : 4 heures Coefficient : 4

L'usage d’un dictionnaire anglais-€angais et d*une caleulatrice est autorisé.

PRODUCTION DE FRAGMENTS I’ANTICORPS

La technologie des hybridomes permet la preduction d'anticorps moncclenaux. il existe une autre
wechnologie dénvée de celleci: production de fragments d’anticorps appelés scFV (single chain Fragment
Variable). Les génes des domaines variables réarrangés de la chafne lourde (Vy) et de la chaine légére (V)
préparés & partir d'une population de lymphocytes B matures sont clonés dans un vecteur d'expression procaryote
Phagique dérivé du phage M13.

A partir de cette bangue de phagemides recombinants, une banque de phages exposant & leur surface un type de
paratope d’anticorps est formée. .

Les phages spécifigues d'un antigéne d'intérét sont sélectionnés, isolés et amplifiés,

L’infection par les phages d'intérét conduit & la production d'une forme soluble du fragment d’anticorps appelé
s¢FV, Les seFV sont wtlisables comme réactif spécifique d'un antigéne pour la plupart des techniques
immunologiques.

{.-  Assemblage des génes Vyet V! constitution d’une banque de fragments s¢FV (17 points)

Le document 1 présente les Stapes successives pour obtenir un répertoire des différentes combinaisons entre
les génes Vyet Vi
Les génes ¥y et ¥V sont amplifiés séparément puis mélangés avec un fragment de liaison qui recouvre les deux
parties. Ce fragrnent de liaison (93 paires de bases) code le petit peptide qui lie Viy et V| dans les scFV.
Des cycles de réappariement ~ dénaturation, suivis de réamplification, générent une banque de gdnes Vy et Vi

reliés en phase pour &tre exprimés.

1.1. - Décrire" les différentes phases de la technique d’amplification utilisée dans 1'Stape a du document !
(PCR & partir d’ ADN de rate) sous forme d'un schéma en précisant ce qui se passe aux différentes
lempératures utilisées.

1.2, - Quel est I'intérét de I'&tape ¢ 7

1.3. - Parallélement 4 ia manipulation présentée sur le document 1, un témoin est réalisé en absence du
fragment de liaison (-L).
Une électrophorese sur gel d’agarose A 1 % permet de controler le résultat de la manipulation (+ L) et
du témoin {-L).

Faire un schéma annotd de I'électrophorégrammme attendu.
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2.-  Production de fragments d’anticorps par des bactéries (Escherichia coli TGI et HB) contenant le
phagemide pHENI recombinant (30 points)

Lorsqu’on utilise un vecteur de type phagemide pour la production de fragments anticorps, il est nécessaire
de mmettre en ceuvre un phage de complémentation fonctionnelle. Ce dernier apporte les éléments nécessaires aux

fonctions de réplication et d'smpaquetage.
Le phage de complémentation est aussi appelé phage assistant (phage helper). Dans ce cas précis, il s agit du phage
VS M13.

2.1, Emde de la structure du phagemide pHENI: vecteur utilisé pour l'introduction des scFV
{document 2).

Le produit d’expression du géne [T appeté pHIIT est une des protéines de capside du phage.
myctag est la séquence « étiquette » traduite en protéine permettant la reconnaissance et la purification
de la protéine de fusion,

Donner le rle des séquences suivantes !

- colEl on

~M13 ori

- amp (ampicilline)

- P lacZ (P = promoteur)
- Apal 1 et Not 1

o
™~

Réle de la séquence Ambre (Amber)

pHEN1 peut 8tre utilisé directement pour la production de fragments d'anticorps solubles, car un
codon STOP {(ambre = TAG) est inséré au niveau de la jonction du géne Vet du géne Iil.

Quand la production est réalisée avec une souche suppresseur &'E. coli (TG1), le produit obtenu fait
partie des protéines du phage, tandis que la production réalisée avec une souche non suppresseur de
E. coli (HB) conduit 3 la sécrétion de fragments d’anticorps solubles dans le périplasme et par dela,
dans le milien de culture.

Il est précisé qu'un géne dit suppresseur, est un géne qui code un t ARN fixant Glu et ayant subi une
mutation qui a pour résultat de changer I'anticodon de t ARN * en 5" AUC 3",

Expliquer la nature des produits de l'expression des génes clonés dans les deux souches de E.coli
TG et HB.

2.3. Etude des conditions de culture (document 3}.
2.3.1. Donner le mécanisme d'action de 'IPTG

2.3.2. En utjlisant le document 3, décrire ce qui se passe dans la cellule bactédenne contenant le
phagemide :

- dans la phase d'infection par le phage de compiémentation
- dans la phase de production,

2.4, Contrdle de la production

Le document 4 présente un protocole de production et de contrdle d’une protéine biosynthétisée par
E. coli transformée par un plasmide contenant le géne codant pour la protéine.

2.4.1. Donner la signification du sigle SDS.
Quels sont les rdles du SDS et les conséquences sur 1électropharése PAGE-SDS 7

2.42. Donner rapidement le principe de I'immunotransfert.
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Etude et utilisation d’un scFV (33 points)

Une banque phagique de fragment d'anticorps scFV est eriblée contre le proto-oncogéne c-Fos {un
facteur de transcription ubiquitaire).
Un vecteur pHEN! recombinant codant un scFV spécifique de c-Fos a & isolé et la protéine
correspondante a été préparée sous forme soluble.

3.1, Etude des caractéristiques du peptide myctag — scFV produit

3.1.1. Annoter les représentations schématiques comparées d'une molécule
d’immumoglobuline G (Ig G ) et d'une molécule de scFY proposées dans le document 5.

3.1.2. En dehors de I'absence des régions consiantes un scFV posséde les mémes propriéiés qu'un
anticorps monoclonal {Acm).
Exposer la caractéristique fendamentale commune & un Acm et 4 un scFV,

3.1.3. Proposer sans le déuailler un moyen simple et spéeifique de détecter le myctag-scFV lors de
dosages immuno-enzymclogiques.

3.2. Uiilisation du peptide myctag-scFV ; immunclocalisation de la protdine c-Fos dans des celluies
embryonnaires de rat en culture.
Un tapis de cellules subconfluentes est utilisé et soumis au protocole d’immunomarquage décrit dans
le document 6.
3.2.1. Analyse du proiocole,

3.2.1.1. Expliquer brigvement le rdle des 2 premiéres étapes A et B du protocole.

3.2.1.2. Pourquoi est-il préférable de réaliser I'incubation avec 1'anticorps fluorescent 3
I'obscurité (étape E) 7

3.2.2. Représenter  I'aide d'un schéma récapitlatif la déiection de I"antigéne cellulaire e~ Fos par
cette méthode.

3.2.3, Pour toutes les expériences, il est indispensable de réaliser des témoins. Quel tdmoin négatif
doit-on impérativement réaliser pour valider.la spécificitéd du marquage obtenu 7

3.3. Réglage du microscope 2 flucrescence
331  Les spectres d"absorption et d'émission du FITT sont représentés sur le document 7.
3.3.1.1. Rappeler les caractéristiques d'un fiuorochrome.

3.3.1.2. A I'aide du decument 7, déterminer les longueurs d' ondes utilisées pour I"excitation
et |'émission du FITC,

3.3.1.3. Le microscope i fluorescence utilisé propose différents types de filires dont les
caracléristiques sont résumdes dans le document 8.

Quel(s) filtre(s) peut-on choisir 7 Justifier la réponss.

132, Les résultats de la manipulation sont représentés dans le docurnent 9, Analyser les résultats et
conclure.
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Méthode :

DOCUMENT 1

Pour obtenir les banques de scFV, I' ARN cytoplasmique est isolé d'un peol de rates de souris. Le
cDNA est réalisé en atilisant une transcriptase reverse, Les amorces qui encadrent les génes
recherchés sont VHIBACK et VHIFOR d'une part et VLZBACK et YL4FOR d’autre part.

étape a : Les répertoires Vy et Vi, sont amplifiés 2 partir des cDNA par 25 cycles de PCR (94°C
1 min, 60°C 1 min, 72°C 2 min

dtape b : Apris purification sur gel les fragments amplifiés sont mélangés avec 300 ng de fragment
de Tiaison dans 25 pL de mélange réactionnel pour PCR sans amorces et subissent 7 cycles (94°C
2 min, 72°C 4 min) pour faire la jonction des fragments puis amplifiés pendant 20 cycles (94°C
1.5 min; 72°C 2.5 min) en utilisant les amorces VH1BACK et VL4FOR.

étape ¢ ; Finalement les produits obtenus sont purifiés sur gel et ré-amplifiés avec les amorces
VHIBACKApal let VL4FORNot] (versions «étiquetées » des amorces d’origine} pour faire

apparaftre des sites de restriction.

VHIBACK VHIFOR VL2BACK VL4FOR
5 4 — i
génes
Vyet v Vu Vi
réarrangés v DI v J
élape a
répertoires
VetV
Vu Vi
ftape b \/ mélange avec le
l fragment de liaison
s
_— T

Fragment de liaison (L)

étape ¢ l
Apal.l Not 1

Répertoire de
scFV assemblés J———-l:l——l—

_—

Yy Vi
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Apal 1
Not 1

DOCUMENT 2 Amber

DOCUMENT 3

In pHENI the production of the pllI fusion is undear the contrel of the lacZ promotor which is inhibited with
glucase and induced with iscpropyl D thiogalactoside (IPTG) {de Bellis 1990). Because the expression of
piI prevents infection with helper phage, the bacteria harboring the phagmid vectors are grown in the
presence of glucose, After infection with helper phage the bacteria are grown in the absence of glucose but
with IPTG : sufficient antibody-pill fusion is produced fer packaging into phage.

DOCUNMENT 4

Méthode

250 ml. de milieu L sont inoculés avec une suspension de £ colf transduite et placds 4 37°C. Quand
I'abscrbance du milieu atteint 0,9 I'TPTG (0,4 mmol.L") est ajouté et la culture poursuivie pendamt 3 heures.
Les cellules sont collectées et placées dans un milieu permettant ' éclatsment des parois, Le lysat est analysé

par électrophordse sur gel de polyacrylamide en présence de SDS. La recherche de la protéine produite est
réalisée par imumuno-transfert.

DOCUMENT 5

STRUCTURES COMPAREES D'UN scFV myctag SOLUBLE ET IWUNE 1gG

Représentation 4 la méme échelle
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DOCUMENT 6

PROTOCOLE D' IMMUNOFLUORESCENCE

Vacabulaire :

coverslip = lamelle de vemre circulaire utilisée comme support de culture pour les cellules adhérentes lors
d’expériences d'immunofluorescence,

A~

Méthanol/Acétone Fixation and permeabilization.
1) Grow cells on glass coverslips.
2) Tumerse coverslips in ice-cold methanol : acetone (E:1) ; incubate at — 20°C for 10 minutes,

Blocking
Place the coverslips cells-side-up on & piece of filter paper inside a petri dish. Cover the cells with blocking

buffer {1 % BSA in PBS) for 10 minutes to minimize non-specific adsarption of the antibodies to the
coverslip (23-50 pl is usually sufficient).

Incubation with anti ¢-Fos myctag-scFv (Primary antibodies)

1) Remove the blocking buffer

2) Dilute primary antibody to 10 pg.mL’in blocking buffer,

3) Distribute 40 pl of the primary antibody on each coverslip and incubate for 45 minutes at room
lemperature,

4) Wash coverslips three times in PBS, 5 minutes each wash.

Incubation with 9E10 mongclonal antibedies {Secondary Antibodies)
Myc epitope of myctag-scFv peptide is revealed by monoclonal antibodies which are produced by 2E10

hybridoma cell line.

1) Add enough secondary antibody solution to cover the suiface of each coverslip.
2) Incubate for 30 minutes at room temperature.
3) Wash coverslips three times in PBS, 5 minutes sach wash.

Incubation with anti-mouse antibodies conjugated to FITC flunrochreme (Ternary antibodies)
13 Add enough antibedy solution to cover the surface of each coverstip (usnally 10-25 ul).,

2 Incubate for 30 minutes at room temperature in the dark.

3) Wash coverslips three times in PBS, 5 minutes each wash.

Preparation for Microscopy
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DOCUMENT 7 : SPECTRES D’EXCITATION ET IPEMISSION DU FITC
100

300 ' 41‘1.0 e
Wavelength (am)
DOCUMENT 8: FILTRES POUR MICROSCOPES A FLUORESCENCE

Filtres Filtre d’excitation Filtre de lecture
G¥FP fuorescence 425+ 30 pm 475
GYP plus fluorescence 480 % 20 nm 510
GFP - plant ' 470+ 20 nm 325
UV fluorescence 360+ 20 nm 420
Violet fluorescence 425 £+ 20 nm 475
Blue fluorescence ' 470+ 20 nm 515
Green fluorescence 545 £ 5 nm 590

DOCUMENT 9 : IMMUNOLOCALISATION DE LA PROTEINE ¢-FOS ENDOGENE

Echelle
=50 um

Les cellules sub-confluentes ont été traitées selon le protocole d'immuonefluorescence décrit dans le document &,

a, - Témoin négatif (proposé dans ia partie 4-2-3).

b.- Révélation de lz protéine c-Fos par le fragment " anticorps mycteg-scFV spécifique de c-Fos,
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EPREUVE PROFESSIONNELLE DE SYNTHESE
2™ PARTIE : REALISATION PRATIQUE D’OPERATIONS DE GENIE BIOLOGIQUE
Durée : 8 henres Coefficient : 8

Documents non autorisés
4 feuilles de papier miflimétré

MISE AU POINT ID?UNE TROUSSE DE DIAGNOSTIC DE VIROSE

PREMIER JOUR (durée : 6 h 30 + 1 heure pour repas pris sur place)

La méthode de fixation du complément peut &tre utilisée pour le diagnostic sérologique de nombreuses affections

virales,

Une équipe se propose d'appliquer cette méthode an dépistage d'une nouvelle virose.

Dans ce sujet, on traitera quelques aspects de I'élaboration d'un "kit diagnostic™.

La préparation de ce "kit" nécessite de produire des antigénes viraux. Ces antigénes sont obtenus par muitiplication
du viras dans des celiules animales cultivées in vitro. Le maintien in vitro de ces cellules est subordonné & un
entretien régulier : surveiliance des contaminations et repiquage des cultures

Afin d’optimiser le cofit des repiquages, on envisage Iétude d'une nouvelle endopeptidase destinée & remplacer la

trypsine.
La mise au point de la réaction de fixation du complément suppose un dosage préalable du complément.

1 - ENTRETIEN DES CULTURES CELLULAIRES

1.1 - Surveillance des contaminations

Dans ['unité de culture cellnlaire, des contaminations bactériennes sont depuis quelque temps & déplorer. La
bactérie responsable de ces contaminations a été isolée en culture pure sur gélose nutritive incline.

Chaque candidat dispose de :
- une culture de 24 h du contaminant notée "X contaminant”, X étant le numéro du poste.

Procéder A l'identification de cette souche.

Les miliews nécessaires seront déliviés par un examinatenr aprés remise d'un compie rendu comportant les
&léments d'orientation et un choix de milieux justifié.

Les examens microscopiques el les tests enzymatiques dotvent étre présentés & un examinatenr,
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1.2 - Détermination de la CMI de ]a gentamycine vis-3-vis du contaminant

Un antibiogramme a montré la sensibilité du contaminant 4 Ia gentamycine.

