





ANNALES

Brevet de Technicien Supérieur
BIOTECHNOLOGIE

sessions 1986-1987

PUBLICATIONS DE L'UPBM

Diffusion ; UPBM - EDILION, Lycée Technique

« La Martiniére », 4* avenue, La Duchére,
69328 Lyon Cedex 8.






B.T.S.Biotechnololgie

Sommaire
4 ---- Reglement d’examen
5 ---- Définition de la nature des épreuves

- Epreuves de la session 1986

--- Epreuves de la session 1987

® UPBM-EDILION 1987






Annales réalisées par Gérard COUTOULY
professeur au LEGTP Jean Rostand -

[

a4 Strashourtry

Union des Professeurs
de Physlologie
Biochimie et Microbiologie

Lycée Technique « La Martinidre
La Duchire

69338 LYON CEDEX §

C.C.P. LYON 5785-38 U



Création et conditions
de délivrance du brevet
de technicien supérieur Biotechnologie

R.L.R. 1 544-4

Arrété du 29 mai 1986
(Education nationale : bureau DL 5)

Vu code de I'enseignement technique : code au travad.
not, livre 1% @ L n® 71-577 du 16-7-1971 ; L n® 75-620
du 11-7-1975 ; L n° 84-52 du 26-1-1984 . L oe pro-
gramme n® 85-1371 du 23-12-1985 | D n® 59-57 du
6-1-1050 ens.. 0 n® 62-216 du 26-2-1962 1 D n®
76-1304 du 28-12-1976 ; avis de fa commission pro-
fessionnelle consultative de la chimie exprimé le
17-10-1985 ; awis du conseil de I'enseignement géné-
ral et technique du 27-2-1986.

Article premigr, — | 81 Créé un brevet de techaicien
superieur Biotecnnotogie. La brevet de technicien supe-
rieur Biotechnologie est délivré aux candidats ayant subi
avec SUCCES un examen dont le réglement est fixé par
le présen) arrété et ses deux annexes.

.Art. 2. — Pour se présenter 4 I'examen, les candidats
doivent :

a} soit justifier de deux années d'éludes specialisées
dans un lycée ou un établissement assurant la prepa-
ration 4 ¢e brevet de technicien supérieur :

b) seit. & la date da la session d’examen. justifiar avoir
suivi une formation sanctionnée par un dipldme classé
au niveau IV des formations cans (a nomenclature utili-
sée par la commission d'homolagation des titres et dipld-
mes de 'ensaignement lechinologique el exercer dans
la prefession 4 plein temps depuwis trois ans au moing
au-dela de |a périods iégale d’apprentissage :

c) soit, 4 la date de la session d'examen. Avoir suvi
assidiment des actions de farmation continue prépa-
rani 4 cel examen pendant trois années consécutives
ou pendant mille deux cents heures.

Art. 8. -~ Une seule session d'sxamen est organisée
chaque année. La dale des &preuves, los dates d'ouver-
ture et de clature des registres d'inscription sont fixées
par te ministra de |'Education nationale. La liste des pié-
ces a fournir ters de Linscription est fix@e par tes rec-
leurs.

Art. 4. — L'examen comprend un seul groupe d'épreu-
ves. Le brovet de technlgion supérieur Biotechnologie
g5t deliveé 4 tous 1es candidats ayani obtenu d'une part
une moyesne génerale égale ou supérisure a 10/20 a
I"ensembie des epreuves affectées de leur coafficlent ef
d'autre part une note égale ou supédrieure 4 10/20 4
épreuve professionnelle de synthése.

¥ 4

Lorsque la moyenne des netes obtenues se situgia &
wi niveau inférienr neis proche de cedui qui délermine
Vadiission, le jury procédera 4 I'examen du liveel sco-
faire des candicals ayant sulvi une préparation 4 I'exa-
men : 3l cel examen met en &vidence une disparilé
importanie entre la meyenne oblenue ol les résullats con-
aingits dans le fiviel scokire, te jury pouria désider e
pefoye [ oyt dleime ot une note pg
ey 3 el ety ol on el conpuration derle
apids en avoir délibéré avec le pu les correcleurs de
I'épreuve incriminée

Le relévement giebal ¢tes points obtenus ne dewia Bire
adeptd que dans tes cas excepllonnels, sur propusl-
tion du préstdent du jury,

Un candidal éliminé peut, sur sa demande, conserver
pendunt deux sessions le bénélice d’un résultat favo-
rable obtenu soit 3 1"épreuve-professionnelle de synthése,
solt & I'ensemble des autres épreuves de "examen.

Larsque ce candidal se représente A wne sesslon ultd-
rieure, le dipldme lui est délivré s'il obtient une moyenne
dgale ou supérieure & 10/20 calculde en lonction des
noles des épreuves dont il a demandé & censerver le
bénéfice et das noles des dpreuves A nouveau subles.

Arl. 5. — Le diplome de techniclen supérleur Blotech-
nologiie est délivié par le recteur d'acackmie.

Art. 6. — Le premitre session du brevel de lechniclen
supérieur Biotechnologie organisée conformément aux
dispositions du présent arrété aura ligu en 1988. Ces
dispositions soni applicables aux sessions 1986, 1987
¢l 1988

Art. 7 — Le direcleur des Lycées est chargé de 'exé-
gution du présent arrété qui sera publié av Jeurnal ofif-
ciel de fa République francalse. (1)

Pour lo ministre el par délégalion :
Le directeur des Lycées,
P. ANTONMATTEL

(4.0, du 11 jun 1986)

{1} Le prdsent arrdté el ses deux annexes seront diffu-
sds par fe Cantre national de documentation pEdagogi-
que, 29, rue dUim, 75230 Parts Cedex 05.

ANNEXE 1

Réglement d’examen

Eprauve Forme E]il:;ﬁe Coef.
Frangais Ecrll 3h 2
" Ecri 2h ?
Anglais Oral |30 min



Mathématiques

el Sciencds-physiques Eerll 1h 4
Sclences biologiques
fandamenlales et génie | Ferit 4h B

biglogique i

[ do sl
ol paltation g | el | G A
]

d'opérations de génie Ip
biologique

Sontenance du rapport ) .
de stage Orat 1h 4 .

Total |26h30mnl 30

ﬁpreuve facullative ; LV oral |30 min i

* Le coelficient 4 aitribué 4 la soutenance du rapport
de siage se ddcompose en :

— 2 pour les campdiences scientifiques, fechnologiques
ef professionnelies ;

— 1 pour les compéignces en frangals ;

—- 1 pour fes compétences en deonomie et gestion.

ANNEXE It

Délinillon des épreuves

1. Eprewvs de frangais
Modalités da I'éprouve -

- Epreuve écrile
- Durde : 3 heures
- Coelficlent : 2

Objet et conlenu de 'dpreuve

L éprauve a pour but de vérifier I'aptitude du candidat,
d'une parl A salsir dans un texle les iddes essantielies
et leur oiganisation leglque, d'aulre part & s exprimer
correctement el avec simplicité.

On proposera un texle de cinguante A cent lignes dacty-
lographiées qui offre par [ul-méme un sens assez com-
plet, gui soit clair et bien composé el qui se préte 4 une
analyse d'iclées.

Le texte proposd portera sur les prodlémas de la vis
mpderne, problémas da culture perscnnells et de rela-
lions sociales qui peuvent Intéresser un lutur techni-
cien. On tiendra compte dans le choix du lexle des carac-
Iéristiaues particuliéres du domaine professionnet auquel
le candidal se destine.

Le candidal devra :
a} tésuner le fexte en un nombre limité de mols

b} répondre & quelques queslions destinées A lul faire
préciser el expliguer fe sens de nations et de mols impor-
tants du texte an lémoignant de la culture générale qu'il
aegue

c) expriiner dans un commenlane succinel el tomposeé
8€5 Vues personnelles sur I'ensembls ou sur un aspect
particulier du texle.

2, Eprauve d ‘anglals

— Eerit ; durée = 2 heures
- Qral : durée maxhimale = 30 min
— Coeflicient ; 2.

L épreuve €crile entrera pour deux tiars et |'épreuve orale
oour un tiers.

Partie écrits

L’épreuve doit permetire de vérifies les capacilds du can-
didat & :

— lire une leltre & caraclére technigue et en rendre
comple ;
— comprendre des arlicles da revues spéclalisées :

— lillliser des notices, modes d'emplol, diagrammes
et schdmas en anglais concernant des malériels étran-
gers.

Cette épreuve comprendra d'abord Ja traduction ou le
compte renc d’un lexle extiait d'un documen! techni-
gue ; lul fera suile la rédaclion < un texle se rapporiant
au sujel éludié précédemment.

Partie orale

{."éprauve consistara en un entrelien aves 12 jury, des-
tiné & vérifier la maitrise des slructures sssanlielles de
la langue.

Eprauve lacuitativa

Langue vivante 1l

Epreuve orale ; dirée maximale : 30 min
Coefficlent ; 1

Seuls les points au-dessus de 10 saronl pris en comple
pour le total obtenu par ls candidat.

. L'épreuve doit permetire d’apprécier les capacités du

candidat :

— Alire, analyser st commenler succinetermend un dowy-
ment se rapporiant au domaing professipnnel e! écnl
dans 2 langue choisie ;



- A s exprimey convenablement dans tes donaines de
ses fulmes aclivitds, dans coelle langua,

Celte ¢preuve, qul pourra élre précédéa par une piepa-
rafion de 30 minules au maximum, consistera en un
entretien avec le jury et pourra comporter la fecture et
le résumé ct lexte par le candidal et une conversalion
Sl ee lexle.