Pour éviter de nouvelles contaminations, il est envisagé d'ajouter cet antibiotique au milieu de culture des
celiules. Afin de cibler 1a dose efficace de gentamycine, on détermine la conceniration minimale inhibitrice
(CMI} pour le contaminant X,

Chaque candidat dispose de
- une culture de 24h du contaminanut en gélose nutritive inclinée, tube noté "X contaminant” (méme
tube que 1.1)
- un tube contenant 5 mL de solution mére de gentamycine & 1024 mg.mL-1
- un flacon de 25 ml. de bouillon Muller Hinton
- tube de 5 mL d'eau physiologique
- trois tubes de 9 ml, de bouitlon Muller Hinton
- 20 tubes & hémolyse stériles
- 25 pipettes de 1 mL stériles

Protocole

- A partir de la solution mdre de gentamycin, réaliser en bouillon Muller Hinton une gamme de
dilution de 14 tybes selon une progression géométrique de raison 2 sous un volume final de 1 mL,
- Réaliser une suspension bactérienne en eau physiologique d'opacité 2 sur 'échelie de Mac Farland.
Préparer l'inoculum standard en effectuant une dilution 10-2 en bouillon Muller Hinter: de cette
suspensicn.

- Inoculer chaque tube de la gamme de gentamycine avec 1 mL d'inoculum standard,

- Réaliser Je ou les témoin(s) nécessaires.

- Incuber 18-24h & 37°C

Compte-rendu :

- Réaliser un tableau récapitulatif de la composition des tzbes,
- Justifier la composition et préciser le cdle du ou des témoin(s) réalisé(s).

1.3 - Vérification des flacens de cultures cellulaires i repiquer
Chaqus candidat dispese de :

- 2 flacons de la culture cellulaire notés Xa et Xb : cellules animales adhésentes cultivant en
monogouche dans du milieu MEM (Minimum Essential Medium) additionné de 10% de sérum de
veau foetal.

- 2 milieux d'isolement coulés en boite de Pétri : une gélose nutritive et une gélose lactosée de
Drigalski.

Protocole ©

- Décrire I'aspect des cultures observées au microscope inverse,

- Choisir un flacon afin d'effectuer le repiquage; justifier ce choix en énumérant les critdres pris en
compte.

- A partir de l'nutre flacon, rechercher un éventuel contaminant, Procéder 4 son isolement sur les denx
milieux mis & dispositicn
Tous les examens microscopiques réalisés dofvent étre présentés & un examinateur.

Compte-rendu *
- Tustifier le choix des milieux d’isolement utilisés.
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1.4 - Repiquage des cellules
Le repiquage est réalisé sur le flacon sélectionné en 1.3.

Chaque candidat dispose de :
- tampon PBS sans calcium, stérile : noté “PBS"
- solution de trypsine stérile : noté “trypsine”
. milieu MEM stérile additionné de glutamine et de 10% de sérum de veau foetal : noté "MEM+"
- golution de bleu Trypan : noté "bleu Trypan”

Protocole :

La manipulation est effectuée sous hotte & flux laminaire (rhise & part la numération) en présence d'un
examinateut,

- Eliminer le milieu de culture et laver le tapis celfulaire avec 5 ml de PBS sans calcium.

- Introduire 2 mL de solution de trypsine. Laisser agir 30 secondes & température ambiante, puis
rejeter la trypsine de manigre A ne laisser qu'une fine couche de lignide sur le tapis cellulaire.

- Laisser agir & 37°C en surveillant Faction de la trypsine toutes les 2 minutes.

- Introduire 5 ml, de milien MEM+ et homogénéiser soigneusement.

- Prélever une partie aliquote de la suspension cellulaire afin de réaliser une numération uitérieure
en cellule de Malassez sur 0,2 mL de suspension additionnée de 0,05 mL. de bleu Trypan.
Rappel : le quadriilage de la cellule de Malassez comporte 100 rectangles et délimite un volume
de 1uL.

. Transférer 1,5 mL de suspension dans un nouvesu flacon, Compléter 3 5 mL avec le milieu MEM+.

- Placer le flacon 3 l'étuve & 37°C en atmosphére air + 5% COq

- Effectuer la numération cellulaire prévue,

Compte-rendu :

- Donner le résultat de la numération ; nombre de cellules totales par mL dans la suspension
cellulaire.

- Calculer Je pourcentage de viabilité.

- Calculer le nombre de cellules viables introduites dans le nouveau flacon de culture,
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2 - ETUDE D’UNE NOUVELLE ENDOPEPTIDASE UTILISABLE POUR LE REPIQUAGE
Atin de diminuer le prix de revient des manipulations, on a parifié une endopeptidase E d*origine
bactérienne (Bacitlus) qui pourrait remplacer la trypsine avantageusement,

Avant d'utiliser cette enzyme, on désire connaftre [e taux de purification entre I’extrait brat et Pextrait
purifié.

2.1- Détermination de la concentration d’activité catalytique de chaque extrait
2.1.1 Principe du dosage

Le substrat utilisé est un substrat de synthése (N-benzo-arginyl paranitroanilide ou L-

BAPNA) :
@ —CO-NH - H-_—CO—NH—©_N02
(CII'IZ)a
NH
o
HN =C—NH, L-BAPNA

11 est hydrolysé en N-benzoyl-L-arginine (BA) et paranitroanilide (PNA) selon Ia réaction :
L-BAPNA+H:0 L-BA + PNA

Le PNA est un composé coloré en jaune qui permet un dosage colorimétrique. On
détermine la quantité de PNA formée par mesure de 1"absorbance 3 405 nm.

Donnée : Sgs o = 11 600 L.mol™.cm”
Remarque : A cause de sa faible solubjlité, le substrat (L-BAPNA) est utilisé dans un
milieu contenant du diméthylsulfoxyde (DMSQ).

2.,1.2. Manipulation

Chaque candidat dispose de :

- un extrait brut d’enzyme B, , noté « E, cinétique »
- un extrait purifié By, noté « E; cinétique »

- une solution de BAPNA-DMSO & 0,025 moi.L"

- une solution de TRIS %10

- une solution de tampon TRIS dilug DMSO

- une solution de DMSO

Protocole :
® Préparation de la sclution de travail « § » L-BAPNA-TRIS-DMSO

Cette soluticn est A préparer au moment de I"emploi, selon le protocole suivant :
Introduire dans une ficle jaugée do 20 mL :
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# Dosage :

~ 1 viL de L-BAPNA-DMSC 0,025 mol.L”
- 3 mL de PMSO

- 2 mL de tampan TRIS x10

Compléter & 20 mL avec de I'ean distillée.

La vitesse de téaction est mesurée par méthode cinétique (2 essais avec E, et 2 essais avec Ep)

- Longueur d'onde : 405 nm
- Cuve A usage vnique : 1 ¢m de trajet optique
- Température de mesure constante précisée au candidat en début d*épreve.

Dans une cuve, intraduire successiverent :

- solution de travail « 8 » v eccisrennsme e
- tampon TRIS-dilué DMSO
Déclencher la réaction en ajoutant :

- I’ extrait enzymatique & (ESIEr e B 0,1 mL

Mesurer les variations d’ absorbance en fonction du temps pendant 2 minutes.

22 . Détermination dela concentration en protéines de chaque extrait (méthode de Folin-

Lowry)

‘Chaque candidat dispose de :

Protocole :

- un extrait brut B, , déja dilué au 1/20 dans de I'ean physiologique, noté « E;
protéine »

- un extrait purifié Fs, déja dilué au 1710 dans de 1'eau physiologique, not€ « By
protéine »

- une solution étalon mére de protéines A 2,5 g.]’_,'l

- une solution alcaline de CuSQ4 (distributeur)

- une solution de réactif de Folin diluée au ¥4 (prét & I'emploi)

® Gamme d'étalonnage :

® Dosage :

A partir de la solution étalon mére de protéines 4 2,5 gL, préparer une solution fille
permettant de réaliser une gamme de tubes contenant entre 50 et 250 pg de
protéines, Compléter chaque tube a 1 mL avec de I'eau physiologique.

Ajouter 3 mL de solution alcaline de CuSO4 (distributeur) ; agiter ; attendre 10
minutes.

Ajouter 0,3 mL. de réactif de Folin (prét & I'emploi) ; agiter ; attendre 30 minutes et
lire I’ absorbance A 700 nm.

Réaliser 2 essais pour chaque extrait. La prise d’essai de Pextrait «E protéine »
ou « B, protéine » est de 1 mlL.
Traiter comme la gamme.
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2.3 - Compte-rendu

2.3.1. Concentration d’activité catalytique des extraits

Tracer les graphes Absorbance = f{temps) et calculer 1a vitesse initiale en unité d'absorbance
par minute pour chague extrait.

Eitablir Iexpression littérale donnant la concentration d'activité catalytique en U} par mL,
d’extrait puis calculer cette concentration d’activité catalytique pour chaque extrait.

2,3.2. Concentration protéique des extraits

Présenter sous forme de tableau, la composition des tubes (gamme et easais) Ainsi que les
résultats expérimentaux du dosage des protéines,

Déterminer la concentration massique en protéines de chaque extrait

2.33. Bilan

Déterminer le taux. de purification {ou enrichissement) de 1"extrzit By par rapport & I'extrait
Ey,

3 - TITRAGE DU COMPLEMENT UTILISE DANS LA TROUSSE

La mise au point de la réaction de fixation du complément nécessite un dosage préalable du complément, dans
les conditions de son utilisation dans le « kit ».
On se propose de réaliser le dosage d'un lot de complément en microplague.

Chaque candidat dispose de :
~ un lot de complément & doser (volume fournt : 200 L) noté « complément »
- taropen Véronal-Caleium-Magnésiam noté « tampon véronal »
- une solution d’antigéne viral, notée « Ag viral »
- systéme hémolytique = globules rouges de mouton (GRM) sensibilisés par des anticorps de lapin anti-
GRM, noté « systéme hémolytique »

Pretocoles :
Réalisation de la gamme :
- Diluer le complément au 1710 en tampen véronal

- Réaliser en microplaque des dilutions en série de ¥z i (¥2) & partir du complément au 1/10, en tampon
véronal. Le volume final est de 50.uL.

- Ajouter dans toutes les cupules 25 pL d*antigéne viral,

- Recouvrir d'un film adhésif et incuber 15 minutes & 37°C,

- Ajouter dans toutes les cupules 60 pL de systéme hémolytiqus.

- Recouvrir d’un film adhésif et incuber 30 minutes & 37°C.
Réaliser en paralléle un témoin systéme h&molytique,

- Centrifuger 3 minutes & 1500 rpm.

- Effectuer la lecture : pour chaque cupule abserver §'il y a ou non hémelyse.
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Compte rendu :

- Réaliser un tablean donnant la composition des cupules et les résultats observés,
- Donuer la composition et le rdle du témoin systéme hémolytique.
- Détermirer le titre du complément :
- Rechercher 1a plus forte dilution produisant encore une hémolyse totale. Par définition, les
30 pL. de cette dilution contiennent une unité de complément.
- Caleuler e titre du lot de complément 4 doser, exprimé en unités par mL.

DEUXIEME JOUR (durée :§ H 30)

1. Surveillance des contaminations : identification du centaminant

- Procéder a la lecture des milieux ensemencés,
- Conclure.

2. Détermination de la CMT de la pentamycine vis-h-vis du contaminant

. Effectuer la lecture et rédiger les résultats en complétant le tableau fourni.

- Aprés avoir déterming la CMI, calculer le volume d'une solution de gentamycine stack &
10 gL & introduire dans 5 mL de milieu de culture cellulaire afin de prévenir les
contaminations bactériennes.

3. Vérification des Aacons de culture & repiguer : isolement du contaminant
- Procéder a I'observation des milieux d’isolement
- Effectuer les examens nécessaires afin do déterminer si le contaminant isolé peut étre le

méme que celui identifié et reconnu responsable des contaminations déj observées dans
I'unité de cultures cellulaires.
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EPREUVE DE FRANCAIS GROUPE 1 : SYNTHESE DE DOCUMENTS
Durée : 4 heures Coefficient : 2

L'USAGE DES CALCULATRICES ELECTRONIQUES EST INTERDIT

Vous ferez des documents sitivants, consacrésanx fonctions du: jouet, une synthése objective, concise et ordonnée.

Dans uri¢ conclusion personnelle, vous dornerez votre apinion sur ke {idme proposé,

Document 1 : RABECQ et MAILLARD

& Jeux et jouets s
Histoire du jouet, 1962, Hachette

Document 2 3 Charles BAUDELAIRE

« Le joujon du pauvre ».
Le Spleen de Paris, 1869

Document 3: - Entretien avee Gilles BROUGERE _
50 Millions de Consommatzurs, novembre 1995
Document 4 : Cathérine SIMON
«Le Pere Noél ne fait pas de cadeany
Le Monde, 13 décembre 1997
Document 5 3 Sommaive du catalogue de jouets TOY’R’US, No&l 1999
DOCUMENT 1

Les jeux et les jousts ont des origines multiples. L'instinct soclal, le désir de
rencontrer leurs semblables et d'exercer avec eux une activité plaisante, le besoin
de délassements, plus agréables s'ils sont partagés, ont sans doute poussé les
hommes a inventer, & partir d'objets divers, des régles oll le hasard, le calcul, ia
mémioire tiennent une place dont limportance varie selon les jeux. Le caractére
collectif des jeux parait indéniabie:

Il semble pourtant que cette explication ne soit pas la seule valable: Sil'orr en
croit Pascal et La Bruyére, le jeu n'aurait d'autre source que le désir de fuir les
soucis et de sorlir de soi. De tout temps, les hemmes, «pleins de causes
essentielles d'ennui », ont. éprouvé’ l4- mémie soif d'évaision,. | méme: impérieux désir
de divertissement ; c'est pourquoi saris-doute taus les peuples sur toute la surface
du giobe, ont lnventé des jeux:

Mais d’oll viennent les jousts 7 Il se pourrait que les premiers: dientre: eux
sient une origine familiale, et que, @ l'dge des cavernes déjs; des mamans
excédées, en proié & des besognes diverses, alent denné & leurs:bébés, pour avoir
la paix, des cailloux polis, des coquillages, de rudimentsires poupéas semblables &
celles que Pon trouve encore aujourdhui chez les peuplades primitives. Comrmie le
petit chat, auquet il ressemble encore par bien des cotés, le tout petit enfant joue
aves un hochet, écoute tinter un grelot ; devenu plus grand il s'enivre au bruit d'une
crécelle, chevauche un cheval de bois, dorlote une poupée ou range des soldats en
bataille suivant son &ge et son sexe. Mais il reste seul en face de ses jousts.

On peut ainsi distinguer, en gros, le jeu, qui requlert plusieurs participants
soumis & des lois bien déterminées, du jouet, objet individuel & partir duquel
limagination enfantine crée des régles essentiellement momentanées, varlables et

fantaisistes. [...J ‘
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DOCUMENT 1 (suite)

~ Si I'on envisage la question des jouets sous I'angle historique, on constate

que, parmi tous ceux qui sont propres aux enfants, il en est d'immuables. Poupées,

hochets, chariots, etc.,, remontent a la plus haute antiquité. Certains d'entre eux

disparaissent pendant des siécles pour reparaitre soudain sous leur forme primitive,

30  sans que l'on sache trop bien pourquoi. Il en fut ainsi du yoyo, connu sous le nom

d'émigrette pendant le Directoire et déja représenté sur les vases grecs du V° siécle

avant notre ére. Le diabolo, dont Watleau a laissé une si charmante image, aprés

avoir fait la joie des Merveilleuses et celle de nos grand-méres, divertit encore
aujourd'hui quelques adeptes,

35 A coté de ces jouets éternels, engendrés sans doute par de trés profonds
instincts, il en est d'autres qui naissent, meurent ou se transforment au gré d'une
mouvante actualité, qu'elle soit politique, économique, sociale, artistique,
scientifique ou technique. Ceux-la reflétent les grands événements de la vie d’'un
peuple.

40 lls ont pour origine une guerre, un scandale politique ou financier, une
inventiom nouvelle, une réalisation technique importante, une chanson.
Essentiellement éphéméres ou variables dans leur forme, ils connaissent,
momentanément du moins, autant de succds que les jouets {raditionnels qu'on
abandonne parfois a leur profit mais auxquels, semble-t-il, on revient toujours.

DOCUMENT 2 (1) fuliginenx : noirci comme par la suie des cheminées

Sur une raute, derrigre la grille d'un vaste jardin, au bout duquel apparaissait
la blancheur d’un joli chateau frappé par le soleil, se tenait un enfant beau et frais,
habillé de ces vétements de campagne si pleins de coquetterie.

Le luxe, linsouciance et le spectacle habituel de la richesse rendent ces
“ 5 epfants-1a si jolis, qu'on les croirait faits d'une autre péte que les enfanls de la
médiocrité ou de la pauvreté.

A c6té de lui, gisait sur I'herbe un joujou splendide, aussi frais que son maiire,
verni, doré, vétu d'une robe pourpre, et couvert de plumets et de verroteries. Mais
I'enfant ne s'occupait pas de son joujou préféré, et voici ce qu'il regardait.

10 De l'autre coté de la grille, sur la route, entre les chardons et les oriies, il ¥
avait un autre enfant, sale, chétif, fuligineux (1), un de ces marmots-parias dont un
ceil impartial découvrirait la beauté, si, comme l'osil du connaisseur devine une
peinture idéale sous un vemis de carrossier, it le nettoyait de la répugnante patine
de la misére.

15 A travers ces barreaux symboliques séparant deux mondes, la grande route
et le chéteau, I'enfant pauvre montrait & Penfant riche son propre joujou, que celui-ci
examinait avidement comme un objet rare et inconnu. Or, ce joujou, que le petit
souillon agacait, agitait et secouait dans une boite grillée, c'était un rat vivant | Les
parents, par économie sans doute, avaient tiré le joujou de la vie effe-méme.

20 Et les deux enfants se rigient 'un & l'autre fraternellement, avec des dents
d’une égale blancheur.
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DOCUMENT 3 LE JOUET DOIT RESTER UN OBJET FRIVOLE

Quelle place occupe Je jouet dans Funivers de l'enfant ? Le professeur
Brougére, responsable du Département des sciences du jett a 'université Paris-
Nord, nous livre ses réflexions.

« 50 » : Quel rdle [e jouet tient-il dans le développement des enfants ?

Gilles Brougére : Sur ce sujet, jessale d'avoir une vision scientifique. Je ne suis
pas li¢ & un lcbby, par exemple celul des fabricanis de jouets, qui a interét &
défendre l'idée que le jeu ou e jouet contribuent au dévaloppement de Penfant,

Aux Etats-Unis et en Grande-Bretagne, on a essayé de montrer qua
Putilisation du jouet — ou que le jeu — pouvait, dans un certain contexte, rendre les
enfants plus créatifs. C'est peut-&tre vrai, mais les etudes expérimentales ne le
prouvent pas. Je suis persuadé, en revanche, que le jouet a un role social. If
intervient dans la relation entre parents et enfants. Le fait qu’il soit un cadeau, qu'il
Implique une relation entre le monde des petits el celui des adultes est trés
important. Des relations culturelles se nouent : le jouet apporte des contenus et des
éléments de stimulations du jeu. il est indéniable qu’un enfant qui joue va prendre du
plaisir, se sentir mieux et étre heureux. De méme, le jeu a un bénéfice immédiat,
Mais, de |a & prétendre que le joust est un facteur de maturation de I'enfant..., c’est
éminemment contestable. Aujourdhui, certains spéciaiistes de développement
humain contestent l'idée que le jeu puisse avoir un bénéfice & long terme.

Dans I'immédiat, Fenfant développe une activité qui a un sens et qui lui fait
plaisir, Mais je crois que I'on sous-estime beaucoup ta dimension sociale de l'activité
ludique. Dans les sociétés ol leg enfants travalllent, le jeu vient se greffer sur le
cadre social ; dans nos sociétés, ol F'enfant n'a pas d'autres activités, le jeu est
important. |l n'est pas étonnant que le jeu soit une activité de faux-semblant, 1l se
développe d'autant plus que Fenfant ne fait pas du vrai. Si un enfant est non actif et
quiil s’ennuie, cela ne sera pas favorable & son bien-étre immédiat, En revanche,
une activité ludique qui le passionne est un élément important de son équitibre,

Le jouet est une composante de funivers de 'enfant, qui lui permet d’exprimer
des éléments culturels préalables. La différence culturelie entre filles et gargons, par
exemple, n'est pas créée par le jouet : il n'est gu'un relais permettant aux petits
d'exprimer des différences. Tout cela résulte d'un contexte social complexe. L'enfant
recherche une identité et, parfois, & un moment ol it a besoin de se distinguer de
Pautre sexe, renforce ses différences alors que son entourage y accorde peu
d’importance. Mais Il faut savoir que le pble masculin est, en général, plus valorisé
par les adultes. ‘

Le jouet contribue a forger l'identité culturelle. 1l en est un relais et peut méme
la renforcer dans certains cas, mais ce n'est pas un isolat culturel].
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DOCUMENT 3 (suite)

« 50 » : Quelle place tient le jeu dans la sociabilisation des enfants ?

G.B. : Dans le présent, il tient une place importante. Mais la sociabilisation ne passe
pas uniquement par le jeu — & cet égard, on le surestime. On pense géneraiement
que le jeu est fondateur de sociabilité. Or, c'est I'nverse. Les enfants sont dans un
cadre de sociabilisation potentielle : ils sont ensemble parce gqu'on les a mis dans
cette situation, sans leur demander leur avis. Le jeu sert plutét & Fenfant & vivre
cette sociabilisation, & lui donner un contenu. 1l permet aussi de sélectionner, parmi
les partenaires possibles, ceux avec lesquels il va développer des relations. La
sociabilité enfantine est donc trés déterminée par des organisations qui échappent &
l'enfant.

« 50 » : Comment analysez-vous le réle de la télévision 7

G.B. : A travers la publicité ou les dessins animés, il existe un relais qui fait que la
culture de Penfant a des sources multiples, dont le joust nest gu'un élément. Grace
& lui, lenfant va entrer en relation active avec sa culture. Donc llintéricriser de fagon
beaucoup plus forte et prendre plus de liberté. Ensuite, il va étre créateur — ou
recréateur — de sa culture dans son activité judique. Le jeu et le jouet ont ainsi un
statut important dans cette construction culturelle du présent. Stéphane Kline,
chercheur & Vancouver, a publié des travaux sur les jouets jssus de séries
télévisées. On s'apergoit que Pexposition & la télévision incite & reproduire les
éléments tirés des séries et qui s'imposent comme régle du jeu. On sait également
que ces jeux seront d’autant plus importants que le temps passé devant le petit
é&cran sera long. Est-ce un bien ou un mal ? Stéphane Kline n'y est pas favorable,
parce que la culture de nos enfants est entre les mains des fabricants de jouets.
Mais, en chercheur honnéte, il arrive & la conelusion gu'en ne peut pas prouver gque
c'est mal,

Autre exemple : on peut avoir été passionné de Barbie et avoir rompu
culturellement avec ce passé. Cela ne veut pas dire que le jeu n'a pas-eontribué & la
construction de la personnaiité. Mais c'est généralement un &lément qui intervient
dans un contexte trés complexe. Ce qui est important, ce n'est pas Barbie en tant
que telle, mais |a fagon dont Penfant Vinterpréte a la lumiére de sa culturs, de son
entourage et de ce qu'il vit. Dans les milieux plus défavorisés, cette poupée est plus
valorisée parce gu'on y apprécie le coté réve.

« 50 » : La tendance au développement du jeu {des jouets) solitaire est-elle une
réponse a la moins grande disponibilité des parents 7

G.B. : C'est un fait culturel : notre société a vu se développer les occupations
solitaires, et je crois que le jouet rentre dans ce processus. Le jouet est sans-doute
constructeur de la capacité de Fenfant & avoir des activités culturelles solitaires,
mais joue-t-if un role & long terme ? C'est une piste de reflexion.
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DOCUMENT 4

Assis & la sortie du magasin, le Pére Noél prend son service. Il a des yeux
tristes et une barbe synthétique quil caresse maladroiternent, pour faire croire
gu'elle est vraie. Les gosses s'agglutinent et se poussent du coude, Un blondinet
hilare est finalement hissé sur les genoux du préposé au manieau rouge. Le gosse
sourit au photographe, qui agite un hochet & la hauteur de 'objectif. L’éclair du flash
crépite. Une petite bat des mains.

« il faut miser de l'argent, c'est le principe », explique une adolescente de
treize ans, essayant de convaincre son pére d'acheter « Destins », le jeu de ia vie,
L'nomme se penche sur le coffret pour lire la notice. « Celui qui joue le mieux, il
gagne Je plus. C'est super bien | », jubile la.gamine. Le pére hésite. « Franchement.
ils nous prennent pour des débifes », soupire une jeune femme. « Tous ces jeux
avec de Fargent, toute celfe compétition, c'est nul ! ». Le coffret convoité sous le
bras, {'adolescente suit son pére vers le rayon des jeux vidéo. « Le pire, c'est la
violence », poursuit la jeune famme. « Certains enfants, surfout les garcons, & force
o'éire baignés la-dedans, ils ne font plus Ia différence entre e jeu et la vraie vie. lls
ne voient méme pas la limite. Vous avez vu, 'hisfoire du gosse qui s'est fait tuer &
Saint-Priest 7 », ajoutet-elle, en reposant un jeu éducatif dont le but est de sauver
des trésors archéologiques. « Ce qui inquidte, c'est de voir que la violence chez les
Jeunes, ca commence de plus en plus t&f, a8 dix, douze ans, assure-t-elle. Dans ma
cifé, les gosses du quartier, on les appelle les Gremiins, comme dans le film. Parce
qu'on ne sait plus si ce sont des enfants ou des monstres ». Elle saisit un nouveau
coffret. C'est un jeu policier dont l'intrigue a lieu en Asie. « Dans le fond, e gosse qui
a tué, peut-étre qu'il n'avait pas assez joue quand il était petit ? », s'interroge-t-elle a
voix haute.

« Avec taus les moerts qu'ils voient déjz a la télé | Des armies, c’est hors de
question qu'on en achéle, les gosses sonf assez bagarreurs comme ¢a, C'est pas la
peine d’en rajouter », décréte Janing, femme de ménage et mére de cing enfants.
Son mari, gardien de nuit, approuve. « Les gens qui fabriquent ces frucs-Ia, iis
donnent une image de la vie qui n'est pas belle », ajoute Janine. Un avis assurémant
peu partagé par les professionnels du jouel. « Se bagarrer et fouer & la guerre sont
deux choses différentes. Quand des enfants jouent a la guerre, ils construisent une
histoire : it y & les bons et les méchants, des régles & respecter ef donc des limites &
ne pas franchir », estiment Cécile Velasco et Anne Doumenc, dirigeantes de|a
société lyonnaise d'experts-conseils Junior City. « Un gosse qui se bagarre n’a pas
celte distance, cette maitrise . il sort de.ses gonds, il agit par frustration, par colére,
sous le coup d'une pulsion », assurent-elles. Pour la majorité des spécialistes « de
la jeunesse », le vieux débat sur I'inné et 'acquis n'a plus de raison d'étre. « Méme
si sa mére est une wonderwomari(1), la petite fille a besoin, 8 un moment de sa vie,
de jouer a la maman et 4 la dinette. Pendant que le gargon, Iui, va jouer 4 la
guerre », considére Mme Doumenc. Faut-il, pour autant, associer le laid st ls brutal
au sexe masculin ?
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DOCUMENT 4 (suite)

Ou parer de vertus {viriles) Iinstinct de domination ? Au rayon Jouets gargons
des hypermarchés, le pistolet Guerre des étoiles et 1a carabine Western se vendent
moins de 90 francs piéce. Et les mercenaires d'Action Man, petites figurines
masculines équipées de lance-bazookas qui « firenf vraiment» ou de grenades
« mega-explosion », fort un malheur. Il existe méme un Action Man avec « chien
policier qui aboie », d'un réalisme saisissant. Rien de tel chez les filles et ce n'est pas
nouveau, La bagarre et la guerre restent le monopole des males. L'univers rose-
paillettes de la poupée Barbie, la trousse d'infirmiére et la kitchenstie en plastique
demeurent e royaumne des filles.

Deux enquétes réalisées, a dix ans d'intervalle, en 1985 puis en 1995, par
Plnsee ont confirmé que « fe choix des articles donngs & l'occasion des féles de fin
d'annéa esf orienté en priorité par le sexe et 'dge du destinataire ». Mais qui, des
parents, des enfants ou des fabricants, fait réellement le choix 7 « Secrate alchimie ! »,
répond Mme Velasco. « De toute fagon, dans ces prix-l, qu'est-ce qu'on nous offre
drautre 7 », grommelle un client d'hypermarché. « On ne peut rien y faire, c'est dans les
génes ! » lache une mére de famille, avec un soupir fataliste.

Ce clivage entre filles et gargons, ou, plus exaclement, entre féminin et
masculin, ne semble pourtant pas aussi immuable qu'on le croit. Les choix évoluent
selon 'état de la structure familiale et de la société.

Catherine SIMON,

Le .Monde, 23 décembre 1997.

(1) wonderwoman : la femme d'action, parfaile.
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Durée : 2 heures Cocfficient + T

L'nsage de Ja caleulatrice est interdit.
L'usage dun dictionnaire bilingue est auntorisé.

SPECIALITES . COEFFICIENT
Analyses biologiques 1
Binchimiste 2
Bigtechnologie 1
Esthétique-cosmétique 1,5
Hygiéne-propreté-environnement 2
Industries céréalitres 2
Métiers de 'ean 2
Qualité dans les industries alimentaires et hioindustries 2

Too-clean heachies « are desiroying wildlife » by Charles Clover, Environment Editor

Councils have agreed to reduce beach cleaning after it was shown to destroy wildlife and to
contribute to sand erosion. Many of the best bathing beaches use workmen with tractor-drawn mechanical
rakes to scoop up debris,

However, research has shown that removing the naturally occurring piles of dead seaweed, wood
and broken shells from shores rapidy decreases the insect population and therefore the wading birds that Tive
on them. There is also evidence that organic flotsam™and jetsam(z), in particular seaweed, holds the dunes
together.