3. Epreuve de malhémaliques - Scionces physigues

— Epreuve éorite
— Dun_ée = 4 heures
— Coefficient = 4

L*épreuve coniporie deux parties obligatoires, orgami-
sées en continule,

Premitre partie : Mathdmatigues (coellicien = 1,5)
Objeutifs :

L"enseignement des mathématiques a pour triple objectf
de fournir un outil efficace pour las sciences physigues
el biologiques et la technologie, de développer la for-
mation scientifique et de contrihuer 3 ka formation per-
sonnelle et relationnelle. Par suile, celta premidre par-
tie d'épreuve doit permettre :

— d'appidcler la solidité des connaissances des can-
didats et leur capacité 2 les utiliser dans des situations
variées ;

— de vérifler fesr aplitude au raisonnement et leur capa-
cité & analyser correclement un prabléme, & justifier les
résuitats obtenus et 4 apprécier teur portée ;

- d'apprécler leurs qualités dans les domaines de
I'expression écrite el de |'exécution soighée do 1aches
diverses (lracds graphiques, calculs A la main ou sur
maching).

Nature de cefle partie d'dpreuve

Cette partie d'épreuve écrite est prévue pour une durde
de deux heures.

Les sujets comportent deux exerclces de mathématiques
recouvrant une past trés large du programme, Les thé-
mes niathématiques qu'ils mettent en ceuvre portent prin-
cipalement sur les chapitres les plus utiles pour les scien-
ces el lechniques biologigues.

L épreuve poile sur des applicalions directes des con-
naissances de cours.

I cansient d éviter toute difficulté théorique et taute tech-
nicité mathématique excessive.

la Icngqeur et I'ampleur du sujet doivent permeltre &
uss candidat moyen de lraiter le sulet et de le rédiger
posément dans le temps imparll,

.

Los deux poinls suivants doivent étre rappelds en tte
des sujets :

- |.a clarté des tajsonnements et la qualité de 1a rédac-
fion interviendront pour upe part impoilante da I"appré-
ciafion des copies.

— |.'usage des instruments de caloul el du formulalre
olficiel de maihiématiques est autorisé.

Deuxidme partie : Sclences physiques (physique el/ou
chimle - coefficient ; 2,5)

Cette seconde paitie do 1'épreuve doit permelire d'appré-
cier |e niveau des connaissances en setences physigues
du candidal et son aptitude 4 fes utiliser dans des situa-
lions concrétes proches du domaine lechnicue ofl il est
appelé 3 intervenir,

Elle comporie plusicurs guestions indépendantes ou exer-
cices indépendanis.

Les questions posées se rapportent & des applications
concrédes dont la compréhension ne doit faire appel qu'a
des notions fondamentales du programme.

Cetle épreuva doil permellre de vérifier que le cand-
dat :

- analyse convenahlement un prablérme poseé en ulili-
sant judicieusement ses connalssances scientifiques |

- prend en comple I'ensemble des donuéss et des
hypothéses

-~ propose une solution justifiée par un raisonnement
logique, elaberée en faisant appel au contenu du pro-
gramme.

4. Epreuvs de sclences biofogfques fondamentats et génie
biolegigue

— Epreuve écrile

— Durée : 4 heures

— Coelliclent : 6

Cette épreuve dolt péfmellre d'apprécier le_niveau.das
cannaissances du candidat dans fes domaines de la bio- .

~thime. de 1a blologie cellulaire et moléculaire, de fa

microbiolegle et du génle biologique, Elle doit avelr un
caraclére plurldisciplinaire.

Elle comporte plusieurs questions Indépendanies.

5. Epreuvo professionielle do synthése ; dlude de pro-
Jet of réalisation pratique d'opérations da génts bivlogique

— Epreuve écrite el pralique
— Durée maximale : 12 heures
— Coelficient : 12

Calte épieuve comporle deux parties cbiigatolres.
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Premiére parlie : Etude de projet

— Partie_écrite
— Durée - 4 heures
— Coefficienl : 4

Celle partie a pour but de vérifier les capacilés de
réflexion en vue de la résolution d'un probléme biotech-
nologique simple pouvant relever des domaines de la
biochimie, de la biologie cellulaire et moléculaire, de la

microbiologie et du génie biologique.

Elle doil permettre d'apprécier :

— les capacilés :
o d'analyse du probléme ;

e de cbnceplion d'un simple projet et de définition d'une
stralégie expérimentale ;

o d'utilisation de documents, éventuellement, de lan-
gue anglaise ;

® de prise en compte des aspects concernant la sécu-
rité, la Iégislation el la gestion ;

s d'ulilisation des lechniques et du matériel, nolamment
informatique ;

— l'espril d'initiative.

Deuxitme partie : Réalisation pratique d'opérations de
génie biologique

— Parlie pralique

— Durée maximale : 8 heures

— Coefficient : 8

Celle partie a pour bul de vérifier les savoir-faire en bio-
technologie. nolamment dans les domaines de la bio-

chimie, de la biologie cellulaire et moléculaire, de la
micrabiologie el du génie biologique.

Elle est pluridisciplinaire.

Elle doit permelire de vérifier les capacités :

— de mise en ceuvre d'un protocole opératoire dans des
conditions salisfaisantes de sécurilé et d'efficacilé ;

— d'organisation ;
— de rigueur el de précision dans I'exéculion ;
— d'exploilation des résultats.

Elle peut se dérouler en plusieurs parties.

Elle comporte plusieurs questions liges ou indépendan-
tes. .

Elle a un caractere essentiellement pralique.

Elle donne lieu & un comple rendu et peul, éventuelle-
ment, falre appel aux techniques de I'informalique.

6. Epreuve de soutenance du rapport de stage ou d ‘acti-
vitd professlonnelle

— Epreuve orale
— Durée maximale = 1 heure

— Coefficient = 4 (2 pour les compétences scienlifi-
ques, lechnologiques et profes-
sionnelles.

1 pour les compétences en fran-
cais

1 pour les compétences en éca-
nomie et gestion).

L ‘épreuve a pour but de vérifier :

1. en ce qui concerne la connaissance professionnelle
et humaine de I'entreprise, si le candidat est capable de :

— saisir les données conslitutives d'une enlreprise ou
d'un laboratoire ;

— comprendre le fonclionnement d'une entreprise ou
d'un laboratoire sur les plans de la technique el de I'orga-
nisation ;

— présenter les activités d'un slage en analysant les
problémes techniques rencontrés et les démarches adop-
tées.

2. en ce qui concerne la communication et I'expression,
si le candidat est capable de :

— dégager, ordonner el meltre en valeur les points
essentiels d'un document & caractére technique ;

— maitriser les lechniques de la communicalion orale
devant un auditoire non familier ;

— utiliser Ia langue frangaise correctement et avec
clarté.

Le candidal présentera el souliendra oralement le rap-
port qu'il aura établi a I'issue de son slage de deuxiéme
année en entreprise, s'il 5'agil d'un candidat scolarisé
ou un rapport sur son aclivité professionnelle s'il s'agit
d'un candidat dispensé de stage en raison d'un emploi
salarié.

Ii devra nolamment faire apparaitre le caraclére spécifi-
que de I'enlreprise ol il aura efectué son stage ou exercé
son aclivilé professionnelle, rendre comple de la visée,
du déroulement et de |'aboulissement du stage Iui-méme
ou de I'activité professionnelle, exposer les réflexions
en particulier d'ordre technique que le stage ou I'acli-
vité professionnelle lui aura inspirées.

La présentation n'excédera pas 20 minutes.

La seconde partie de I'épreuve pourra 8ire consacrée
a un dialogue entre le jury et le candidat.

Le rapport de stage ou d'activité professionnelle de dix
A vingt pages dactylographiées (ou quinze a trente pages
manuscriles), sans compter les documents fechniques,
comprendra :

— une présentalion schématique de I'élablissement de
stage et du déroulement du slage de deuxiéme année
ou de I'activité prolessionnelle exercde dans la domains
de la biotechnologie ;



~ e comple rendu d'un {ravail personngl ;

_ yne véltexion persomnelie concernant ["activité pro-
fassionnelle el un bilan sur ce stage ou sur cetle acll-
vité professionnelle

Ce {ravail devra prendre en comple les problémeas de
séouritd ¢t de iégistation.

Les documents indispensables 3 la compréhiension de
ce rapport pourront tigurer en annexe.

Pour les candidals scolarisés, la fiche de slage sera
jointe.

L' gvaluation des aspects scientiiques, techniques 8l pre-
fessionnels se fera selon 12 répartition suivante :

— dossier écrit : coelficlent 13

— présentation orale el entretlen : coefficient 1,

La commission de jury pour cette gpreuve doit compren-
dre

— un professour de francais ;

— un professeur d'dconorie el geslion ou de scien-
ces et fechnigues dcanamigues |

— un professeur chargé d'enseignement technplogique.

Les candidats autorisés ayant gchoué & I'examen pau-
vent .

— soit présenter de nouveal le rapport soulents lors
de 1a session & laguelle ils ont gchoud |

— soil, 8'1ls la jugent nécessaire, wodifier celui-cl dans
1 sens qu'ils estiment opportun ou refaire un nouveat
slage et rédiger un nouveau rapporl qui tient compte
des situations rencontrées au cours de ce second stage
et qui peut reprendre des observations rassembléas au
cowrs du premier stage.



EPREUVES DE LA SESSION 1986

SCIENCES BIOLOGIQUES FONDAMENTALES
ET GENIE BIOLOGIQUE

Durée 14 h Coef. : 6
REMARQUES PREL IMINAIRES

1 — Le sujet proposé est, 4 ['image des biotechnologles, nécessairement pluridisciplinaire : le candidat
devra veiller & répondre d’une maniére concise aux différentes questions poséas,

2 — On peut suggérer au candidat de censacrer impérativement 3 chague guestion un temps prenant
2n compte le nombre de points attribués.

L'INSULINE : STRUCTURE ET PROPRIETES BIOLOGIQUES
DOSAGE DANS LE PLASMA ET PRODUCTION INDUSTRIELLE

En 1921, & Toronto, BANTING et BEST ont isolé du pancréas du chien un pelypeptide
sécrété par les flots de Langerhans : I‘Tnsuline.

Cette substance est constitude de 2 chaines peptidiques nommées A _et B relides par des
ponts disulfure.