North Comwall district council and the city and county council of Swansea have both decided to
clean beaches by hand-picking only man-made litter. They are responding to research by Paul Llewellyn, an
environmenta! consultant, apd Swansea University on the effects of mechanical beach-cleaning,

Mr Liewellyn said : "All over the globe the pressure of tourism is colossal and with it comes the
desire for clean beaches. But the danger of clearing these beaches of everything is that whole ecosystems are
destroyed. In some places the desire for clean beaches has reached ridiculous levels ; in the South of France
some beaches are sprayed with perfume to make them smell nicer. Unfortunately, some people find dead
seaweed distasteful but they should realise that seaweed is very good for you, full of vitamins ard natural
antiseptics - nothing to worry about and all perfectly natural",

Mr Llewellyn suspected mechanical raking was to blame when he discovered populations of two
types of wader™ had dropped by 90 % in Swansea Bay in the early 1990s. "The removal of organic material
from the beach left the birds with nothing to feed on,” he said. His studies showed that on uncleaned beaches
there were about 5,000 insects per square metre of sand. On those that had been raked, researchers could find
at best a few hundred. Bats, kestrels("), badgers(s), foxes and shrews@ also search the beach for insects or
small animals and their numbers were being hit.

His work confirms research throughout the world, published by the World Wide Fund for Natre
last week, which shows that the area between high and low tide is richer even than the rainforests or coral
reefs(...). The natural breakdown of seaweed provides enough organic material for flowering plants to
survive and help form dunes. A spokesman for Swansea council said it used six staff, seven days a week, to
pick up the rubbish. He said ;: "We find that the current system works very well and may uitimately be more
cost-effective than using machines."

David Bvans, head of the leisure department at Swansea council, said there had been more birds
using Swansea Bay since mechanical cleaning ended last summer. A spokesman for North Cornwall council
said the move had been controversial with some wanting the seaweed left and others wanting it removed, "It
got to the stage where if we didn’t collect it, people ‘were going to the beach and pusting it in bin bags
themselves. They said it was smelly, attracting flies and putting off tourists," she said, The Council has
compromised by continuing with hand-picking but mechanically removing seaweed below the tide mark
when it begins to rot.

Adapted from The Daily Telegraph 15 July 1999
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Footnotes :

(1) £46: flotsam : épaves flottantes.

(2) £6: jetsam: déwitus (jetés par dessus bord).
(3) £.18: wader : échassier.

Partie I: Compréhension (10 points) )  £21: kestrel : sorte de faucon.
1. Vous ferez un compte rendu en Jangue frangaise en (5} £21: budger: blﬂi"ca_u'
metéant en évidence les idées essenticlles. (6  £21: shrew : musaraigne,

{environ 130 mots)
{6 points)

2, Vous traduirez le texte en frangais A partir de
« All over the globe .., » (£ 11} jusqu’d « ... perfectly natural » {/16)
(4 points)
Partie I : Expression en Jangue anglaise (10 points)
Answer the following questions in English (150/200 words)
1, ‘Why isit important to preserve wildlife 7
2. What.efforts can be made to protect the environment and endangered species,

a.  on an individual level ?
b. on a collective level ?

EPREUVE DE MATHEMATIQUES ET SCIENCES PEYSIQUES
Durée : 4 heures Coefficient ; 4

SOQUS-EPREUVE : MATHEMATIQUES (durée 2 heures)

SPECIALITES COEFFICIENT
Analyses biologiques 1
Biochimiste 1,5
Bintechnologie 15
Hygiéne-propreté-environnement ] 2
Meétiers de l'ean 1.5
Peintures, encres ct adhésifs 2
Plastiques ot composites 2
Qualité dans les industries alimentaires et bioindusiries 2

La clavié des raisonnements et la qualité de Ia rédaction interviendront pour une part importante dans
Fappréciation des copics,

L usage des instruments de calcul et du formulaire officiel de mathématiques est autorisé,

Le formulaire de mathématiques est joint au sujet.

2 fentlles de papier millimétré par candidat,

EXERCICE 1 9 points
Etude du résultat de la pesée d’un objet de masse m (exprimée en grammes).

On admet que la variable aléatoire X qui prend comme valeurs les résultats de la pesée d’un méme objet donné
suit la loi normale de moyenne m et d°écart typeo .
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PARTIE A
Drans cette partie, on suppose que m= 72,40 et ¢ = 0,08,
1) Caleuler la probabilité des événements suivants (les résultats seront arrondis au milligme le plus proche) :

)« X >T7245 »
by« X <72,25 »
e)«7230< X <72,50».

2y Déterminer le réel strictement positif A (arrondi au centiéme) tel que la probabilité pour que X prenne une
valeur dans Vintervalle [m—h, m+ k] soit égale 2 0,989,

PARTIE B

Dans cette partie, on suppose que # et ¢ sont inconnus,
Cn a relevé dans le tableau suivant les résultats de 10 pesées d’un méme objet

masse en
ErRIINeS

72,20 7224 72,26 72,30 72,36 72,39 72,42 7248 (72,50 (72,54

Les résultats seront arrondis au centidéme le plus proche.

1} Caleuler la moyenne et I' écart type de cet échantillon.

2) En déduire des estimations ponctuelles de 1a moyenne m et de I'écart type © de la variable X.

3) Dans la suite, on admet que la variable aléatoire qui A tout échantillon de 10 pesées associe la moyenne de ces
pesdes suit une loi normale. En prenant pour écart type la valeur estimée en 2), donner un intervalle de
confiance au seuil de 5% de la moyenne m.

4) L'écart type de I'appareil de pesée, mesuré & partir de nombreuses études antérieures, est en réalité, pour un

objet ayant environ cette masse, de 0,08. Dans cette question, on prend done o =0,08

a) Donwer un intervalle de confiance au seuil de 5% de la moyenne m.

b) Déterminer ¢¢ (& I'unité prés) pour que au seuil de & %, un intervalle de confiance de m soit

[72.31; 72,43).

EXERCICE 2 11 points

PARTIE A

Snite 3 un incident nucléaire, on 2 consigné dans le tableau suivant, heure par heure, les résultats fournis par un
appareil de mesure de Ja radioactivité. Les Nj sont des nombres entiers représentant le nombre de particules

recueillies par I'appareil pendant une seconde.

t; en heure 0 1 2
N; 170 102 63 39 24 16 9
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1) On pose z; = In(N, —2) pour tout i variant de 0 4 6 (o In désigne le logarithme népErien).

Donner les valeurs de z; arrondies au milliéme le plus proche.
Représenter le nuage (t, ; 2, ) dans un repére orthogonal (unités graphiques : 3 cm pour une heure en
abscisse, 4 cm pour une unité en ordennée).

2) Donner le coefficient de corrélation linéaire de 1a série (; 3 z;) et donner une équation de Ia droite de
régression de z en t {Jes coefficients seront arrondis au millidme le plus proche).

3) Donner 1'expression de N en fonction de t déduite de cet ajustement,

4) En supposant que I'expression obtenue en 3) reste valable, déterminer i partir de quel relevé on obtiendra une
valeur de N inférieure on égale & 3.

PARTIE B

Une étude plus approfondie améne i faize I"hypoth&se que la fonotion, qui au temps t (en heure), associe le nombre
N(t) est une solution de I"équation différentielle :

y' =0y —2} ol & estune constante réelle.

1) Déterminer la solution générale de 1'équation différentielle ci-dessus.
2) En déduire ]a solution qui prend la valenr 170 pour t = 0 et la valeur & pour t = 6.

PARTIE C

Soit f Ia fonction définie sur [0 ; +oof par £(x)=168e""* +2 et {C) sa courbe représentative dans un repere
orthogonal (iités graphiques : 2 om sur I'axe des abscisses, 1 mm sur I axe des ordonnées)

1} Calculer lim f(x) ; interpréter géométriquement le résultat obtenu.
X=2 .

2} Chercher les variations de la fonction f sur [0 L+ oo[
3) Construire la courbe (). .
4) Résoudre I"équation £ (x) <30 dass Pintervalle [0 ; + oof ; vérifier graphiquement.

5) Caleuler la valenr moyenne de la fonction f sur 'intervalle [1 ; 6] ; on donnera la valeur exacte et une
valeur dézimale approchée 3 1072 pras,
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MATHEMATIQUES : éiéments de corrigé

Avertissement inportant ; VUPBM signale au lecteur qu’il s'agit ci-dessons d'éléments de corrigé,
afin daider an miewx les éudiant{e)s duns leur préparation & Pexamen, ¢t non d’un corrigé-type,

Exercice 1:
Partie A
. . . N . . _X-7240
X suit 1a loi N(72.40 ; 0.08) . Soit T 1a variable réduite centrée associée A X : T= s
T suit 1a loi N(O 5 1).
1. P(X >72.45) =1-PX £ 72.45)
= 1-T1{0.625)
~ 0,266
PX< 7225 =P(T=< -1875)
=1 - [I(L875)
= 3.030
P(7230 < X< 72.50) =2TI(1.25)-1
=~ 0,789
2. On cherche ll tel que : P(72.40 —h < X. < 72,40+ h)=10.989, c'cst & dire ;
. h _
Pl - Y tlB 2T . 08) 0.989 s0it 21'[(0'0 —1=0.989
On en déduit gue h= 0,20, (lecture table)

Partic B

1, Lamoyenne X de cet échantillon st X 72.37g L'éart~typeest : om 011g
2. L'estimation ponciuelle dela moyenne m de-lavariable X est-: mem 72:37g

10 ~ 0,12 (en gramme)

[
3, Llintervalle de confiance de la moyenne m est donné par : [ 7237 -t == 0.12 s 7237 + tm 1
10 N

L'estimation ponctuelle de I'écart— type ¢ =0.11

On veut um intervalle de confiance au seuil de 5% de m, donc on cherche t tef que :
2I(D-1=095d'o t =196
Alors, I'intervalle de confiance de Ia moyenne m,-au risque de 5% est : [72 30572441
4. Onprend ¢ =0.08
a. En procédant de 1a méme manidre qu'a la question 3., on-obtient un intervalle de confiance de
Ia moyenne m, au senil de 5% : [72.32; 7242 ]
. On donne Fintervalle de confiance de lamoyenne m @ [ 72,313 7243 ]

On a donc : 72,37~ ”“;‘:} =7231 doint~ 237,

D'oir 2 II(2.37) — 1=0.9822 (ecture tablc)
Fta =1-09822=0.0178
= 0,02
On en conclut que m appartient 3 'intervalle [ 7231 ;7243 | an risque de 2%.

Exercice 2 :
Partie A
1.
t; en heures 0 1 2 3 4 5 6
z 5124 | 4.605 4,111 3.611 3.001 2,639 1,946
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2. Lacalculairice donne : r = - 0,999
etz =-0,517¢+ 5142

3 Onaz=In(N-2),
dloti: N=g*+ 2

N soit N(t) =g "*5Me 5142 4 5
+ = 171,058 %517 4. 2

. 4, Oun cherche ¢ tel que N(t) < 3,
. soit 171088 ¢~ g 4

On trouve ¢ > 9,946 soit t =10,

Au bout de 10 b, N sers inférieur ou égala 3,

1. Résolutiondey' = (y-2) (F)cconstante réelle. P Résolution de y" - cy=0
Laa solution est donnée par : y = C e “ avec C constante réclle

= Recherche d'une solution particuliére de I'équation (E)

On cherche une solution du type y = A, A constante réclle

On obtient A= 2 2 Lasolution générale de (E) estdonc : y=Ce ™+ 2
2, Ona:N@O)=170etN©G)=9
C+2=170 . st
Dod, b2 o On en déduit C~ 168 etaw - 0.53 Alors : N(t) = 168 ¢ + 2
Ce™ ™+ 2=9
Partie C

Soit Ia fonction f définie sur [0 + o [par f(x) = 168 ¢ “%¥<+ 2,
L lim (-053x)})= -
-t

Iim =0 } d'oir lim e = Alors, ljn}mﬁx) =2
La courhe (C) adwmet donc une asymptote honmntale d'équatimy =2,
() -2=168e %2 [(x)-2 >0.  soitf(x)}>2
On en déduit que la courbe (C) se sitwe au desses de son asympiote,
2. Pour étudier Ies varlatmns de f,.on étudie Je signe de £ '(x).

f'(x)= -0.53z168e -

£'(s) < Osur {0; + o [.[est décroissante sur cet intervalle,
En résumé
x 0 +tw| FO A

f 170
\_’ 2 A&Y

3. Courbe ci-contre

1. i< ms.e'"&‘ +2<30 A2l
D'olx > 3.4
$.  La valeur moyeane defsar {1;6] %0

est donnée par :

M= [

bol
=—[ -ﬁ;xlmc‘m‘+ x1f
- 168 A
2t 9 esle -0 . e
d'od M = 36.68 o 2 [ [ Z
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SOUS-EPREUVE : SCIENCES PHYSIOUES (durée 2 heures, coefficient 2.5)

Rappel ;

La clarté des raisonmements et )a qualité de la rédaction interviendront pour mae part
impertante dans I"'nppréciation des copies,

Senl 1*usage d*une caleulatrice électronique, autonome, non imprimante, 3 entrée wnigue par
clavier, est autorisé pour cette épreuve.

L. CHIMIE ORGANIQUE (15 points)

3

2)

3

4)

3)

6)

On hydrate le 3-méthylbut-1-2ne en présence d’acide sulfurique. Donner le nom et la formule
développée de I"alcool que I'on obtient majoritairement 7

Cette molécule est-elle chirale ou achirale 7 Représenter les énantioméres de Cette molécule en
représentation de Cram.

On fait passer cet alcool en phase vapeur sur de I'alumine AlLO; & 350°C et on obtient un
composé A majoritzire. Donner la formule semi-développée de A ainsi que sa nomenclature
systématigue.

On réalise I'ozonolyse de A qui donne les composés B et C.

- Bet C donnent un précipité jaune avec la 2,4 DNPH

- B réduit la liqueur de Fehling et donne un précipité rouge vif, ce que ne fait pas C.
Donner les formules développées de B et C ainsi que leur nom.

Berire et équilibrer Uéquation-bilan de la réaction d’oxydation du composé B par
Iion dichromate CryO;%, oxydant du couple Cr0:7/Cr™, en milieu acide, qui conduit au
composé D, i

On fait réagir D sur le chlorure de propanoyle, ce qui conduit au composé E. Donner la formule
du composé E. De quel type de composé s’agit-il ?

1L - COMPOSE PEU SOLUBLE (20 points)

1} Le produit de solubilité du bromate d'argent AgBr(:225°CestKs =538 10 e

I.1.  Herire "équation de I'équilibre de solubilisation ct exprimer le produit de solubilité en

fonction des concentrations des espéces A I'équilibre.

1.2,  Calculer la solubilité de AgBrQ; dans 1'eau pure 4 25°C. En déduire la masse de ce solide

que I"on peut dissoudre dans 1 L d’eau.

1.3.  On s’intéresse maintenant 4 la dissolution du bromate d’argent dans une solution de bromate

de sodium de concentration molaire ¢ = 0,100 mol.L’. Caleuler la solubilité de AgBrO; dans
cette solution. .
En déduire la masse de AgBrQ; que 1'on peut dissoudre dans 1 L de cette solution.

2) On veut ensuite déterminet la quantité de AgBrO; que I'on peut dissoudre dans T L de solution

d*amumioniaque de concentration 0,50 mol.L", Les ions A%" forment un complexe avec NH;:
Ag(NH,); * dont la constante de formation est K= 2,0.10°,

2.1. Ecrire V'équation de Ia réaction de complexation des ions Ag' et exprimer la constante de
formation en fonction des concentrations des espéces & I'équilibre,

2.2.  Calculer la constante de I'équilibre prépondérant dont I"équation sécrit
AgBrO; (s) + 2NH; (ag) = Ag(NH:)»* (aq) + BrOy' (aq)
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2,3, Compléter le tableau des concentrations suivant et en déduire la solubilité s de AgBrO; dans
la solution, Quelle est la masse maximale de AgBrOs; que I'on peut dissoudre dans i L de
cette solution.

Concentration AgBrO;(s) +  2NHa(aq) 5 Ag(NHy:"(ag) + BrOy (ag)

Initiale exchs 0,5 mol.L" 0 0

A 1'équilibre

Données ; Masses molaires atomiques :
Mg = 108 gmol™' ; Mp, = 80 gmol ' ; M, == 16 gmol ™

. CAPILLARIYTE (15 points)

On veut. détenniner le coefficient de tension
superficielle & de I"éthanol. On utilise un tube capitlaire de
longueur 10,0 ¢m et de rayon intéricur r = 0,10 nun que
I'on plonge dans ce liquide. On constate que 1'éthanol

monte par capillarité dms le tube d'une hauteur h. La
surface libre du liquide dans le tube correspond 3 une
caloite sphérique de rayon R : 7 est 'angle de raccordement
entre la surface du liguide et le verre {voir figure ci-contre). : h
Ethanol
c-‘ -
-

1. - Expliquer le phénoméne de tension superficielie.

2. - Exprimer la différence de pression existant entre les points C et A, situé 4 I'interface air-éthanol,
4 1'inérieur de ce dernier.

had
f

On sait que la différence de pression existant entre le point B situé & I"interface air-éthanol du
¢bté de 1'air et Ie point A s’éerit ¢ i

2a
Ap=—
P R

Montrer que la hauteur & dont s"éléve le liquide dans le capillaire §*écrit

. 2o.0080

pg
ol p représente la masse volumique de 1'éthanol.

h

4. Oun constate que dans cette expérience 1'éthanol mouille parfaitement le verre (ce qui signifie que
I"angle 8 est nul} et qu'il monte de 6,2 cm dans le tube capillaire, En déduire 1 valeur de la
tension superficielle ¢, Préciser son unité,

Données : masse volumique de 1'éthanel ; p = 785 kg.m™*
g=98ms %
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EPREUVE DE SCIENCES BIOLOGIQUES FONDAMENTALES
ET GENIE BIOLOGIQUE
Durée : 4 heures Cocfficient : 6

Calculatrices non autorisées.

BIOTECHNOLOGIES VEGETALES

L’homme utilise les végétaux depuis toujours, comme source de mourtiture ou de
médicaments, et cherche & améliorer les plantes qu'il cultive (augmentation des rendements
de culture, amélioration de la qualité nutritionnele...). Les techniques d’amélioration ont

évolué gréce :
- 3une meilleure connaissance de la biologie des plantes et de la microflore des sols,

- an développement des techniques in vitre et 2 'apport de la biologie moléculaire.

De nouvelles perspectives se sont ainsi ouvertes.

1. QUELQUES ASPECTS FONDAMENTAUX DE LA BIOLOGIE DES VEGETAUX
(46 points)

1.1. Etude structurale de 1a paroi

La rigidité de la paroi des végétaux supérieurs est due 4 la présence de fibres longues et
résistantes qui sont réunies par une matrice formée de protéines et polyosides.

Les fibres sont généralement constituées dun polyoside, la cellulose, qui est la
macromolécule organique la plus abondante sur terre,

La matrice est surtout composés de deux autres sortes de polyosides, les hémicelluloses
et les composés pectiniques.

1.1.1. La cellulose est un homopolymére. Domner le nom de l'ose qui la
constitue et la nature de la liaison impliquée.

1.1.2. Les hémiceiluloses sont des molécules complexes formdées de courtes
chaines de polyosides constituées de marmmose, galactose, xylose,

Données : D-xylose arabinose et acides uroniques.
- o 1.1.2.1. Berire sous forme pyrannigque les formules cycliques du
~o# D-galactose et du D-xylose
GH,0H

1.1.2.2, Eesire la formule chimique d’un fragment de I’homopolymére
B-1,4 du D-xylose rencontré dans I"hémicellulose.
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1.2. Etode de I'activité photosynthétique

Chez les végétaux, 1z photosynthése se déroule dans les chloroplastes.

1.2.1

1.2.2.

1.2.3.

Dommer les 1égendes du document en annexe, en reportant les numéros
sur votre copie.

Définir et présenter sous forme d'équations simples les deux phases de la
photosynthése.
Faire le bilan chimique de la photosynthise.

Les unités fonctionnelles dans le chloroplaste sont les photosyst®mes.

1.2.3.1, Donner leur localisation dans le chloroplaste,

1.2.3.2. Préciser leur(s) rdle(s).

1.2.3.3. Détailler Ia composition de ce photosystéme,

1.2.3.4. Présenter le principe de fonctionnement d’un photosystéme.

1.3. Etude de la nutrition des plantes et des activités des bactéries de la biosphére

L’azote est 1’é)ément, dont la carence restreint le plus 1a croissance des végétaux et le
rendement des cultures,

L’azote atmosphérique ne devient assimilable par les végétaux que lorsqu'il subit une
transformation en ion ammonjum ou en ion nitrate.

1.3.1

1.3.2,

A 1'aide d'un schéma, montrer comment des bactéries du sol participent
au cycle de 1'azote.

Parmi les bactfries vivant au voisinage des plantes, on trouve des
bactéries du genre Rhizobiuwm. Ces derniéres peuvent vivre soit & 1'état
libre, soit en établissant une relation symbiotique avec des plantes de fa
familie des 1éguminzuses.

1.3.2.1, Définir le terme de symbiose. Donner le rfle respectif des
partenaires de cette association.

1.3.2.2. Donner les grandes étapes de la mise en place de la symbiose
Rhizobium - légumineuses.

1.3.2.3. Quelle est 'enzyme, caractéristique de la symbiose, permettant
I*assimilation de I'azote atmosphérique par la plante ¥

2, LES MATADIES DES VEGETAUX ET QUELQUES MOYENS DE LUTTE

(18 points)

2.1. Maladies dues & des virus et moyens de lutte

2,1.1.

La jaunisse nécrotigue de la laitue est due & un Rhabdovims (Lettuce
Necrotic Yellow Virus). Il 8’agit d’un virus enveloppé dont le génome est
un ARN simple brin de polarité négative.

Schématiser et 1égender le cycle de réplication du génome d'un tel vims.
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2.1.2. Poursoigner les plantes atteintes par des virus, la culture végétale
in vitro fournit une solution possible : la culture de méristémes permet de
régénérer une plante saine & partir d’une plante virosée,

2.1.2.1, Définir le terme de « mérist2me » et indiquer leur rdle dans les
plantes.

2.1.22. Expliquer pourguoi la culture de méristdmes permet de
régénérer mme plante saine A partir d’une plante virosée.

2.2. Les biopesticides

Ts sont utilisés contre des maladies dues 2 des insectes. Définir le terme de biopesticide.
Douner un exemple en explicitant son mode d’action.

3, TRANSFORMATION GENETIQUE DES VEGETAUX (56 points)

Avec le développement des techniques de biologie moléculaire chez les végétaux, des
possibilités d’amélioration des plantes cultivées peuvent #tre envisagées.

Orics au clonage des génes, & I'introduction de matériel génétique étranger dans une cellule
végétale, il est possible d'émdier iz structure et le mode de régulation des génes. La
transformation génétique onvre des perspectives : plantes insecticides, plantes résistantes 1
des herbicides ou & des virus.

3.1, Structure d’un géne

Faire un schéma général de la structure d’un géne de cellule eucaryote en précisant les
différentes régions de ce géne.

3.2, Expression d'un géne

A V'aide d’un schéma annoté, faire apparaitre les différentes étapes de 1'expression d’un
géne codant pour une protéine secrétée par une cellule eucaryote.

3.3. Transfert de géne

Le transfert de g3ne dans une cellule végétale peut étre réalisé selon deux approches
différentes : '

3.3.1. Premigre approche : un processus de transformation naturelle mettant en
jeu une bactérie (Agrobacterium tumefaciens)

3.3.1.1. Expliquer les principales étapes de I'infection naturelle d'une
cellule végétale par cette bactérie, Quel est le nom de la maladie
engendrée par Agrobacterium tumefaciens ?

3.3.1.2. Quel(s) bénéfice(s) la bactéric retire-t-¢lle de cette infection ?

3.3.1.3. Décrire une méthoede de génic génétique permettant de
transférer un géne d'intérét dans une cellule végétale grice &

Agrobacterium tumefaciens
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3.3.2. Deuxidme approche : un transfert direct sans intervention de bactérie,
réalisé généralement soit par €lectroporation soit par biolistique (canon 2
particules ou shot gun).

Donner le principe de ces deux techniques.

3.4. Régénération de la plante transformée

Le transfert de géne étant réalisé sur des cellules végétales d'un fragment de plante, une
étape de régénération in vitro est nécessaire pour obtenir [a plante modifiée entitrs &
partir de ce fragment. Cette phase de régénération constitue souvent un obstacle pour
Iapplication des techniques de transformation & un certain nombre de plantes,

3.4.1. Citer les principales catégories de constituants d'un milieu de culture
pour végétaux.

3.4.2. Les milieux de culture sont souvent additionnés de phytchormenes.

3.4.2.1. Citer les deux familles de phytohormones les plus utilisées in
vitro. :

3.4.2.2. Pourquoi utilise-t-on des phytohormones dans les cultures in
vitro ? .

3.4.3. Préciser les conditions environnementales nécessaires 4 la culture des
végétaux in vitro.

3.5. Production de protéines recombinées

Les végétaux transgéniques pourraient permetire la production de protéines
recombinées. 11 a été montré que des antigdnes exprimés par des plantes transgéniques
sont capables d'induire une réponse immunitaire chez I animal.

Une réponse immunitaire spécifique commence par I'aciivation de Iymphocytes par
I’antig&ne vaccinant, selon le principe de la sélection clonale,

3.5.1. Dans ls cadre d’une preduction de protéines vaccinales utilisables chez
I’homme, quel est I'intérét d’utiliser une cellule végétale par rapport &
une bactérie ? Justifier votre iéponse.

3.5.2. Expliquer le principe de la sélection clonale,

3.53. ATaide d'un schéma légendé, représenter le déroulement de |’ activation

d’un lymphocyte T auxiliaire puis d'un lymphocyte B consécutives &
'entrée d'un antigéne protéique thymodépendant dans I’ organisme.

2000-17



ANNEXE
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Diagramme schématique réalisé d’aprés une photographie en

microscopie électronique d*un chloroplaste d’une feuille d’épinaxd
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PROPOSITION DE CORRIGE

Avertissement imporiaut : PUPBM signale au lectenr qu’ll Sagit d'éléments de corrigé, ayant pour but
d’aider au nieux les étudiant(e)s dans leur préparation A Vexamen, gt non d’unt corrigé-type.

1.1.1, Molécules de D-glucose ( au D-glucopyrannosc) reliées en [§ 1-4
1,1.2,1. D-galactose D-xylose

ZR LT Sy
o |,

1.1.2,2, Liaison p1-4 entre C, et C; , ce motif est répété n fois

1,2.1. Légendes :
1 =granum 2= stroma (ou matrice) 3= membrane interne 4=membrane externe
5= thylaceide (ou sac) 5.1 = membrane externe du thylacoide 5.2, = espace interne du thylacoide

1,2.2. Phase lumineuse | nécessite la lumiére, puisqn’elle- assure la bioconversion e *énergie luminense en
éncrgie chimique (stoclée sous forme d'ATP) ¢t en pouvoir réducteur (sons forme de NADPH + HY), N y a
photolyse de Peau (qui joue le réle de donneur ¢’électrons et d'tons H') et libération de dioxygéne, soit :

H,0 + ADP + Py + NADP* —P 1% 0, + ATP + NADPH + H* (+ HpO provenant de la formation de IPATE)

Phase obscure : a liee en présence ou en absence de lumidre, c’est Ia phase d’assimilation du earbone issa de 1a
réduction dn COy, il y A consommatien de PATP et du NADPH + B formés pendant 1a phase luminense ot
formation de glucides (par exemple du ghicose qui est stocké sous forme d’amidon) griice au cycle de Calvin
(@ autres processus existent) :

6 CO,+ 6 (NADPH + HY —»  CHyQ;+6 NADP'

Dot le bilan chimique, qui peut s*écrire, selon que on indigue 1a formation d*un « maillon glucidique » ou
d’une molécule de glucose :

CO,+H,0 —»  (CHOH)-+%0, o 6CO+EH0 —P  CHgO+60,

1.2.3.1. Les photosystémes sont localisés dans la membrane des thylacoides du chloroplaste.

1.2,3.2. Leur rile est d*assurer 1a bioconversion de Péncrgic lumineuse en énergie chimique, par absorption des

photons correspondant i\ des longueurs d*ondes particaliéres du spectre visible.