1. RELATIONS ENTRE STRUCTURE ET PROPRIETES BIOLOGIQUES (30 points)

1.1, Préciser ies différents niveaux d’organisation structurale d'un pelypeptide ou d‘une protéine.
{6 points)

1.2, Indiquer en quoi la strugture d'un polypeptide ou d'une protéine détermine ses propriétés
hiologiques. (25 points)

2, PROPRIETES BIOLOGIQUES ET DOSAGE DE L'INSULINE (30 points)

2.1. L'insuline agit au niveau de la membrane cellulaire en augmentant la perméabilité au glucoss,
ceci au niveau d'un réceptaur spécifique dont e fonctionnement est encore mal connu,

Dégager les principaux problémes posés par la composition et |a structure de la membrane cyto-
plasmigue pour ce qui est de la perméabilité aux substances non électrolytigues.

Quels mécanismes de modification de cette perméabilité peuvent &tre mis en jeu ?

Les récepteurs membranaires hormonaux ne jouent-ils qua ce réle 7 Exemple.



86-2

2.2, Le diabdte insulino-dépendant constitue la manifestation pathologique fréquente d'un défaut de
production d’insuline par le pancréas. Le dosage de cette substance s’avére donc un test hiolo-
gique fondamental.

Donner les principes des techniques de dosage de Vinsuline faisant appel & ses propriétés antigénigues.

3. PRODUCTION INDUSTRIELLE D'INSULINE (80 points)

Si les diabétes sont connus depuls I"antiquité en tant que maladies se traduisant par 1'émission de
grandes quantités d'urine, ce n'est qu'au début du XIXéme sigcle que DOBSON mit en évidence un
axcés de sucre dans le sang et les urines {d’od le nom de diabdte sucré), Le role du paneréas fut mis
an évidence en 1868 et en 1916. Sir Edward SHARPY-SCHAFER attribua le diabdte sucré & un
déficit de sécrétion par les Hlots de Langerhans d’une substance hypothétique qu'll nomma “insuline.

En fait, le traitemant de 10 % des malades atteints de diab&te sucré reléve d’un apport d'insutine : il
s'agit d’un diabdte *insulino-dépendant”. Le nombre de personnes concernées dans le monde est ')
néanmoins énorme.

Ainsi, en 1879, on estimait & 60 millions le nombre de malades atteints de diabéte sucré ; parmi
ceux-c 4 millions ont basoin d'insuline.

En France, pour la méme périnde, on comptait 1 million @e diabétes dapistés ; parmi ceux-ci, seuls,
100 000 sont insulino-dépendants.

Le taux d'accroissement de la population diabétique mondiale s‘accroit davantage que celui de la
population générale. C'est dire la nécessité d'une production d'insuline & "échelle industrielie.

3.1. Divers modes d'nbtantion de protéines A {échelle industrielle. (5 points}

Préciser les divers modes d*obtention possibles et, 4 propos de chacun d'eux, indiquer les avan-
tages et |es inconvénients tant des points da vue scientifique que technologigue et édconemigue

3.2, Production par procédé mettant en jeu les biotechnologies. {50 points) )

On réalise successivement :

_ Vintreduction, grace aux techniques du génie génétigue, de la séquence codant pour I'insuline
dans une cellule hote ; :

_ Ja culture en bioréacteur de |a cellule recombinge ;

_ Yextraction et la purification de |'insuline formée.

3.2.1. Génie génétique (20 points}
3.2.1.1. Obtention de la séquence d’ADN codant pour une protéine donnée. (6 points)

Préciser, sous forme de schémas, les diverses techniques permettant l'obtention dela
séquence d’ADN codant pour une protéine donnée,

3.2.1.2. Insertion de Ja séquence dans un vecteur. (10 points)

vecteurs et les pringipaux types de vecteurs,

3.2.1.2.2. Schématiser et expliquer une technique dinsertion d'une séquence d"ADN
donnée, dans un plasmide ; comment controler gue I'insertion s'est effectuée dans le
bon sens ? )



3.2.2.
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3.2.1.3. Expression de la séquence d'ADN introduite dans la cellule hote. (5 points)

Préciser les types de séquences régulatrices 2 Inclure & la séquence codant pour |a protéine
afin de permettre 'expression dans une cellule héte telle que Escharichia coli, Quels
seraient les changements a apporter si |a cellule héte était une cellule eucaryote ?

Génie fermentaire (30 points)

On considérera que dans ce qui suit que la cellule héte est Escherichia coli,

3.2.2.1. Schéma d’u.n bioréacteur classique (type PORTON) & agitation par le haut ; on
fera figurer es divers dispositifs permettant le suivi d'ung fermentation. (10 points)
3.2.2.2. Culture d’Escherichia coli, (20 points)

A propos de cette culture industrielle, montrer I'importance des différents paramétras
nutritifs Influengant la croissance. (10 points)

Enumérer |as divers paramétres physico-chimigues en les commentant bridvement.
(10 points)

Extraction et purification (5 points)

L'hormone est ensuite extraite et purifiée, Etant destinée & étre Injectée dans la corps
humain, la purification doit &tre maximale. Pour la contréler, on a recours 3 divers
critéres de pureté.

3.2.3.1. Citer les principaies technigues utilisées comma critére de pureté biochimigua.

3,2.3.2. Quels sont les autres types da critéres de pureté & considérer lors d’une production
par biotechnalogie d'une substance injectable 7
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MATHEMATIQUES ET SCIENCES PHYSIQUES

Durée :4 h : Coef. : 4

Le candidat traitera les deux parties du sujet sur des copies distinctes qui seront relevées séparément.

PREMIERE PARTIE : MATHEMATIQUES (Coef. : 1,6}

La ciarté des ralsonnements et la qualité de la rédaction interviendront pour une part importante dans
I'appréciation des copies.
L’usage des instruments de calcu! est autorisé.

EXERCICE |

1 — Intégrer )"équation différentielle (1)}

dy _ —ay
St dt bty

oll y estune fonction numérique de la variable réelle t.
Déterminer la solution particulidre de cette équation telle que pour t=0, y = Yo.

Pour la suite de cette partie 1, nous prendrons les valeurs numarigques sulvantes :

a = 10 b = 510" ¥ = 107

2 - Soit f la fonction qui 3 v réel fait correspondre le nombre réet t défini par :
t = f = — |bn {—+ v —
{y) 3 [ ‘Vo Tty Vu]

Le symbole €n désigne la fonction logarithme Népérien.’

a. Etudier les variations de la fonction f.

b. Tracer sa courbe représentative (C} dans un repére orthogonal, pour les valeurs de y dans
I'intervalle 10, yol.

unités sur axa des abseisses @ 2 em pour 0,0001
unités sur V'axe des ordonnées : 1cm pour 0,0000001

¢. Démontrer que f est une application bijective de 10, yo] dans [0, +e<[.

d. Soit ' la fonetion réciproque de f.
Démontrer que ' est solution de I'éguation différentiette (1),

e. Tracer la courbe (G) représentant f'.

f. Calculer ba valeur t, delavariable t pour laguelle y = —:'—g-.
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EXERCICE 11 : CINETIQUE ENZYMATIQUE -

1 — Dans la relation (2) suivante :

Vi . S

A
On pos X—1— et Y=l
pose " g v

a, Démontrer qu‘il exista deux nombres réels A ot B tels quesl V et 8 vérifient la relation [2),
Y et X sontliss par la relation {3} :

{3) Y= AX+B
b. Caleuler A et B en fonction des constantes Vi, et K.

c. Calculer Vi, et K en fonctich de A et B.

2 — Lesmesures da V' en foriction de S ent donné le tableau suivant :

§r+]0,0001 | 0,0002 | 0,0003 | £,0004 ; 0,0005 | 0,0006 | 0,0807 | 0,0008 0,6009 | 0,001

Vid| 1 294 386 461 512 572 615 636 676 701

a. Etablir ie tableau des vateurs X et Y| cbtenues par :
A o1
Xi = g Yi = v;
b. Représenter les points de coordonnées X et Y; dans le plan rapporté -4 un repére orthogonal
{unités sur I'axe des abscisses : 2 em pour 10060 ;

unijtés sur I'axe des ordonnédes : 2 ¢m pour 0,001)

c. Catculer les moyennes des valeursde X et Y ainsi obtenues.

Calculer 1a variance de X ainsi que la covariance du couple (X, Y}

d. Déterminer les coefficients de la droite de régression jinéaire de Y pat rapport & X,
(Méthode des moindres carrés).

e. Déterminer les valeurs des constantes K at Vy, de cette expérience.
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DEUXIEME PARTIE : SCIENCES PHYSIQUES (Coef. : 2,5}

Les trois questions A, B et C sont indépendantes,

A~

1 —

Etude d'une application de Ia polarimétrie (20 points}

Enoncer la loi de Biot dans le cas d’une substance optiquement activa en solution dans un solvant
inactif, puis dans le cas d'un métange. -
Quelle est Foriging du pouvoir rotatoire 7

Cinétique de la mutarotation du glucese

| existe deux Isoméres stables du glucose : le glucose o et le glucose . Les crlstaux de glucose
sont formés par le composé a. Lors de la dissolution, il se produit une transformation de glucose
a« en glucose g,

glucose & = glucose

Le composé o ayant un pouvoir rotatoire spécifique différent de celul du glucose §, la cinétique
peut étre étudiée par polarimétrie.

On a obtenu les résultats suivants :

temps t min | -0 6 8 13 15 20 ... Equilibre

angte A {degré) I 2475 2350 23,98 22,26 21,00 21,10 ... 11,50

2.1, Montrer que, dans cette réaction réversible, on est ramené 3 une cinétique d’ordre 1 et que la
constante de vitesse K peut s'éerira ©

1 Coe
K =— bLn ——
t Coe — X
MNaotations © X = concentration en glucose f au temps t

Cye = concentration en glucose § & équilibre

Cip = concentration en glucose ¢ & t=0

2.2. Exprimef Ag, At et Ay en fonctionde £, a, b, c1g, c2e €t X,
Ag = angled t=20
Ay = angle au temps t
Ae = angle & I'équilibre
f = longueur du tube polarimétrique
a = pouvoir rotatoire spécifique du glucose «
b = pouvoir rotatoire spécifique du glucose §



C2e Ag — A 867

Montrer que =
Cpe — X At - Ag

2.3. Calculer Ja valeur moyenne da K.

B — Chimie organigue {15 points)

1 — Ecrire des formes mésomaéres possibles pour les molécules de benzophénol et de benzaldéhyde
{aldéhyde benzoique). :

2 — Donner un exemple d'addition nucléophile et un exemple de substitution électrophile. Expliquer
le mécanisme de la réaction dans chacun des cas.”

3 — Représenter et nommer les stéréoisoméres de formule semi-développée ;
CI—CHz—(I‘.H ~CH = CH—CH3
CH3

4 — Donner I'allure des spectres de résonance magnétique nucléaire des molécules sujvantes :

a) éthylbenzéne ; b) butanone  ; ¢} méthyl-2 propanal.

C — Thermochimie {15 points)

On donne les enthalpies standard de formation et les entropies standard des compasés suivants :

Composés Ha(g) COz(q) H204q; CO{y)
AH1 300K {en kd.mol1) —393,50 —241 80 —110,50
§°300m len Jmol 1, K1) 1304 213,7 188,8 197,9

1 — Caleuler la variation d'enthalpie libre standard, & 300 K, pour |a réaction :

CO(g) + H20(g) = COz(p) + Hz(g)
2 — En déduire la constante d'équilibre, 4 300 K. (R = 8,31 J.K"".mal™1),
3 — Dans quel sens est déplacé I'équilibre lorsque |a température augmente ?

4 — Onmélange, 2 300 K 1 mol de COy et 1 mol de H20¢q), sous une pression totale égale 2
1 bar. Quelles seront les prassions partielles des différents gaz a I'équilibre ?
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FRANCAIS

Durée : 3h Coef.: 2

PASSION DE JUSTICE ET PASSIONS MALEFIQUES

Et d’abord la passion de justice, démarche superbe et incongrue, surgissant avec Fhomme
dans la longue histoire du monde. La vie de millions d’espéces, depuis trois milliards d’années,
n’avait trouvé son équilibre que dans une amoralité universelle, Le sentiment moral est humain,
exclusivement humain. Si 'homme avait aujourd’hui I'icée saugrenue d’appliguer un jugement
moral aux lois biologiques qui permirent, avant son arrivée sur fa terre, I'incroyable développe-
ment du monde vivant et sa propre appatition, il y trouverait de belies marques d'inégalités,
d'injustices et d'implacable cruauté, Le principe méme de la sélection naturelle est fondé sur ja
disparition du faible et du mal-adapté, au point que guelgues sociobiologistes, fascinés par le
succds de cette histoire amorale, ont osé gualifier de recommandation malfaisante e respect du
faible et du mal-adapté, inventé par la morale des hommes. C'étalt, me semble-t-il, ne rien com-
prendre & I‘aventure humaine. Le pied de nez que I'élan de nos passions morales fait & la eruauté
naturelle est cette aventure et, une fois encare, une manidre de sortir de notre cage. C'est la preuve
que notre univers spirituel nous ouvre des horizons illimités, contrastant avec les frontidres ol
nous enferment nos capacités de connaissance du monde extérieur. Notre réve de justice n'est
pas bridé en nous, méme si la réalité de chaque jour nous chuchote que c'est un réve impossible.
La passion de la justice, les passions morales apportant le premier exemple de passions-révoltes.
Libre & certains biologistes de les déclarer malsaines. Certes, il nous appartient d'étre, comme on
dit, réalistes ; si, au nom de la justice, nous confondions aveuglément I'égalité des droits de tous
avec un égalitarisme sordide interdisant & chacun de dépasser son voisin, nous casserions la mer-
veille d’'une autre aventure humaine, celle qui nous donne la chance d'avoir, dans 'espéce ani-
male & laguelle nous appartenons, des Jean-Baptisie Poguelin, des Rembrandt Van Rijn, des
Louis Pasteur, des Albert Einstein ou des Mére Térésa. Mais ce serait déviation de Iidée de justice,
et non limitation. Pour nous, qui cherchons désespérément & donner un sens & notre vie, fe moin-
dre abandon de nos impératifs maraux serait 1"abandon d’une chance inespérée gue seul "homme
possiéde, dans 'immensité indifférente de I'univers,

Bien entendu, le monde spirituel de I'homme est aussi possédé par ce qu'on pourrait appeler
les passions maléfiques : la passion de puissance, I'sgoisme, Fagressivité, la tentation de malveil-
lance et parfois méme la passion de détruire. Ici encore, point de limites, point de logigue, et un
méiange trouble qui peut prendre chez I'homme de désastreuses dimensions, désastreuses paur ja
communauté,

On ne peut terminer cette bréve incursion dans |"univers des passions humaines sans parler de
leur prix. Bien davantage que e patient travail de la raison, elles colorent notre vie des émotions
qui (ui donnent sa saveur, fortifient notre appétit de vivre, effacent la mort, offrent enfin & I'hom-
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me cette idée de non-fini que la raison lui refuse. Qu'importe alors si elles violent parfols les

frantiéres logiques de notre droit & la connaissance 7 La nostalgie de I'asbolu est respectable,

comme est respectable tout ce qui est inspiration humaine, Mais cette respectabilité tequiert

une condition préalable : il s'agit de ne pas mélanger tes genres, d'annoncer clairement la vraie

couleur du jeu, de ne pas mettre la'masque de la logique sur ie visage de la passion. La farce com-

mence st I'on prétend étre encore dans fa cage de la connaissance factuelle alars qu'on s'en est
évadé,

Jean HAMBURGER

La Raison et la Passion

Edition du Seuit, szptembre 1084, pp. 136-138

QUESTIONS

1 - Résumez ce texte en 120 mots, avec une marge de tolérance de 10 %,
Indiguez le nombre de mots & !a fin du résumé.

2 - Expliquez :
— amoralité
- ne pas mettre le masque de la logique sur le visage de |a passion

3 - Expliquez et commentez en vous appuyant sur des exemples précis : ¢Notre réve de justice
n'est pas bridé en nous, méme si la réalité de ehaque Jour nous chuchote que c'est un réve

impossibley,

BAREME

Question t ... . i 8 points.
Question2 . ... i 2 points

Question 3 .. e e 10 points
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ANGLAIS

Durée : 2 heures Coef. 1 2

A Realistic View on Biotechnology.

Biotechnology is a cooperative effort between the bio~-sciences and
the engineering disciplines to achieve teéhnological applications.
Over its 1long historical development biotechnology has diversified
into a large area of industrial and environmental applications. This
was made possible by the gradual evolution of biological sciences
and technolegies over the centuries from largely empirical activi-
ties to more quantitative disciplines. Increased understanding has

progressively led to better levels of control.

Recent . discoveries are leading to a broader biotechnology with very

wide implications, particularly for agriculture and medicine.

The publig perception of biotechnology is nowadays highly influenced
by widespread early publicity of successes in research based on new
and elegant genetic methods. This had led to overoptimism that bio-
technology is a panacea for many of the world's problems and to a
wrong identification of biotechnology with genetic engineering. On
the other hand, the hypothetical risks of applied genetics have led
to exaggerated f£ears in the minds of some members of the public,
though pubklic apprehension appears to be at a lower level now than

it was in the late seventies.

The dichotomy between optimism and fear has characterised many tech-
nological innovations in the past. The new biotechnologies are no

exception.
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How should we view a biotechnologist today ? Should he be a genera-—
list with a modest knowledge of a large number of disciplines 7 Not
at all | He should, just like a chemical technologist, be a trained
scientist in one of the basic sciences of bictechnology whe also has
a sound knowledge of some other disciplines. This will bring him to
bear real specialist knowledge, to communicate with scientists from
diéciplines other than his own and, as he gailns experience, to mana-
ge applied research projects aimed at practical and economic results

Such a concept of "Biotechnology" which emerged in the fermentation
industry during the seventies and early eighties is now reflected ir
university courses and scientifiec. organisations such as the European

Federation of Biotechnology.

Nowadays senior biotechnologists in industry are mostly chemists,
micrecbiologists or process engineers experienced in multidiscipli-
nary teamwork. Postgraduate biotechnology courses have increasingly
been developed for biologists, bio-chemists and engineers making a

start in biotechnology.
E.H. Houwink, Buropean Federation of Biotechnology.
Sept:; B4
QUESTIONS

1. Translate from : "The dichotomy between optimism and fear ..."
to the end of the, text.

2, S8hould biotechnology be considered as a source of fear or as a

source of hope ? [(Justify your cpinion.}

3. How de you persenally view your future work as a biotechnieian ?
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EPREUVE PROFESSIONNELLE DE SYNTHESE

A_ETUDE DE PROJET

Durée : 4 heures Coef, : 4

Remarques préliminairce :

t - L'usage d'un dietionnaire "Anglais—Frangais” est autorisd.

2 - La lecture préalable de 1'ensemble des documents n'est pas ndeessuire avant
d'aborder le sujet. Des prdeisions, quant & leur wtilisation, sont fournies
pour chaque questian.

PRODUCTION INDUSTRIELLE DE TRYPTOPHANE

1 - A l'aide du document 1 fourni, dégager l'intérét de la production industrielle de
L-tryptephane (L-Trp) et présenter sous forme d'un tableau les divers procédés de
production envisagée en mettant en évidence les avantages st inconvénients de
chacun, (20 points).

2 - Parmi ces procédés, on choisit d'étudler le procédé de bioconversion utHisant la tryp-
tophanase. Les documents fournis envisagent |'obtention de |'activité tryptophanase,
(documents 1 et 2), la bioconwersion (document 3) et la séparation du L-tryptophane
{document 4). : :

2.1. Obtention de 'activité tryptophanase et milieu de culture. (10 points).

A l'ajde des diverses donndes fournies dans les documents 1 et 2 ci-joints,
choisir parmi les milieux de culture {n® 1 & ¢ du document 5) celul (ou ceux)
qui parait {paraissent) le(s) plus approprié{s) & la production de tryptophanase
par Escherichia coli. Justifier ce{s) cholx.

2.2, Bloconversion {échetle laboratoire). (25 points).