1.2.3.3. Un photosystéme contient ;

o des molééules « antennes » (chlorophylles et autres pigments photosynthétigues)

*  un centre réactionnel (contenant une chiorophyile associée) qui est impliqué dans le transport des $ectrons

1.3,3.4, N y 4 successivernent :

* capiation de Pénergie lumineuse par les molécules « antennes »

«  {ransmission de ceite excitation mdléculaive au centre réactionnel

s  ¢iminntion da potentiel redox E’, du centre réactionel

»  déclenchement de réactions d’oxydoréduction aboutissant au transfert des électrons le long d’une chaing de
transportenr's membrimaires )

» passage d’jons H' dn stroma de chloroplaste vers la Iumidre (ou uen ou espace interne, voir légende 5,2,
de la guestion 1.2,1,) du thylacoide et formation ’un gradient ¢’ions H' (théorie chimio-osmotique de
Mitchell)

Remarque : le foncliounement du photosystinte aboutit & la formotion d'un gradient d'ions H® qui vout

spontandment rentrer dans le stroma idn chloroplaste via UALP-synthétase, celle-ci ne fuit done pas partie du
photospsteme,
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5 1.3.1. Le schéma devait comporter les fiéments de réponsc suivants (seules les 2 premigres colonnes étaicnt
exigées d*aprés le libellé du smjet) :

i\!g xé en par ‘buctéries nssurant e Fixation K r_e H ifﬂéiﬁus,

FIXATION DU DIAZOTE | fixation tbre (1) on symbiotique (2} Clostridium, cyanobactdries
ATMOSPHERIQUE Fixation symbiotique : Riizehium,
Frankia
dégradation de la matiére organigue Entérobactéries, anaérobies

d’origine végétale ou animale
protéines hydrolysées en acides aminés
subigsant ensuite Ia désamination ;
libération de NH; par bactévies
ammnonifiantes

NH; sert de source d’azote gui est Toutes bactéries du sol
ASSIMILATION (4) incorporé dans les protéines de la
biomasse hactérienne des haciéries du sl
oxydation du NH; en NQ, puis NOy" par | Processus aérobie

les bactéries nitrifiantes Nitrosmmonas, Nitrobacter
véduction des NO5 en NO, puis en NH,® | Processus anaérobie
DENITRIFICATION (6) | etcn N; par les bactéries possédant nne
nitrate réductase

AMMONIFECATION (3}

NITRIFICATION (5)

Poit 1a proposition de schéma suivante :

matidre organique

NGO,y NOy

{:

1.3.2,1, Symbiose ; association enire deux &tres vivauts d’espdces différentes avec béméfice mutuel pour les deux

partenaires. Dans le cas de la symbiose léguminense/Rhizobium ¢

= Riuzobium assurc la fixation de N; et la fournitere de NH; i 1a plante

¢ la plante incorpore NH; (assimilation) ct fourait les glucides, issus de Ja photosynthése, qui sont
indispensables au métabolisme de Rhizabium, notamment pour la fixation de N;

1322

*  Reconnaissance spécifique plante hitefbaetérie

¢ Pénétration des cellules bactériennes dans Ies poils absorbants des racines par formation d*un « cordon
infectienx »
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¢ Colonisation des cellules végétales, prolifération de celles-ci pour former des nodosités hébergeant les
baetéroides (forme bactérienne capable de fixer Ny}

s  Synihése, par les cellules de la planie, d’un pigment (la leghémoglobine) capable de fixer O, et de imiter sa
concentration dans le cytoplasme de la cellule végétale car cetui-ci inhihe la fixation de N,

1.3.2.3. La nitrogénasc
2,1.1. Le virus est un virion enveloppé i ARN,

Le cycle devait fairc apparaitre les-étapes de multiplication du génome, d*aprés 1e sujet ! it n’&tait pas néeessaire
de traiter Pintégralité du cycle de multiplication du virns,

apparition d’an ARN" & partir de PARN génomique viral grice 2 1°ARN polymérase ARN
dépendanie virale contenue dans le virion infectant (1)

raduction des ARN" apparus précédeniment griee aux enzymes cellulaires {2) et synthése de
nouvelles molécules 4* ARN polymérase ARN dépendante (3)

réplication des ARN” en ARN' destinés a Pencapsidation (4) griice 3 ' ARN polymérase ARN
dépendante apparue précédemment

D?oi L proposition de schéma snivante

ﬂmr @ ARN*
= 7

O
O,

@Wb B
| ¢ / ARN qui sera
@ @ cocapsidé
@ \\

ARN Polymérage
ARN dépendante

ultérienrement
\\ )

2.1,2.1, Ensemble de cellules non différenciées, en division et pouvant se différencier pour former des organes et
des tissus

2.1.2.2, Les cellules méristématiques sont saines, miéme chez une plante virosée, la régénération est possible
griice A 1a totipotence de ces cellules,

2.2. Produit d’origine biologique destiné 3 protéger les plantes contre les insectes. Exemples (1 suffisait) :

baciérie synthétisant une toxine protéique agissant sur 1a mugueuse intestinale
infection létale du tube dJigestif _
motsissure dont fe développement mycélien obstiue los canaux respiratoires thoraciques
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PROMOTEUR

31 {avce boite)

SIGNAUX D'INTTIATION
DE LA TRANSRIPTION

EXON INTRON TERMINATEUR

SIGNAL DE POLY

dans le cytoplasme

L*épissage (« splicing ») assare I'élimination
des introns grice aux séquences « consensus »
présentes i lenrg extrémités cf il y a formation
de PARN,, mature, qui va passer

La protéine est sécrétée, elle contient donc un peptide signal qui permet son passage dans la lumiére du
réticalum endoplagmique Jors de la iradwction, avant de subir des modifications post-traductionnelles :

CHAINE
PEPTIDIQUE EN
COURS DE
SYNTHESE

anumERRA S
»

]
nqu""....

LUMIERE DU
RETICULUM
ENDOPLASMIQUE

PEPTIDE SIGNAL

3.3.1.1. A la suite d>ume blessure superficiclle de Ia plante, il y 2 pénétration des bactéries dans les fissny
végétaux, Le plasmide T; appartenant aus bactérics est transfére griee aux gines VIR, qui permettent de plus
Fintégration dans le génome de la plante de la région T du plasmide, bordée par des séquences répétitives, ya
alors prodnction d*opines, famorisation et apparition de ka galle du-collet {« crovn gall »),

3.3.1.2. Un gine intégré permet In synthése d’opines par la cellule végétale, molécules azotées utilisées comme
mmiriments par les cellules hactériennes,

= FENS

BT i X =
e souche d’Agrobucterium qui héberge un plasmide T, « désarmé » ne possédant que
les génes de tramsfert (i 0’y a pas de tumorisation car Ia région T est absente) recoit un
2" plasmide possédant le transgéne dans los séquences bordantes

méthode Fa région T du plasmide T; recombinant confient le transgéne A la place des génes de
« historique » fumorisation
recombinaison un vecteur de clonage recombinant porte le transgéne et échange ce transgéne avec un
homolegue plasmide T; avant transfert dans Ia cellule végétale

3.3.2. Electroporation : on sowmet un mélange A’ADN et de protoplastes i des décharges Electriques intenses ef
brives, afin de créer des pores temporaires dans la membrane plasmique des cellules végétales, ce qui provoque

Pentrée de I'ADN,

Biolistique : les eellules intactes sont « bombardées » par des particnies métalliques sur lesquelfes est adsorhé

’ADN,

2000-22




3.4,1. Sels minéraux, glucides, vitamines et phytohormones

3,4,2.1, Auxines et cytokinines

3.4.2,2. Pour favoriser [a croissance des explants et erienter la différenciation cellulaire

3,4.3. Température (20 & 25°C), lumiére (spectre, Intensité, photopériode), hygrométrie flevée, asepsic
3.5.1. Une cellule végéiale assure, en tant que cellule cucaryote, les modifications post-traductionnelles,

3.5.2. Iy a reconnaissance spécifique d’un épitope de I’antigéne vaccinant par intéraction avec un récepienr
porté par un clone lymphocytaire, ce qui a pour conséquence la pralifération du clone activé,

3.5.3.

ELC) ¥
fixation de Pantigéne complet sur une

celiule prisentatrice de I’ antigéne immunogiobuline de surface
2 | présentation de I"antigéne avee le CMH 1T 2 [le lymphocyte B sc comporte comme une CPA

3 | synthise d’IL-1 par ln CPA et activation du lymphocyte |3 | présentation de P antigéne pvec le CMH 11
4 | reconnaissance du complexe peptide/CMH IT par TCR (4 | interaction entre le lymphocyte B et un

spécifique et reconnaissance CMH IVCD 4 lymphocyte T ausiliaire déja activé et
produisant des cytokines _
5 | synthise d’IL-2 par le lymphocyte, prolifération 5 | activation ct prolifération des lymphoecytes B

CYTOKINES
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EPREUVE PROTFLESSIONNELLE DE SYNTHESE
1¥* PARTIE ; ETUDE DE PROJET
Durée : 4 heures Coefficient : 4

Lusage *un dictionnaire anglais-fangais est autorisé,
Calculatrice antorisée.
Une feuille de papier mittimétré,

QUELQUES UTILISATIONS BIOTECHNOLOGIQUES DES BACTERIES LACTIQUES

Les bactéries lactiques sont depuis trés longtemps utilisées dans de nombreuses fermentations  cause de
leurs qualités propres : caractére non pathogne, absence de toxicité, stabilité et bonne viabilité, résistance au
pH
L'étude proposée ici, concerne certaines de leurs applications :

- les probiotiques

- laproduction d’acide lactique

= I’amélioration du pouvair protéolytique par mutagénése

- leclonage d'un géne impliqué dans la production d’aréme

1. Les probiotiques ; influence des bactéries lactiques sur la production
d’interféron (19 points)

On appelle probiotique, une préparation bactérienne, généralement & base de bactéries lactiques utilisées sous

forme revivifiable, 4 des fins nutritionnelles et/on thérapeutiques, Le yaourt peut étre considéré Ini méme

comine un probiotique,
Le systéme immunitaire peut 8tre stimulé in vivo et in vitre par des agents alimentaires présents dans les

produits de fermentation (yaourt).

On cherche & mettre en évidence I'effet des bactéries lactiques sur la production d’interféron in
vivo. P

Protocole : des groupes de 5 souris Swiss de 5 4 6 semaines ont €t inoculées par voie intra - péritonéale avec
différentes quantités de bactéries lactiques sous un volume de 0,5 mlL de solution saline isotonique (SSD.
Aprés prélévement sanguin, les sérums de chaque groupe de souris sont rassemblés,

L.1,Premidre expérience.
On réalise un mélange de Lactobacillus bulgaricus et Streptococcus thermophilus selon un
rapport 1:1. Différentes quantités de ce mélange sont injectées aux souris. Les préldvements
sanguins sont effectués 2, 4, 6, 8 et 24 heures aprds ¥ injection et un dosage d’interféron sérique
est pratiqué, )
Analyser les résultats rapportés dans le document 1.

1.2.Deuxiéme expérience.

Lactobacillus bulgaricus et Streptococcus thermophilus sont injectés séparément, et en deux
quantités différentes. Le document 2 présente les résultats obtenus.

Quelle est la bactérie lactique qui stimmle la production d'interféron ? Justifier la réponse &
I'aide des documents] ef 2.

1.3.Troisieme expérience.

5.10" Lactobacilius bulgaricus vivants sont injectés et les sérums prélevés et rassemblés 6
heures plus tard, La caractérisation de 'interféron produit est réalisée par une technique de
neutralisation : on mesere 1'activité antivirale résiduelle des sérums de souris, aprés mise en
contact avec des anticorps spécifiques anti INF o/p et anti INF y.

En quoi la réaction employée est-clle une réaction de neutralisation ?

Analyser le document 3. Justifier les témoins.

Indiquer,en ls justifiant, le type d’interféron présent dans I'échantillon de sérum de sougis.
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2. La production d’acide lactique (24 points)

2.1.

2.2.

Le document 44 présente les voies métaboliques de la production d’acide lactique.

2.1.1, D’aprés les voies métaboliques, quel type de bactéries lactiques choisir pour une telie
production 7 Argumenter la réponse.

2.1.2. En ¢’appuyant sur le dogument 48, indiquer en quoi une production par procédé
microbiologique est plus intéressante qu'une synthése chimique,

D’aprés le docament S ¢

2.2.1. Tracer sur la méme feville de papier millimétré les courbes
¢  courbe de croissance
e [acide L-lactique] = f(t}
o pH=£)

2.2.2, Expliquer la baisse du pH.

2,2.3, A quel type de métabolite appartient 1’acide L-lactique ? Justifier la réponse ,
2.2.4, Déterminer la productivité volumique horaire finale en acide lactique.

2.2.5, Estimer la productivit$ horaire finale par cellule.

2.,2.6.Caleuler la quantité de substrat restant 2 1a fin de la fermentation, sachant que le
rendement de production en acide L-lactique par rapport au glucose consommé est de
9% % (m/m}.

3. L’amélioration du pouvoir protéolytique (18 points)

La transduction phagique et 1z mutagéndse chimique sont des procédés envisageables pour améliorer
*activité protdelytique de la souche.

3.1, Transduction

32

On purifis les phages par centrifugation en gradient de chlorure de césium (CsC1).
Des particules phagiques sont observées en microscopie é&lectronique 2 transmission.

(document 6).

Le document 6A présente les résultats de la centrifugation et le decument 6B I'observation au
microscope électronique A transmission des différentes bandes obtermes,
Quelle bande choisir pour réaliser la transduction ? Justifier Ia réponse.

Mutagénése chimigue
Plusienrs agents mutagénes sont testés suc Lactobacillus delbrueckii. Un criblage préalable est
réalisé pour sélectionner les souches sanvages ayant naturellement une activité protéolytique.

3.2.1. D aprés le document 7A comment réaliser I étape de présélection du criblage (nature du
milien utilisé et lecture de ce milien) ?
Quel intérét présente la technique de mesure de I'activité protéolytique 7

3.2.2. Analyser les courbes dn document 7B

3.2.3. Analyse du document 7C :
Calculer 1a moyenne (« average ») pondérée ds 1 activité protéolytique des mutants obtenus
apras action de 'EMS.
Quel est ['agent mutagéne le plus intéressant ?
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4. Clonage d’un géne de protéase de bactérie lacticque (19 points)

Certaines bactéries lactiques synthétisent des protéases qui générent des peptides impliqués dans I'aréme du
produit de fermentation. Aussi, afin de maitriser les qualités organcleptiques de ce demier, le géne, codant
une protéase importante dans ce processus et porté par un plasmide naturel (4 kb), est cloné. 1l sera alors
possible de produire la protéine intéressante en guantité importante et d’en étudier les propriétés.

Ce clonage commence par une exiraction et une purification de " ADN d'intérét, suivie d’une restriction
double et d’une ligature avec un vecteur adapté.

4.1. Mini-préparation du plasmide naturel par lyse alcaline

4.1.1.  Réalisation des mini-préparations
L’extraction/purification de ce plasmide naturel est réalisée par lyse alcaline adaptée i des

bactéries Gram®, Trois essais sont réalisés suivant le protocole présenté dans le document
8
Expliquer le rdle des réactifs soulignés dans le texte.
4.1.2.  Résultats des mini-préparations
4,1,2.1. Quantification UV des extraits
Une guantification UV des mini-préparations est réalisée selon le protocole
présenté dans le document 9. Les résultats de Ia mini-préparation N3 sont les
suivants :
Azgonm= 0,132 Asgonm = 0,08
Sachant que 1 UAsgommecorrespond & une concentration d’ ADN double brin de
50 pg/mL, calculer la concentration en ADN plasmidigue de fa mini-
préparation,
Calculer Ie rapport Agso/ Agge de la mini-préparation.
Conclure sur la pureté de la préparation, justifier Ja réponse.

4.1,2.2. Electrophordse de contrble

Une électrophorise de contréle en gel immergé d'agarose 4 1,2 % (m/v) des
trois mini-préparations d” ADN plasmidique est réalisée, Une reproduction dun
gel est présentée dans le document 10

Sachant que la taille du plasmide est de 4 kb, analyser et interpréter le résultat
du N° 3 (aucun gtaphe ni caleul n’est demands),

Comment expliquer 1"aspect du résultat du N°2 ?

4.2, Réalisation de la digestion double
La digestion double de I’ ADN d'intérét est réalisée en utilisant Bam HI et Not [ comme enzymes de
restriction.
L’enzyme Bem HI fonctionne dans un milien de concentration ionique moyenne ; I'enzyme Not I
fonetionne 3 haute concentration ionique.

Expliquer pourquoi il est nécessaire de réaliser une digestion double successive en hydrolysant
1' ADN par Bam HI puis par Not L.
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Document 1

Cinéiiquo de la preduction de I'interféron sous l'effet des bactéries lactiques administrées par voie
intrapétitonéale.

807 IFN (/190 1}
79 9
80
| @ 519 Bac,
50 3 2 & 1.1073act
3w 110%Bact
40 4
204
20
] t
10 ./‘\-\, +*2
» -3
Oi L = S i S A e B T it
a 5 to 15 20 25 50
TEMPS { heures )
Document 2

Induction de I"interféron par L. bulgaricus ou S. thermophilus (6h aprés injection intrapéritonéalz).