2.2.1. Inclusion de Escherichia coll dans un gel de polyacrylamlde

Indiguer quelle est I'influence de :

- la concentration en monomére (acrylamide),
- la concentration en agent réticulant (bisacrylamide),
~ la concentration en cellules incluses,

sur la synthése du L-tryptophane
2.2.2, Blaoconversion

2.2.2.1. Détorminer I'influence :
. du pH,
. de la température,
. de la concentration en phosphate de pyridoxal,
. de la concentration en pyruvate,
. de la concentration en indole,

sur la production du L-tryptophane.
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2.2.2.2. En déduire les conditions optimales de réaction.
Conclure sur la rentabilité dtun tel processus,

Quelles améliorations proposer pour Maméliorer 7
prep P

2.3. Séparation du L-tryptophane ({dchelle incustrietla) (document 4). (25 peints).

Déterminer les caractéristiques de la solubilité du complexe L-1tryptophane -
inosine et les conditlons optimales de pH, température.

Préciser I'effet des concentrations résiduelles en tryptephane et inosine, pH et
température sur le rendement de précipitation. ‘

Le précipité de L-iryptephane - Inosine est flltré et remis en solutien & pH
acide. Par traitement sur résine échangeuse d'lons, on peut récupérer le L-tryp-
tophane.

‘Documents fournis :

- Document 1 : Etude d'un procédé de production en continu de
L-tryptophane (pages 5 & 19)
Thiése Universitd Technologique de Compiggne
Commissariat & I'Energie atomique soutenue par Bernard Besnalnou
le 25 janvier 1985 : Interét, méthodes de production.

- Decument 2 : Etude d'un procédé de production en continu de
L-tryptophane {pages 1 et 2)
Thése Unlversitd Technologique de Compidégne
Commissariat & I'energie atomlque soutenue par Bernard Besnalnou
le 25 Janvier 1985 : Obtention d'activité tryptophanase.

- Document 3 : P. Decottignies - Le Marchal, R, Galderon - Seguin,
J.P. Vandecasteele, R. Azerad (pages 33 & 44)
Synthesis of L-tryptophan by Immobilized Escherichla coli Cells European.
J. Appl. Micrabiol. Biotechnol. 7, 33-44 (1979} Article adapté

- Document 4 : Etude d'un procédé de production en continu de
L-tryptophane (pages 123 & 135)
Thése Université Technologique de Campi&gne
Commissariat & |'Energie atomique soutenue par Bernard Besnainou
le 25 janvier 1985 : Séparation du tryptephane

- Document 5 : Milieux de culture (4 pages).
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CHAPITRE I

LE L-TRYPTOPHANE
INTERET - METHODES DE PRODUCTION
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1« ROLES METABOLIQUES :

Le L-Tryptcphane*ou acide aminc 3 indole propionique (figure I} est
un acide aminé essentiel. 1l n'est pas synthétisé par les organismes supérieurs
et sa présence dans leur alimentation est donc indispensable. 1) apparait comme
étant un des acides aminés les plus limitants lors d'une didte [MAJUMDAR 1982].
A ce titre, Il est classé au troisiéme rang des acides aminés essentiels derriére
la L-lysine et la DL-méthionine [TERUI 1962].

Outre ce caractére essentiel, le Tryptophane est ['acide amin_é qui
présente la plus grande diversité dans ses fonctions métaboligues [MAJUMDAR
1982 - WURFMAN 1982 - BANG 1983 a] :

- c'est un précurseur de la sérotonine (neuromédiateur). II- régit ains
des états physiologiques tels que le semmeil, i'humeur, V'appétit,

- il stimule la sécrétion d'insuline et celle de Phormene de croissance,

- il affecte la synthése protéique dans de nombreux tissus et plus parti-
culiérement dans le foie,

- son métabolisme permet de satisfaire les besoins nutritionnels en
acide nicotinique (niacine).

I est envisagé de l'utiliser en médecine pour traiter I'hypertension,
certaines formes de dépression, la maladie de Parkinson, I'alcoelisme, le§ troubles
de la mémoire chez les personnes agées et plus généralement comme reconstituant
et fortifiant.

2 -~ TENEUR DANS DIFFERENTES MATIERES PREMIERES - CONSEQUENCES
POUR LE MARCHE DE L'ALIMENTATION ANIMALE :

L'importance et la diversité de ses fonctions métaboliques font du
Tryptophane un des éléments & prendre en considération dans Ja formulstion des
aliments pour animaux.

Le tableau 2 présente les teneurs en Tryptophane de différentes mati¢res
premiéres végétales. Les teneurs recommandées sont fonction du type d'animal,
de son stade de croissance, de la disponibilité du Tryptophane dans les matiéres
premiéres utilisées. En ce qui concerne l'alimentation des porcs cette recomman-
dation se situe & un niveau de 0,16 %.

Le Tryptophane existe également sour forme dextrogyre. D'un peint de wvue
biologique, seule la forme Iévogyre présente un intérét. Dans la suite du
texte, la dénomination "Tryptophane" correspondra & la forme lévogyre.
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/ CH, — CH — COOH
| .
NH,
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POIDS MOLECULAIRE

pK (COOH)
pK (NH; |

POINT ISOELECTRIQUE -

FIGURE I : Le L-TRYPTOFHANE

204,23
2,38
9,38
5,89



86.17

Dans le tableau 3, nous avons calculé I'apport en Tryptophane de diﬁérent_s tour-
teaux pour une ration protéique de 12 %.

Seul le tourteau de soja permettrait de satisfaire les besoins nutritionnels en Trypto-
phans.

En Eurcpe, la substitution, dans la composition des aliments, du tourteau de 50ja
par des tourteaux de productions locales (pois, f&verolles, mais) nécessiterait
donc une supplémentation par du Tryptophane {et également par de la L-Thréonine,
l'ajout de L-lysine et de DL-méthionine étant déja fréquemment utiliss}

Une expérience effectuée par la Société SANDERS, productrice d'ali-
ments pour animaux [PALISSE-ROUSSEL 1984], pour le compte de la Société MITSLI
TOATSL, situe bien l'intérdi d'une telle supplémentation. Cette SOCIETE, a.testé
le remplacement du soja par du’pois d'hiver sur & lots de 2§ porcins chacun, Le
lot 1émoin avait un régime a base de scja, les trois autres & base de pois, sans
apport de Tryptophane pour 'un (teneur en Tryptophane 0,12 %), supplémentés
a 0,05 % et & 0,18 % pour les 2 autres. Il est apparu que le remplacement du
soja par du pois, sans supplémentation en Tryptophane, se traduisait par une baisse

de la consommation du lot de porcins (réle du Tryptophane sur I'appétit) conduisant

& une réduction sensiblé des performances zootechniques des animaux, L'ajout de 0,03 %

de Tryptophane pour artteindre une teneur de 0,15 % permet le rattrapage par
rapport au témoin soja et & 0,18 % on a méme observé des résultats trés légérement

supérieurs.,
3 - MARCHE :

Les données précédentes situent bien ies potentialitds du marché du

Tryptophane. Si l'en se base sur l'expérience effectuée par SANDERS, o Je rempla-
cement du tourteau de soja par du pois nécessite l'ajout de 0,03 % de Trypto-
phane, un rapide calcul montre, par exemple, que les 26,5 millions de tonnes d'ali-
ments pour porcs produites par année par la CEE conduiraient & une ‘demande
de 800G tonnes/an en Tryptophane. On peut signaler que le Tryptophane pourrait
également intéresser l'alimentation des volailles (5,7 millions de tonnes er France
en 1932}
Le marché du Tryptophane (et plus généralement celui des acides aminds) semble
donc trés dépendant de l'utilisation ou de la non utilisation du tourteau de 50ja
dans la composition des aliments pour animaux. On peut rappeler qu'en 193} la
France a acheté a I'étranger (LiSA, pays d'Amérique du Sud) 2,5 miilions de tonnes
de soja représentant une sortie de devises de 5 milllards de francs,
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CEREALES % TUBERCULES % TOURTEAUX %
AVOINEereremnrreerasens 0,15 | Maniocueceesserenes one | 0,08 |S0ja" veremreneemsressenees | 0,68
Bié tendre...ceseasees 0,12 | Pomme de terre.... { 0,07 * 0,45

0,16 | Betterave {pulpel.. | 0,09 |Colz@.comeenns. wererenene | 0,45
MATS sseasasnsan sevenmsens | 0,08 | TAPIOCHwsrarememssroree § 0,03 FEverolle..cavavsensnens § 0,23
Orge.vesemsessersrsvessnas | 0,12 . ) Pois fourrageress.. 10.23
[ o———— TN
Seiglewarece vesessans | 0,11

0,12

“45 % de maliere protelque - ** 37 % de matiére protéfque

TABLEAU 2 : TENEUR EN TRYPTOPHANE DE DIFFERENTES MATIERES
PREMIERES YEGETALES - (D'aprés tables A E C )

DIFFERENTS %

TCURTEAUX
Soja 0,18
Arachide. 0,08
Colza 0,15
Coprah 0,089
Colon. 0,13
JLAVETE I T———— 119 )
MaTs. 0,06
Lin. 0,15
Palmiste. 0,08
Pois. 0,11
[T, LT S————w— 1 |9 3

TABLEAU 3 : APPORT EN TR YPTOPHANE DE DIFFERENTS TOURTEAUX POUR
UNE RATION PROTEIQUE DE 12 % - (Tenewr recommandée 0,16 %}



86.19
- 10 -

On sait également gue le colza, le tournesol, le pois, le lupin..., qui sont des pro-
ductions européennes pourraient &tre des substituts du soja, La mise sur le marché
de Tryptophane & un brix compétitif serait un atoul supplémentaire dans cette
batzille contre le soja.

Une enquéte de la société américaine ELDIB-ENGINEERING and
RESEARCH, parue dans le Chemical Marketing Reporter (numéro du 25 juillet
1983), prévoit un marché du Tryptophane de l'ordre de 11000 tennes/an en 199G
Cette évaluation est obtenue en considérant que l'augmentation de la consommation
de L-lysine s'accompagnerz d'une demarde parallele en Tryptophane avec un coei-
ficient de propartion de /5 & 1/6. On peut rappeler qu'aux USA, par exemple,
la consommation de L-lysine est passéé de 680G tonnes/an en 1978, & 13200 tonnes/
an en 1982 et que 'on estime qu'ellé doublera & nouveau d'ici a 1987.

Signalons, de plus, que d'autres marchés seraient susceptibles de s'ouvrir pour des
dérivés du Tryptophane présentant des activités hormonales du type auxinique
{activation et régulation de productions végétales). Cette orientation devrait faire
l'objet de recherches complémentaires dans la mesure ol un Tryptophane & bas
prix pourrait &tre mis sur le marché et devenir ainsi un nouveau produit inter-
médiaire pour la synthése de molécules & plus haute valeur ajoutée (E. SEGARD,
communication personnelle}. )

En raison de son colt trés élevé (de 500 & 300 F/kg), les utilisations actuelles
du Tryptophane se limitent & |'alimentation diététique et & la pharmacie {alimenta-
tion parentérale). Son marché reste donc coniidentiel. 1l a été estimeé & 200 T/an
en 1979 [METIVIER 1984] et il serait de 300 T/an en 1982.

4 - METHODES DE PRODUCTION :

4.1. - Méthodes_chimiques
4.1.1. - Hydrolyse acide des protéines

Les acides aminés existent a l'état nature! dans les- tissus vivants,
soit libres, soit sous forme polymérisée en peptides et protéines. On pouvait donc
envisager, comme pour d'autres acides aminés, d'obtenir Je Tryptophane par hydrolyse
acide des molécules protéidues. Malheureusement, les conditions les plus courantes
d'hydrolyse provoquent la décompasition du Tryptophane. OHTA (1981} a notamment
meontré que ce traitement conduisait a la transformatipn du Tryptophane en oxy-
indolylalanine et dioxyindolylalanine.
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4.1.2. - Synthése chimigue

Plusieurs proceédés ont é1é proposés pour Ja synthése chimique du Trypto-
phane. ]
Signalons, en exemple, la synthése de SHONO (1983) & partir de dérivés d’amines
cycliques (figure 2). L'obtention de Tryptophane sous forme lévogyre (seule forme
intéressante d'un point de vue biclogique) nécessite des étapes supplémentaires
d'extraction & partir du mélange racémigue synthétisé, Pour éviter ces inconvenients,
certains auteurs ont défini des procédés conduisant directement & la synthése
de Tryptophane Ilévogyre. MASUMI (1982}, par exemple, obtient le L-Tryptobhane
a partir d'acide L-glutamique, mais avec un rendement n'excédant pas 26 % {(figure
2). En raison de ces faibles rendements et des colts des matiéres utilisées, il
semble que ces synthéses ne pujssent répondre aux exigences du marche et beaucoup

pensent que I'on doive leur préiérer les méthodes binlogiques.

4.2. -_Méthodes biologiques

Si le Tryptophane n'est pas synthétisé par les organismes supérieurs,
il l'est en revanche par la plupart des microorganismes. Son métabolisme fait
intervenir la voie dite "shikimique" avec comme principaux précurseurs : l'acide
anthranilique, I'indole et la L-sérine (figure 3).

De nombreux auteurs ont cherché & exploiter cette possibilité de synthése.
On peut classer les divers procédés proposés en trois catégories '

- la fermentation directe & partir d'un substrat cai-boné,

- la fermentation & partir d'un précurseur du Tryptophane,

- la bioconversion.

4.2.1. - Fermeniations directes

Ces méthades qui mettent en ceuvre l'intégralité de la voie métabolique
de synthése du Tryptophane ont l'avantage de faire appel a des milieux de cultre
ne présentant aucune particuiarité. Mais les trés faibles productivités obtenues,
du fait des nombreuses régulations qui régissent la voie shikimique (une dizaine
d'étapes), ont conduit les auteurs a rechercher des mutants pour lesquels les meéca-
nismes régulateurs étaient moindre. [SHIO 1977 - HAGINO 1975 - NIHONNOGEI
KAGAKUKAI 1971 - NAKAYAMA 1976 - AIBA 1980], ‘



B6_21

HN

HOOD = HD=Y42

12

%Er=H
{anbruaied ) INYHAOLGAHL
HN
BN
1
HOOJ-HI-FHD

%oz =y
SNYHAQLSANL ™

HOX

ZEGI IWNSVYIW = 1}
ERGI ONOHS = |

ANVIdOLdAYL T NA SHAOINIID SASTHINAS 2 2 JUMNA

TuN HN (2
it e —
+H" EHHHNUA (i

G

o*
HN,

—_E - U

EHD — D-HD-2uD
L}
0

. anbjwo|nb appo

HOOD HOOZ HOO0D HOO?
| | 1 1
WdN-OH WdN-0H MdN=3H FHN = 9H
{ 1 1
Yug Aoy N Ty tHo ..._"__
| Ty 1 0 Lay [ |
M) *HD D "ua
| 1 i |
OHD NI BHNOD HOOD
anbyialo

MUUDD AR

EHNHN




86_22 13

Phosphoénol pyruwate

GLUCOSE

S

-——
glycolyse

Erythrose 4 g-hnsphn te

| . P
{ 3 composes inlermediaires

Y
COOH Acide D Shikimique
NHo Acide chorisnlu‘que
+1 composé intermédiaire

.|ACIDE ANTHRANILIQUE

. Phosphoribosyl pyrophosphate

Acide N - (5' phosphoribosyl) -
Anthronilique

]
:1 composé intermédiaire

Indole 3 glycérophosphate

tryptophane
synthetase
Glycéraldéhyde 3 phosphuaie
INDOLE
N L. Sérine

tryptophane

COOH synthétase

CHg—CIH L. TRYPTOPHANE
I NHg

FIGURE 3 : YOIE "SHIKIMIGUE" DE BIOSYNTHESE DU L. TRYPTCPHANE
CHEZ LES MICROORGANISMES.




86.23

- 14 -

C'est ainsi que Ja société KYOWA HAKKO [Brever n® 2189510] a mis
au peint un mutant de Corynebacterium glutamicum (Trp-10-ATCC 21851) permes-
tapt d'obtenir, en 72 heures, 14,8 gfl de Tryptophane & partir de glucose 134 gfl.

Ce mutant est :

- phénylalanire et tyrosine dépendant,

- 4 méthyl tryptophane, 6 flucro iryptophane, 4 amine phénylalanine,

4 fluorophenylalanine, hydroxamate de tyrosine et hydroxamate de

phénylalanine résistant.

4.2.2. - Fermentations & partir de précurseurs

Dans l'optique de réduire les trop nombreuses rétro-inhibitions de la
voie shikimique et d'augmenter les preductivités en Tryptophane, certains auteurs
ont pensé a introduire dans le milieu de culture des précurseurs de l'acide an;;i;n-i.
]J' s'agit essentiellement de l'acide anthraniligue et de l'indole. Mais la encnz;e”
les effets inhibiteurs ont conduit Jes auteurs & rechercher des mutants,

On peut citer AKASHIBA [Brever n® 2.483.947] qui a défini un mutant
de Bacillus subtilis {5 fluorotryptophane et 8 azaguanine résistant) permettant
de produire du Tryptophane 15,6 g/l, en 24 heures, & partit de glucose 106 g/
et d'acide anthranilique 10,5 g/l.

THIEMANN [Brevet n® 3700558] utilise également un mutant de Bacillus
subtilis résistant & des antimétabolites du Tryptophane {ATCC 21-338). Il obtient
du Tryptophane 10,4 g/l, en 96 heures, a partir ‘de glucose 70 g/l et d'indole &
g/l. On peut noter qu'un des inconvenients de ce procedé réside dans les efiets
inhibiteurs' de croissance de l'acide anthranilique et dé l'indole {ces composés

doivent 8tre ajoutés au milieu de culture en faible quantité et de maniére continue).

4.2.3. - Bioconversions en batch

La bieconversion consiste en le mise en oeuvre d'une activité enzymaziqus
déja existante. La synthése des enzvmes concernées se situe en amont de ceile
mise en peuvre et en est indeépendante, Les deux systemes enzymatiques les plus
connus permettant Ja production de Tryptophane s'orientent sur des mécanismes
de condensation sur le neyau d'indole,

- de la L-sérine pour la Tryptophane syntherase,

- de l'acide pyruvigque et de 'ammoniac peur la tryptophanase,
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4.2.3.1. - Tryptophane synthétase

Diverses publications décrivent des procédés de biocanversion
d'indole et de L-sérine par I'action de la Tryptophane synthétase, derniére enzyme
de la voie shikimigue [Brevets n°® 1207437, 2263302 - BANG 1983al. )
La synthese de cette enzyme subit des meécanismes de régulation et notamment
une répression par le Tryptophane. L'enzyme n'est de ce fait que peu abondante
chez la plupart des microorganismes [DECOTTIGNIES - LETMARECHAL 1977].
Les divers procédés proposés font donc appel & des mutants auxotrophes pour
le Tryptophane chez lesquels la synthése de la Tryptophane synthétase n'est plus
inhibee.

BANG (i983a) par exemple, observe une production de 142 g/l (cristaux) de Trypto-
phane en incubant, pendant &0 heures, 50 g/l de cellules d'Escherichia cali BIOG
dans un milieu réactionnel contenant de la L-sérine 78 g/l et de [I'indole 37 g/l
Signalons également les travaux de ANDERSON (Biofutur, février 83) qui est
parvenu & introduire chez E. coli des plasmides portant I'opéron Tryptophane synthe-
tase. La souche ainsi medifiée synthétiserait de forres quantités d'enzyme (jusqu'd
20 % des protéines cellulaires), La mise au point de procédés mettant en oeuvre

cette souche serait a ['étude.

4.2.3.2. - Tryptophonase

Chez un certain nombre de microorganismes, la régulation de la concen-
tration intracellulaire en Tryptophane, fait appel & une seconde enzyme, la trypio-
phanase, dont la fonction est de dégrader le Tryptophane en indole, pyruvate et
ammoniac.