Concentration des bactéries inpculées 5,0.10 /0,5 mL | 2,5.107/0,5 mL
Interféron (U / 100 pl)

L. bulgaricus 256 32

S. thermophilus 4 4

Témoin (38D ND ND

Note : - 5S1: selution saline isotonique
- ND = activité non détectable

Document 3

Activité résiduelle d’INF (U/100 pL) aprés incubation du sérum positif (100 unités d’interféron) avec des
anticorps anti ¢/ ou anti y.

Anticorps bioquants utilisés
Néant Antt o/B | anti y.
Activité résiduelle U ’INE/ 100 uL
Echf.mu.llon du sérum de 256 ND 256
souris
INF o/ étalon 1024 ND 1024
INF « étalon 2048 2048 ND
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Doeament 44,

Les voies métaboliques de la production d’acide lactique

Glucose 6 F » Acide 6 P-gluconique
Glucose 6 P déshydrogénase co
'z

& P-gluconate
déshydrogénase

Ribulose P

Xylulose P

Glycéraldéhyde 3P 4 Phospho cétolase

Acide acétigue
{ HETEROFERMENTAIRES | Ethanel

HOMOFERMENTA]RES

e e

FERMENTATIONS LACTIQUES

«  Homofermentaires obligatoires : absence de glicose 6 P-déshydrogénase
+ Homofermentaires facultatifs : présence des 4 enzymes
«  Hétérofermentaires obligatoires : absence d’aldolase

Pocument 4 B _
Obtention d'acide lactique par deux procédés différents

._g 100

k] 80 1D fermentation

o

@ ElL fermentation
Is o

i

g8 40 @ D synth chimique
5 201 EL synth chimique
a

2 0

Nature des productions
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Docament 3

Croissance de Lactebacillus delbrucckii libre en milicu non renouvelé
(glucose 4,8 % (m/v) ; fermenteur de 20L ; T : 43°C ; densité cellulaire finale : 1,5.10° cellules/mL)

Biomasse Acide L-lactigne

Temps (heure) | 4o €00 ym) T PH
0 0,100 0 6,5
2 0,200 0,8 6
4 0,560 2,5 5,3
(] 1,300 4.8 5
3 1,500 7.6 47
10 2,000 9.4 4.5
12 2,400 10,2 4,35
14 2,600 11 4,35
16 2,700 11,8 4,1
20 2,875 12,1 4
30 2,950 12,1 3,8

Document 6A

Centrifugation sur gradient de chlorure de césium
préformé de deux suspensions phagiques

Les bandes obtenues sont indiquées par des pointes de
fléche (a,b,c}, la principale (a) ayant une densité de 1,5
dans les deux cas.

Document 6B

Electromicrographies aprés coloration & I"acétate d’uranyle des éléments des différentes bandes,

Bande a Bandec

00mm
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Document 7

Document 7A : Correlation between clearance zones and proteolytic activity in the untrated
parentcelture of Lactobacillus delbrueckii

Number of colonies showing proteolytic activity
[Diameter of clearance zones Number of colonies (mg of tyrosine liberated/g)
(in mrm) examined
Range Range Range
0,00-0,23 0,24-0,31 0,32-0,40
8-10 50 10 28 12
5-7 50 35 12 8
0-4 50 42 8 0
Document 7 B

Survival curve of Lactobacilius delbrueckii after
exposure to different chemical mutagens _g

=3
1 : N-methyl-N’-nitro-N-nitrosoguanidine (NTG)} uﬂ;
2 : Ethylemine o
3 : Bthyl-methane-sulfonate (EMS) .E

]

@

W : r v

o 80 81 99 23 5%
fime i minttes

Document 7C : Proteolytic activity of L. delbrueckii recovered after different treatment

myg of tyrosine liberated/g Number of survivors after :
range average EMS [ Ethylemine | NTG
,250-0,450 0,350 Control .
0,250-0,300 0,275 : 5 8 -
0,300-0,350 0,325 8 18 -
0,350-0,400 0,375 12 34 -
0,400-0,450 0,425 25 25 -
0,450-0,500 0,475 12 50
0,500-0,550 0,525 3 24
0,550-0,600 0,575 - - 16
0,600-0,650 (0,625 - - 10
Moyenne de I'activité
protéolytique : 0,387 0,518
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Document 8
Mini-préparaiion d’ADN plasmidique de bactéries Gram + lyse alcaline

Centrifuger 1,5 wml de culture pendant 30 secondes & 12 000 g et Sliminer ie surnageant, Remettre en
suspension Ies bactéries dans 140 pl. de tampon TEG complété avec 10 ul, de la solution de lysozyme 4 10
mg/ml. Agiter doucetnent par retournement. Incuber 5 A 10 minuites i 37°C,

Ajouter 200 pL de NaQH 0.2 M/SDIS 1 % {m/v) et incuber 5 minutes dans la glace.

Ajouter 200 nL d'acétate de potassinm 3M 4 pH 4,8, Incuber 5 minutes dans la glace et centrifuger & 12 000
g pendent 15 minutes. Récupérer le surnageant.

Peursuivre par un traitement au PCI {phenol/chlercforme, alcool isoamylique), une précipitation & I'alcoc] et
I"action d"une RNase.

Composition TEG:  Tris 10 mMapH 8
EDTA & 1mM
Glucose & 1 % (/vy}
Document %
Quarnification UV d'une partie aliquose de la mini-préparation
Placer 4 pL. d"une mini-préparation d’ ADM dans un tube cénique contenant 996 pL de tampon TE. Mélan gar

plusienrs fois par retournetnent.
Bffectuer des mesures dabsorbance & 260 nim et 280 num pour chacune des mini-préparations contre du TE.

Pocument 10

M1 2 3

Electrophorégramme de trois mini-préparations
agarose 1,2 % (m/v),

20V, 30 min,

coloration BEt 4 kb
| 3ko 2
2 kb —j§
Tko —

M = marqueur de taille

1,2,3 = mini-préparation
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PROPOSITION DE CORRIGE

Avertissement important : PUPBM signate an lectenr qu'il s’agit d*éléments de_corrigé, ayant pour but

@’ aider au niieux les dudiant{c)s dans lenr préparvation & Pexamen, g non d'un corri

1.1 La production d’interféron yarie ; en fonction dw temps et de Ia dose de bactéries injectée

1.2

1.3

Pic transitoire : position A 4 ¢t 6 h en fonction de Ia dose de bactéries injectée
Stimulation maximale de la production-pour 5.107 bactéries (64 U (’interféron / 100 pL)

Témoin : injection de selution saline isotonique : absence de stimulation, activité non détectable
Avet Lactobacillus bulgaricus, on détecie 256 U d’interféron /100 pL aprés inoculation de 5,107 bactéries
et 32 U d’interfiéron /100 pL aprds inocelation de 2,5.107 bactéries, om observe donc une stimuetation de la
production ct il y a un effet dose.
Avec Streptococcus thermophitus aux dewx concentrations testées, Ja production d’interféron est trés
réduite : 4 U/ 100 pL. La stimulation: par rapport A celle obtenue avee les L. bulgaricnys est trds légére et
on n'ohserve pas d’effet dose.
Pour une méme dose de L. bulgaricus (2,5.107 1 0,5 mL), Ia stimulation est plus importante en présence
de Streptococcus thermophilus (locument 1) : - 320U d’interféron / 100 pL : seul

- 64 U d*interféron / 100 pL : en association

Nentralisation de Pactivité antivirale de Vinterféron par Pintervention d’anticorps spéeifiques . anti-
interféron qui neutralisent cette activité biologique,

Les témoins sont les suivants

Témoin interféron (1™ colonne) : activité de Vinterféron cn absence d’anticorps

Témoins réactifs anticerps ;

INF o/} étalon + anticorps anti o / B : perie de Iactivité de I'INF, cette activité est conservée avee les
anticorps andiy (2048 U/100:L)

INK'y &talon + anticorps anti y : perte de Iactivité de PINF, cette activité est conservée avec les auticorps
anti o /P (1824 T/100p1L}

Donc 1a newtralisation est efficace et il n’y a pas de réaction croisée,

L’échantillon de sérum positif testé présente une activité antivirale de 256 U/100p 1. Ceite activité reste
Ia méme si on préincube le sérum en présence d’anticorps anti y mais est nulle si on préincube les
anticorps en présence danticorps anti o / B,

Done le sérum des souris contient des imterférons o / B mais on ne peut irancher emtre ces deux types
d’interféron.

2.1.1, Homofermentaire : uniquement de Pacide lactique sans acide acétigque, ni éthanol ni CO4.

2,12

2.2.1.

Obligatoire car alors pas de glecose 6 phosphate déshydrogénase qui entraine une consomnation annexe
inutile de glucose.

On synthétise majoritaivement (90 %) du L-lactate par voic microbiologique, alors que par synthése
chimigue.on obfient un mélange racémique (autant de forme D que de L)
Croissance de Lactobacillus delbrueckii
L+ Aclda Liacique {gll)  —8—Blomasse (Aa4260m)  —dk—pH |
.y 7
o 2 L\g\“ Lo 6 {
g 1 = Pead 51
8 4 :
g E P é ¥
g ¥ | oaw " 2E T
S 4 | 2@
<, o 1
|
0 'ﬁ.é [
i 5 10 15 20 25 30 35
Temps ()
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2.2.2.  LepH diminue au cours de la fermentation, en raison de la proifuction d’acide qui proveque
Pangmentation de sa concentration en fonction du temps, '

2.2.3. Méctabolite primaire, corvélation entre courbe de production et courbe de croissance

_Pr-pPi
224, PVHF= =

225, Productivité horaire par cellule libre = PHCI = ﬂg{iﬁ =04/ 1518°.10° =2,7 10 g.cellule™ b

=12,1 /30 = 0,40 g L\ h*

22,6. Le rendement (ou tanz de conversion) est appelé « yield factor » YFimtesptucoss = AP/AS = 05 % = 0,95
Eolt AP = 12,1 x 20 =242 g d*acide L-lactique produit
Le fermenteur contenait So = 4,8 x 20 /0,1 = 960 g de glucose initial
La quantité de glucose consommé est donc AS = Sf— Sp
Dol Ia quantité résiduelle ST = (RSo - AP) /R = (0,95 x 960 - 242) /0,95 =705 ¢

3.1, Bande b : les « tétes »des phages sont pleines (P APN est présent) : ka densité est supérieure car les
particules sont plas compacies (la quene des vivions est absente)
Bande ¢ : particules-entiéres et vides : lear densité esé plus Faible gue particules de Ia bande a car PADN a
€té perdu : il s*agit de phages aprés 'infection bactérienne, on parle aussi de « fantbmes »
Bande a : pacticules entidres et intactes, or pour la transduetion Pintégrité de ces denx éléments est
indispensable (queue pour 'adsorption et {&te pour P ADN)

3.2.1.

. Milieu opague permetiant de lre la protéulyse : milien 4 1a caséine, gélose au Lait on auire

. La protéolyse permet d’observer un halo d’éclatrcissement (transparisation) sur fond opague, dont Ie
diamétre sera proportionuel i Pactivité protéolytique

. On sélectionnera des clones présentant de grands diamdtres d*éclaircissement de la gélose

. Celn affine In préséleetion, sur 50 clones A large hale, 10 sont liminés cn raison de leur faible activité

protéolytique exprimée en tyrosine libérée, Parmi les clones, 3 catégories sont distingeées, mais la corrélation
n’est pas parfaite entre I'activité sur bofte-etle résuliat de P analyse biochimique,

3.2.2, Lacourbe 3 (EMS) présente un trop fort taux do Iétalité, les deox nuires mutngénes penvent dtre utilisés,

3.2.3, Moyenne pondérée = (5 x 0.275)+(8 x 0,325x:(12 x 0,375)+(25 £ 0,425))/ 50 = 0,382 mg/g
Les mutants ebtenus avec le NTG présentent la plus grande activité protéolytique moyenne et Ia plus augmentée
par rapport au.iémoin, ¢’est donc I’ngent. mutagéne le plus inféressant,

+.1.1.

¢ Lelysozyme est responsable de lalyse du peptidoglycane de paroi,

« NaOH/SDS : provogue lu dénaturation des protéines membranaires (le SDS est un détergent) et la
dénaturation des ADN plasmidique et chromosemique de double. 3 simple brin

*  Acéiate de potassium : variation de pH provoquant Ia renaturation de PADN plasmidique, L’ADN
chromosomique précipite, ainsi que les. protéines (énaturées par le. SDS) & cause des variations de 1 foree
ionique. :

4.1.2.1, Concentration en ADN plasmidigne = A x k x f3.= (,132 x 50 x 250.= 1,65 pg / m. ADN double brin
AzgofAgan = 0.132 /0,08 = 1,65 : cette valeur est inférieure & 1,7, donc il y a des traces protéiques,

4.1.2.2. Piste n®3 ; le plasmide a une taille de 4 kb, et onohserve.une. bande d’ADN plasmidigue 4 2,3 kb : seule
Ia forme superenroulée, qui migre plus vite, est présente
Piste n°2 ; pas de plasmide, ni A 4 ni 1.2,3 kY, on observe un_« smear » d’ADN chromossnique
liydrolyst,

4.2. La digestion double permetira d’insérer le fragment 0’ ADN- ¢’intérét dans la bonne oricntation.
Digestion double successive : les forces iomiques de travail des deux enzymes sont différentes, done il est
lIogique de procéder dans Pordve suivant ¢
1; force ionigue moyenne, permetiant le travail de Bam HI
2 ¢ addition de NaCl pour augmenter 1a force ionigque, ¢e qui permet le travail de Not I
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EPREUVE PROFESSIONNELLE DE SYNTHESE
24" PARTIE : REALISATION PRATIQUE IVOPERATIONS DE GENIE BIOLOGIQUE
Durée : 8 heures Coefficient : 8

Aucun pipetage & la bouche n'est autorisé et le port de lunettes de sécurité est recommandé.
4 feuilles de papier milliméiré par candidat

OPERATIONS DE CONTROLES CELLULAIRES ET MOLECULAIRES

PREMIER JOUR
Durée : 6 heures 30 plus 1 heure de repas pris sur place

Ce sujet comprend 4 opérations susceptibles d'8tre mises en ceuvre en biotechnologie
Elles constituent des manipulations indépendantes et peuvent &tre réalisées dans un ordre différent de celui de
feur présentation.

Remargue : chague rubrique du sujet est précédée d'un paragraphe « Matériel ef réactifs » o4 ne
figurent que les éléments particuliers exigés par la manipulation. Le matériel usuel du laboraoire, cependant

nécessaire, n’est pas mentionné mais est & la disposition des candidats. Toutes les valeurs expérimentales
seront communiquées immédiatement aux examinateurs.

PREMIFRE PARTIE : (20 points)

CONTROLE D’UNE SOUCHE HAPLOIDE DE SACCHAROMYCES CEREVISIAE

Un laboratoire souhaite contrbler des souches de levires destinées 4 des expériences d’amélioration par
génétique classique, en particulier leur type sexuel a ou o

1.1, Détermination du type sexuel de la levure

Le contact de denx souches haploides de signe sexuel opposé, peut entrafner leur fusion o8 conjugaison
en un zygoté. Celui-ci présente au début une forme caractéristique en haltére, puis une taille supérieure &
celle des cellules hapldides initiales.