Les travaux de WOOD (1947) mais surtout ceux de NEWTON et SNELL (1964)
ont montré que la tryptophanase, dans des conditions d'exces de pyruvate gt d'am-
moniac, pouvait i l'inverse, synthétiser le Tryptophane. La synthése de cette
enzyme ne subit pas les mémes mécanismes régulateurs que celle de la Tryptophane
synthétase. En effet, dans certaines conditions de culture, de nombreux micro-
organismes sauvages sont capables de synthétiser des quantités importantes de
tryptophanase [GARTNER 1963]. Le recours & des souches mutées n'est donc pas
indispensable,

Cette nouvelle voie de production du Tryptophane a dés lors fait I'objet de diverses
expérimentations [NAKAZAWA 1972 - Brevets n°s 2119018, 2256243, 4360594].
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La Société AJINONOTO [Brever 2119018], a par exemple obtenu 56
g/l de Tryptophane en incubant pendant 20 heures des cellules d'Aerobacter aerogenss
{récoltées & partir de | litre de bouillon de cultre) dans un mélange réactionnei
contenant de l'indole 30 gfl, du pyruvate de sodium 40 g/l et de I'acétate d'ammo-
nium 40 g/l.

4.2.4. - Bioconversions avec nctivité enzymatique immobilisée

Les avantages de I'immobilisation sur suppoert d'une activite enzymatigue
sont maintenant bien connus. Nous les rappellerons un peu plus loin, De tels modéles
d'immobilisation ont été proposés pour la preduction de Tryptophane,

4.2.4.1. - Immobilisation de I'activité Tryptophane synthétase

Plusieurs auteurs ont travaillé sur l'immobilisation de lactivité Trypio-
phane synthéiase,

Citons DINELLI [Brevet n°® 2,133.923] qui a immobilisé I'enzyme purifiée sur fibres
d'acétate de cellulose. Il a obtenu une productivité de 78 g de Tryptophane par
heure et pour 180 g d'enzyme immobilisée avec une stabilité de six mois.

D'autres auteurs ont choisi d'immobiliser les microorganismes producteurs
de la Tryptophane synthetase sans passer par I'étape d'extraction e: ge purification
de Ienzyme Clest le cas par exemple de BANG (1983 b) Qui en immobilisant
des cellules d'Escherichia coli BIG dans un gel de polyacrylamide obtient 0,07
g de Tryptophane par heure et pour 5 g de cellules (stabilité 80 % apres 50 jours).
LANGRENE (1984) 2 testé l'immobilisation d'E. coli (ATCC 9637) sur différents
supports (polyacrylamide, sérum-albumine de boeut, alginate et K-carraghenane
Elle a sélectionné le gel de K-carraghenane qui permet une productivité de 0,69 g
de Tryptophane par jour et pour 150 mg de ceilules mais avec une perte totaie
dfactivité apres 7 jours.

4.2.4.2. - Immabilisation de l'aciivité tryptophanase

Peu de modéles ont 1€ proposés pour I'immobilisation de cetre activitd
[IKEDA 1973 - FUKUI 1575). Citons celui de DECOTTIGNIES LE MARECHAL
(1979), qui & immobilisé des cellules d'E coli K12 dans un gel de polyacrylamide,
Elle a obtenu 0,1 g de Tryptophane par heure et par gramme de cellules mais
avec une perte d'activité de 60 % aprés [0 jours de fonctionnement en continu
avec recyclage des réactifs,



86.26

- 17 -

4.2.5. - Récapituiati

Le Tableau & récapitule les différentes méthodes de production de
Tryptophane par voie biologique. Il nous a paru intéressant d'y faire figurer,quand
cela était possible, les productivités exprimées en grammes de Tryptophane par
heure et par gramme de cellules et en grammes de Tryptophane par heure et
par litre de réacteur, que nous avons _calculées & partir des données fournies.

4,2.6. - Remarque : Isalernent du Tryptophane

La plupart des publications décrites ci-dessus €voque une separation
du Trypt‘ophane par des procédés classiques tels que I'adsorption sur charbon actif
ou l'échange d'jons. Cependant peu de résultats expérimentaux quantitatifs sont
fournis. 11 semble en fait que cette érape pose un certain nombre de problémes.

Dans le cas de procédés par fermentation, le Tryptophane est produit
dans un milieu "pollué" par les microorganismes et par un certain nombre de méta-
bolites (et notamment des acides aminés tels que l'alanine et la valine) [Brevet
n® 2133923], Le traitement de ces milieux complexes sur charbon actif ou sur
résine échangeuse d'ions ne permet pas une extraction spécifique directe du Trypto-
phane. L& Société KYOWA HAKKO [Brever n° 2189510] signale d'ailleurs qu'elle
n'obtient des cristaux purs de Tryptophane qu'aprés des traitements successifs
sur résine échangeuse d'ions et sur charbon actif. Le rendement d'extraction n'est
plus alors que de J'ordre de 50 %.

Dans le cas de procédés par bioconversion, les difficultés sont moins
importantes mais certains points restent mal définis. Peu de données sont fournies
sur les rendements de séparation obtenus et sur le niveau de pureté du Tryptophane
cristallisé. Dinelli [Brevet n® 2.132,923) signale par exemple les problemes posés
par I'adsorption paralléle du PLP (cofacteur de la tryptophanase et de la Trypto-
phane synthétase) lors d'un traitement sur charban .actif.

D'autres voies de séparation ont été proposées. Il s'agit par exemple
de la cristallisation directe du Tryptophane par concentration du milieu [Breve:
n® 2.256.243] et par précipitation avec un tiers composé (l'inosine) [Brevet 2.119.-
018]. Mais 13 encore peu d'informations sont fournies. Une étude particulléere semble

donc nécessaire.
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5 - CONCLUSION

Le Tryptophane est un acide aminé indispensable dont les réles métabo-
liques sont tres importants.
Son obtention & un prix compétitif pourrait Jui ouvrir le marché de l'alimentation
animale. Son prix d'intérét sur ce marché fait actuellement l'objet de nombreuses
controverses et il semble que des études rationnelles restent & réaliser. Il est
€tabli cependant que les colits de production du Tryptophane doivent conduire
4 un prix de vente nettement infeérieur aux valeurs actuellement proposees (de
500 & 800 F/kg). '
La Iitté:“ature fournit de nombreux exemples de voies de synthése. du Tryptophane
{synthéses chimiques, fermentations, bioconversions). 1l semble cependant qu'en
I'état actuel, leur mise en oeuvre dans des procédés de production ne permette

pas de répondre aux exigences du marche.
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DOCUMENT 2

2.1, - Souche

2.1.1. - Definition * | souche que nous avons utilisée est une enterobacterie, Escherichia coli
K12, Hfr 3060, auxotrophe pour la vitamine Bl (source Institus Pasteur).
Cette souche se caractérise par sa capacité de synthése d'une quantité elevée de
tryptophanase. Elle doit cette propriété & la localisation de l'opéron Tryptophane,

situé trés prés du point d'initlation de la réplication de )'ADN [TAYLOR 1972 -
CARO 1972].

3 - PRODUCTION D'UNE BIOMASSE RICHE EN ACTIVITE TRYPTOPHANASE

3.1. - Répression cataboligue

Le mécanisme de cette régulation a été étudié par de nombreux autéurs
[BOYD 1955 - COHN 1933- NEIDHARDT 1956- NAKADA 1964] notamment sur le
modéle B. galactosidase, BEGGS {1965}, BOTSFORD (1971) et DEELEY (l982)se
sont plus particulidrement intéressés 3 Ja svnthése de la tryplophanase.

d.1.1. - Mécanisme

La chalne de synthése protéique comporte dans une premiére €tape
la transcription des genes de structure de I'ADN en ARNm par l'action de la RNA
polymérase (Figure 8k Pour agir, cette enzyme doit reconnaitre un site de fixation
localisé en amont des genes de structure, au niveau du géne promoteur. L'affinité

de la RNA polymérase pour ce site est favorisée par la fixation au niveau du géne
promoteur d'un complexe AMPC—CAP (3',5',Adencsine Manophosphate Cyclique -
Catabolite geéne Activator Protein).

Le catabolisme de substrats rapidement assimilables du type glucose conduit &
i'excrétion de PAMP_ et donc & une réduction de sa concentration intracellulaire. II
n'y a plus alors formation du complexe AMP -CAP avec en conséquence inhibition de
l'action de la RNA polymeérase.
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Synthesis of L-tryptophan by Immobilized
Escherichia coli Cells

P. Decottignies-Le Maréchall‘ R. Cald(:ré)nfchuin1 : MRS Vﬂndecasteclez, R. Azerad®

Hpstitar de Biochimie, Université Paris X1, F-21405 Orsay, France
2lns!in.u Frangzis du Petrole, F-22500 Rueil-Malmaison, France

Summary. Enzymatic production of L-tryptophan has been studied in a system
conaining Escherichia coli cells (induced for tryprophanase) entrapped in a poly-
acrylamide gel, indole and excess pyruvate and ammonia. The influence of pH,
substrate concentration and temperature on L-tryptophan production, in batch
and flow reactor conditions, was investigated. Ln flow reactor conditions, inhi-
bition of the reaction by indole resulted in a multi steady-state pattern char-
acteristic of substrate inhibited reactions. Any increase in flow rate at indole
concentrations higher than 17 mM resulred in a dramatic decrease in the con-
version rate of indole to tryptophan,

A device for the practical production of L-tryptophan, which involves feeding
a limiting concentration of indole to a reactor, adsorption of the synthetized
tryprophan and recycling of excess pyruvate and ammeonium ions was tested.

Introduction

L-ryprophan, an essential amino acid, is generally deficient in cereal proteins. No satis-
factory large-scale process has been described for L-trytophan production. Watanabe
and Snell (1972) have shown that tryptophanase, a widely distributed microbial in-
ducible enzyme, is able to synthesize L-tryptophan in the presesice of indole, excess
ammonia and pyruvate. Nakazaws ¢t al. (1972) have shown that Prozeus retrgeri cells,
previously induced for tryptophanase, are also able to utilize indole, pyruvate and
ammonia to synthesize substantial amounts of L-tryptophan.