1.1.1,  Matériels et réactifs
On dispose de :
- 2 petites botes de Pétri et une grande de milieu gélosé stérile YPD
-1 souche haploide de Saccharomyces cerevisiae de type sexuel a (Mat a), cultivée sur
milieu YPD
- 1 souche haploide ds Saccharomyces cerevisiae de type sexuel o {Mat ), cultivée sur
milien YPD
- la souche H haploide, i étudier, sur milien YPD
- 4 apses 3 usage unique stériles
1.1.2.  Mode opératoirs
+  An centre de chaque petite boite de milien YPD, déposer successivement en touche, a
Paide d’une anse stérle, la souche H et I'une des souches de type sexuel connu, puis
mélanger intimement.
s Incuber 3 28°C pendant 5 heures.
e  Observer 3 I'objectif 40, & Iétat frais, en eau physiologique, des prélévements du mélange,
au temps 3, 4 et 5 heures.
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1.1.3. Résuitats
+  Montrer un état frais présentant des zygotes i "examninateur.
*  Dessiner I'ensemble des morphologies particulidres observées.
s Conclure sur le typs sexuel de la souche H.

12. Contrdle de pureté de la souche H
+  Isoler la souche H sur milien YPD et incuber 24 h 3 28°C.

DEUXTEME PARTIE, ; (20 points)

CONTROLE DE LA VIABILITE D?UNE SOUCHE BACTERIENNE NECESSAIRE A
L’ AMPLIFICATION D'UN VECTEUR NAVETTE

Une souche d'Escherichia coli est rendue compéients par un nouveau traitement au chlorure de calcium —
chlorure de mangandse.

La suspension initiale est une culture bactérienne en phase exponentielle de croissance & 0,4 d’absorbance { 600
nm). Un volame de 20 mL de culture est centrifugé, puis le culot bactérien est reprs dans 2 mL de solution de
traiternent.

On &value la viabilité des ceflules aprds traitement par dénombrement sur milieu gélosé, par la technique des

« Spots »,

2. Matériels et réactifs

On dispose de :

- 2 mlL de suspension de bactéries traitées,

- 1 fiacon d’eau physiologique stérile.

= Tubes A hémolyse stériles

- 2 géloses nutritives coulées en boites de Pétd.

2.2. Mode opératoire
e  Sachant qu’une unit d’absorbancs correspond & 5.10% cellules par ml., réaliser une gamme de 6
dilutions successives, judicieusement choisies.
Un spot donoe un résultat lisible s'il apparait entre 10 2t 20 colonies.

Déposer 10 pL de chaque dilution, en spot sur la gélose, Réalisar les essais en doutle.
Laisser sécher les dépdts avant incubation, 18 i 4 37°C.

2.3.  Compte-rendu

s Justifier le choix des dilutions ensemencées.

TROISTEME PARTIE : {70 points)

DETERMINATION BU POURCENTAGE DE GC DPUN ADN EUCARYOTE

On dispose d'une solution 4’ ADN que 1'on se propose de doser, de concentrer, et dont on souhaite déterminer le
pourcentage ex GC.

3.1. Matériel et réactifs

On dispose de :
- 10 mL de sclution d’ADN 2 doser en tarapon SSC
- 20 mi. de tampon SSC (Sodium saline citrate)
tampon citrate dz sodinm 0,015 moles par litre, pH 7, NaCl 0,15 moles par litre.
- 10 mL de solution étalon "’ ADN de thymus de vean & 400 ug/ml.
- Réactf &.la diphénylamine en flacon distributeur
- 12 mL d’acide trichloracétique (ATCA)
~ 20 mL de formamide 2000-3%
- 5 ml d'éthacol & 95%



32. Dosage abhsorptiométrique de YADN dans I'U.V.

»  Préparer en tube 3 hémolyse 2,1 mL de dilution au 172181 de fa solution d'ADN, en tampon SSC.
Opérer en présence d'un examinateur
Mesurer les absorbances 4 260 nm et 3 280 im de cette dilution contre du tampon SSC, en utilisant
des cuves quartz.

Compte-rendu ;
»  Déterminer le rapport A260 nm/A280 nm ; que peut-on en déduire quant i la pureté de cet ADN ?
¢  Sachant quune unité d'absorbance 4 260 nm correspond en moyenne i 50 pg d'ADN par ml,
déterminer la concentration et ADN de la solution.

3.3. Dosage colorimétriqua de PADN

11 est basé sur la réaction spécifique des 2-désoxypentoses avec Ia diphénylamine, en milien acide &
chaud.
+  On dispose d'une solution étalon d'ADN de thyrus de veau & 400 mg/L.

A T'aide de cette solution, réaliser une gamme d'étalonnage en tubes 4 essai selon le protocols ci-

dessous :
Quantité en pg d’ADN par tube 0 ] 200 | 400 [ 600 [ 800
ATCA, Qsp 2
Diphénylamine { ml.) 4 1 4 | 4 | 4 [ 4
s  Mélanger an vortex puis boucher les tubes avec du papier d'alurninium.
»  ChaufferID minutes 4 100°C puis refroidir rapidement sous un courant d'ean froide.
e Lire Pabsorbance & 595 nm contre [e tube 0,
e Doser la solution d'ADN inconnue en opérant selon le méme protocole que pour la gamme
d'stalonnage ; réaliser 2 essais. La prise d'assai & utiliser sera déduite du résultat ebtenu en 3.2,
Compte-rendu :

s Tracer la courbe d'étalonnage et déterminer la concentration de la solution CADN de mammifare.
«  Comparer le résultat obtenu avec celui trouvé en 3.2., puis discuter,

34. Concentration de ’ADN

A partir de la solution fournie, on souhaite préparer 250 pL de solution d' ADN 2 600 ug/ml. Pour cela,
un volume adéquat, & déterminer, de Ia solution fournie d’ ADN est précipité par I'éthandl. Le précipité
d’ ADN est, aprés séchage, redissoit et concentré dans 250 pL de tampon SSC.

s A partir de la valenr d'absorbance A 260 am déterminée en 3.2, caleuler le volume de solution
d’ ADN fournie & précipiter.
= Déposer ce volume dans un microtube. Ajouter 2,5 volumes d'éthanol 2 95%. Laisser 15 minutes &
4°C, Centrifuger 15 minutes A vitesse maximale.
+  Eliminerle sumageant et sécher le précipité obtenu pendant 15 minutes autour du bec.
Le montrer & un examinateur,
«  Ajouter 250 pL de tampon SSC,
Remettre ce tube & U'exominateur ! la redissolution se fera pendant la nuit,

Compte-rendul:

«  Indiquer le calcul du volume de solution précipitée.
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3.5. Etude de la fusion thermique de I’ADN en présence de formamide
+  Préparer un "mix" en petit erlen en mélangeant ;

15 ml, de formamide
10 ml detampon $S5C -
5mlL de solution d'ADN inconnu

Ajouter les réactifs dans l'ordre et opérer dans la glace.
Attenfion : Iz formamide est toxigue : éviter tout contact avec la pean.

+  Déposer 2 mL de ce « mix » par tube dans 10 tubes.a hémelyse marqués respectivement
0°C - 100°C - 30°C - 35°C - 40°C - 45°C - 50°C - 55°C - 60°C - 65°C

*  Stocker ces tubes dans a glace, aprés les aveir bouchés hermetiquement avec du papier d'aluminium
et du parafilm,

*  Pour les tubes autrss que 0°C et 100°C, opérer de la maniére suivante :

- Incuber chaque tube pendant 15 minutes, 2 la température correspondante (35° pour
le tube 35° C,....).

- Le placer alors immédiatement dans la glace et l'y Iaisser 5 minutes.

- Lire alors 'absorbance & 275 am, en cuves spectrophotométriques UV semi-micro &
usage uniqus, ecatre un blanc constitué de 1 mL de formamide et de 1 mlL de
tampon SSC.

+  Laisser le tube dans la glace si le(s) spectrophotom@tre(s) UV n'est pas disponible,

Remarque : l'absorbance est lue & 275 nm et non 260 nm car la formamide absorbe trés Sortement
& cette dernidre longueur d'onde, ainsi que la cuve UV & usage unique.

¢  Letube 0°C est laissé dans la glace jusqu'aw moment de la lecrure de 1'absorbance 3 273 nm,
« Le mbe 100°C est placé 5 minutes dans un bain-marie bouillant puis refroidi immédiatement
5 minutes dans la glace avant {2 lecture de 'absorbance 4 275 nm.

Compte-rendu :

s Tracer la courbe A275 nm = f (température d'exposition).
Décrire et interpréter son allure, Quel est le r8le des tubes 0°C et 100°C ?
Déterminer graphiquement la Tm {température meyenne de fusion) de I'ADN euceryote dans les
conditicns de l'expérience.
»  En déduire le pourcentage en GC de cet ADN en utilisant 1a formule :
Tm = 81,5 + (16,6 x log [Na*]) + (0,41 x %GC) - (0,65 x % F).

Tampon citrate NaCl, pH7, 0,15 moles par litre.

QUATRIEME PARTIE : (50 points)

CONTROLY D'UN CARACTERE GENETIQUE D’UNE EIGNEE CELLULAIRE,

L'ane des méthodes d'évaluation du pouvoir mutagéne de substance génotoxique consiste i rechercher A partir
de cellules en culture et aprés exposition 4 Ia substance  tester {"appazitior de mutation au locus EGPRT.

Les cellules HGPRT(-} deviennent sensibles & I'action cytotoxique de 1'aminaptérine méme en présence
d'hypoxanthine et de thymidine ( mélangs HAT).

On se propose, & I'aide d'une méthode colorimétrique d"évaluation de Ia viabilité d'une population cellulaire :
méthode au MTT { Bromere de diméthyl-thiazoldiphényl tétrazolium ), de déterminer la sensibilité an mélangs
HAT des cellules d’une lignée cellilaire ayant été soumise & Paction d’une substance mutagéne.
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4.1

Quantification colorimétrique des cellules

4.1.1

4.1.2

Matériel et réactifs

On dispose de :

- 1,5 mL, d"une suspension de ceilules A éindier cultivant en monocouche.

- 10 mL de milieu de cilture complet

- 0,5 mL de solution blen. Trypan 2 0,4%

- Hématimétre et compteur de cellules

- Plaque de culture de 96 puits

- 0,3 mL d’une solution de MTT & 10 mg par mL { distribuge 4 la demande )
- 5 ml de diméthylsulfoxide (DMSO )

- Solution de tampon phosphate salie ( PBS )

Numération et ajustage de la suspension cellulaire

o Réaliser upe mumeération de la suspension cellulaire en présence de bleu Trypan & 0,1 % final.
La numération sera montrée & un examinateur.

+ Préparer 1 500 pL de suspension 4 5.10 % cellufes par ml en milieu de coltare complet .
Utiliser rapidement certe suspension cellulaire pour les deux munipulations suivantes.

Mesure de la réduction du MTT

Les cellules vivantes sont capables de réduire le MTT jaune et hydrosoluble en un dérivé insoluble
viclet, L'intensité de la réduction révélée par I'intensité de la coloration est fonction du nombre de

cellules vivantes.

« A partir d'ume suspension préparée, distribuer dans la plaque de culture en double essaf les
quantités de cellules suivantes par puits : 10 000, 20 000,30 000, 40 000, 50 000 et 60 000 sous
un volume final de milien de culture de 120 pl. Réaliser en Al et B1 les tests témoins pouvant
servir de blanc optique.

Placer les cellules 2,5 heures & 37 °C dans I'étuve 8 CO,A 5 %.

Distribirer 10 pL de solution de MTT,

Incuber les cellules 1 heure 4 37 °C dans I'étuve 4 CO,4 5 %.

Apris ce délai, éliminer le milien dans le bac de Javel.

Ajouter 100 pL, de DMSO et agiter 10 minutes. *

Remtettre la plague clafrement identifiée & un membre du jury qui se chargera de la lecture de
T’absorbance & 57\ nm par référence aux témoins en Al et Bl

& & & & & ®

4.1.4 Résultats

» Déterminer la concentration cellulaire .
* Présenter le protocele suivi, tracer la courbe représentative de la variation d’abserbance &
570 nm en fonction du nombre de cellules par puits et |'analyser.

4,2 Etude de la sensihilité de la lignée 2u réactif HAT

4.2.1 Matériel et réactifs

On dispose de ;

- 250 uL de solution stock de mélange HAT (H : 10 mmol/L, A. : 40 pymol/L, T : 1,6 mmol/L j en
milien de culure

- Plaque de culture utilisée en 4,1

- DBarrettes de cupules
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4.2.2 Mode opératoire

 Distribuer 60 pL de I suspension ajustée A 5,103 cellules par ml dans 12 cupules de 1a plaque.
s L aisser sédimenter les cellules 2 heures a 37 °C dans ["étuve 4 CO,,
s A partir de la solution du mélange HAT concentrs disponible, réaliser une série de dilutions
successives de raison 1/3, en milisu de cultuse complet sous un volume de
100 uL, de 1/3 4 (1/3)10. Utiliser les barrettes de cupulss pour ces dilutions,
« Incuber & 37 °C en présence de 5 % de CO4 jusqu'au lendemain,

4.2,3 Résuleats

Donner sous forme de tablean les dilutions réalisées et ia composition des différentes cupules,
Quel résultat caractériserait une lignée HGPRT (-) ?

A LA FIN DE L’EPREUVE REMETTRE CE SUJET AVEC LA COPIE.
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DEUXIEME JOUR

Durée :1 heure 30 minutes (L'épreuve débutera & 10 h 36)

PREMIERE PARTIE
Contrdle de pureté de la souche H
Lire le résultat de 1'isolement et conclure.

DEUXIEME PARTIE

Contréle de Ia viabilité de Ia souche d'Escherichia coli

Lire les dénombrements et présenter les résuliats.

A partir de ces résultats et des données du premier jour, calculer le % de survivants dans la cubture aprés
traitement. Conclure sachant qu'un traitement habituel au chlorure de calcium permet d’obtenir au
maximum 10% de survivants,

TROISIEME PARTIE

Concentration de PADN

Préparer en tube & hémolyse 2,1 mL de ditution au 1/218M¢ de la solution 'ADN concentré, en tampon
SSC. Mesurer I'absorbance 4 260 nm de cette dilution contre du tampor SSC, en utilisant des cuves en
quatz,

Cette mesure d’absorbance doit 8tre gffectuée en préssnce de Iexaminataur.

Déterminer la concentration en ADN de la solution concentrée
Conclure par rapport A I'objectif visé de 600 pg/mL.

QUATRIEME PARTIE (SUITE)

Contréle do caractire HGPRT{-) d'une lignée cellulaire.

-

Pour visualiser I'action du réactif HAT sur la Hgnée émdiée, le MTT a été distribué dans les cupules

ensemencées la veille. Aprés dissolution par apport de solvant, la lecture des absorbances a été réalisge.

A partir des absorbances mesurées

- tracer la courbe représentative de |2 variation d’absorbance & 570 nm en fonction dut logarithme
décimal de I'inverss de la dilution finale du réactif HAT )

- en déduire la concentration finale du réactif & utiliser dans le cas olt I'on voudrait sélectionmer des
cellules HGPRT (+) mélangées aux cellules de la lignée émdiée.
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