The potentizl of using an immobilized system in the production of L-tryptophan
was illustrated in the similar cases of the synthesis of L-aspartase {Chibata et al,, 1974 ;
Tosa et al., 1974} and L-malate (Yamamoto et al., 1976), where the use of immobilized
whole cells was shown to be advantageous over the use of an immobilized enzyme.

*Present address; Universidad Peruana Cayetana Herediz, Lima, Peru

0171-1741/79/0007/0033/4 02.40
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34 P. Decortignies-Le Maréchal ex al.

In this paper, results concerning the entrapment of Escherichia coli cells having
tryptophanase activity, the enzymatic properties of encrapped cells, and the production
of L-tryptophan in a flow reactor containing immobilized Escherichia coli cells are
reported,

Marerials and Methods

Materials. Acrylamide monomer and N,N'-methylenebis-acrylamide {B1S) were pur-
chased from Eastman Kodak, fluerescamine from Hoffmann-La Roche, Sodium pyru-
vate was obtajned from Société d’Etudes et Applications Chimiques, France,

Culeure Conditions. Escherichia coli K, were cultured under acrobic conditions at
379C in & medivm (pH 7.2) containing 10 g pancreatic peptone (OSI, France), 5 g yeast
extract, 5 g NaCl, 10 g Tween 80, and 1 g L-tryprophan per liter. The cells were har-
vested after 7 h by centrifugation, washed with cold 0.1 M potassium phosphare (pH
7.8} containing 5 mM mercaptoethanol, 2 mM EDTA and 50 M pyridoxal phosphate
{buffer A), and stored at 0°C.

Bacterial suspensions. {1 g fresh weight/2 ml of buffer A) were ultrasonically treated
for 10 min to abtain crude extracts, One mM dithiothreitol was added after sonication,

Preparation of Gel Entragped Escberichia coli Cells. ln 4 ml of 40 mM potassium phos-
phate pH 8.0 (buffer B} 1.8 g of freshly prepared cells were suspended. To the cell
suspension were added acrylamide monomer (0.5 g), N, N'methylene-bisacrylamide
(40 mg), 5% f-dimethylaminopropionitrile (0.5 ml}, 2.5% potassium persulfate (0.5
ml} and ordinary glass-beads {1 mm diameter), The mixture was leftat 37°C for 15
min, after which the polymerized mixture was separated from beads by gentle dilzcera-
tion then rapidly washed with buffer B on a nylon cloth. Thic particle size was about 1
te 3 mm.

In some experiments, crude extract was immobilized using exactly the same pro-
cedure,

Assay af Tryptopbanase Activity. Unless otherwise noted L-tryptophan was synthesized
a1 37°C in a 20 ml reaction mixture containing 30 mg of bacterial cells, or 100 mg of

a palyacrylamide gel containing 30 mg of baeterial cells, 10 mmol of sodium pyruvate,
12 mmo! of ammonium bicarbopate and 20 ¢mol of pyridoxal phosphate (PLP), The
pH was adjusted to .0 by adding 3 M sodiunt carbonate, After 20 min at 37°C, the
reaction was started by introducing 2 ml of a 0.1 M solution of indol in ethanol. The
reaction was stopped after 1 or 2 h by cooling at 02C and the cells removed by centri-
fugation or filtratien. The L-tryptophan produced in the supernatant or the filrate

was measured spectrofluorimetrically after reacting with fluorescamine, following the
pracedure of Nakamura and Pisano (1976). In some cases, the residual indole was
measured after extraction in teluene. To 1 ml of the solution in toluene were added

3.5 ml of a freshly prepared Ehrlich reagent (5 vol of peradimechylaminoben zaldehyde
in 95% cthanol phus 12 vol of 5% H;50, in n-butanol}. After 20 min at 37°C, the color
intensity was read at 570 nn. Pyruvate was measured according to the method of

Biicher et al. (I%63).
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Continueus Production of L-trypropban. In scme experiments, continuous production
of L-tryptophan was studied at 37°C in a continuous stirred tank reactor, CSTR,

(60 zpm) with a final volume of 20 m! obtained through continuous and separate ad-
ditions of concentrated solutions of sadium pyruvate (0.5 M), arnmonium bicarbonate
(0.6 M) containing 1 mM PLP, and indole (8 to 18 mM) in ethanal {10%) in the pre-
sence of various amounts of immobilized cells (al! final concentrations). The pH in the
reactor was between 8.8 and 9.0, Ten miliiliter fractions were coliected at different
Mow rate, five to six reactor volumes were necessary to stabilize the new conversion
metric measurement of L-tryptophan, After each change of indole. coticentration or
flow rate, five to sic reactor volumes were necessary to stabilize of the new conversion
rate. As experiments were limited 10 48 h periods, no significant correction accounting
for the decrease of enzyme activity was necessary.

In some experiments, the same systemn was used, but the reactor effluent was per-
colated in & column containing 2 1:2 mixture of diatomaceous earth (Celite) and ac-
tivated charcoal (Norit) for adsorption of Ltryptaphan and then continuously re-
cycled to the reactor, after flowing through a stirred ecll maintained at a definite
temperature, contalning solid indale dissoived to saturation (Fig. 1). 1t was found thar
an incubation medium with 10% ethanol contzined 10 mM indole when saturated
at 4-5°C. Any variation of the temperature of the saturation cell resulted in a definite
variation of the concentration of indoele fed to the reactor (30 mM at 37°C; 24 mM
at 259C). In these experiments, no sodium pyruvate or ammonium bicarbonate was
added except when 2 change in the charcoal column wes necessary; this corresponded
to a change of approximatively 90% of the toral system volume. The pH of the reactor
was continuously adjusied to 9.0-9.1 by adding small amounts of concentrated am-
monia.

7

Fig. 1. Experimental device for tryptephan synthesis with recycling of excess reagents.

The 1zactien vessel is equipped with a low-speed (60 rpm) metor-driven stireer (M) and & liquid
level sensor (D); Pt, P circulation pumps; Cr charcoal/celite column for tryptaphan adsorption;
5: magnetically stirred vessel for indole solubilization and pH readjustment
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Results

Entrapment Into Polyacrylamide gel

Variations in the efficiency of teyptophan synthesis by entrapped cells were stadied
as a function of immobilization. Results reported in Table 1 show that the critical
factor was the monomer concentration: activity decreased when the amount of acryl-
amide was increased, No influence of the reticulating agent (BIS) was found in the
range 2.5-10%, but stability and mechanical propertics of the gel deteriorated con-
siderably when the BIS concentration was below 2.5%. Figure 2 shows that activity
was lincarly related to bacterial concentration in the gel up to 0.6 g/g. In this work

Table 1, Effect of acrylamid and BIS rations on the synthesis of L-trypto-
phan by entrapped cells

Acrytamide + BIS BIS L-Trp synthesized

BIS Acrylamide g of gel Acrylamide + BIS {pmol/hour/
{mg) (mg) (%} (%) 100 mg of bacteria)
20 750 13 2.6 29
4( 750 13 5.1 29
80 750 14 9.6 23
40 500 2 ‘T4 37
40 750 13 51 24
40 1000 17 ER:] 12

T T T T T T

13- 1
.

of GEL

5
T

PUGLES  L-Trp f100 ma
=
1
.

Fig. 2. Effecx of the concentration

of entrapped Escherichia colf cells

on the synthesis of LAryptophan.

In standard eonditions for 30 min

R N \ L N X {®—-e}or1h (0—0) 100 mg of

o 160 200 300 200 s00 a0 gel containing various amounts of
mg BACTERNA /¢ of GEL bacteria were incubated
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0.3 p/g was routinely used. As estimated by visual inspection, no significant loss of
bacteria accurred during incubation periods of several days. Under the best conditions,
more than 80% of the activity of the free cells was recovered in the immobilized cell
preparation,

Enzymatic Propertics of Escherichia coli Entrapped Cells

Enzymatic properties of immabilized preparations were investigated and compared
1o those of free cells and to the known prepertics of the purified enzyme,

1. pH Effect. The effect of pH on the synthesis of L-tryptophan from indole, am-
monia and pyruvate by immobilized cells and by free cells is shown in Figure 3, The
pH profiles for both preparations were very similar with 2 maximum value close to
pH 9.0, identical to that measured for the synthetic reaction with purified trytopha-
nase (Waranabe and Snell, 1972).

2. Temperature Effect. The immobilized cell preparation presented a maximal activiry
between 35 and 40°C (Fig. 4). Activity was neatly abolished above 45°C. All subse-
quent experiments were made routinely at 37%c,

3. Effect of Pyridoxal Phosphate. A clear-cut increase in activity (ca. 50%) was ob-
served when 1 mM pyridoxal phosphate was added to the immobilized cel? preparation.

] T T T
WO [P L -‘
- ;v':'” “'-\-
* x \
- 1 £ " ]
r 13 ""l' %‘{.‘_
5 Vg .
H !
L wl ?" E
P
5% T
: L
Fig. 3. Effece of pH on the synchesis nl L | n ,
of L-tryptophai: by free {a----4) or o ; » Y 0 "
entrapped cells (8 —¢) BH
T T T L) 1
o}
- 'A\
) I/ kY
L / \ o
E
> / \
E ol "y \
] - \ 4
-
w - LY
z - 3
: \
LTS 4
Fig. 4, Effect of temperazure on the ¥ n 1 , L " N
synthesis of L-tryptophan by en- n 25 30 s a0 45

trapped cells TEMPERATURE  [°C)
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In continuous experiments, 1 mM PLP was always present in incubation mixtures.
No atterapt was made to optimize the concentration of added PLP. Lower concentra-
tions would probably have been as efficient.

4. Stability, When the immobilized cell preparation was stored in 0.04 M phosphate
buffer pH B.0, a rapid loss of activity occurred (10% remaining after 3 days at 37%C).
When the preparation was stored In the complete incubation mixture withour PLF,
activity was more stable (35% remaining after 3 days). Addition of PLP to the mixture
stabilized the tryptophanase activity (B0% remaining after 3 days, 70% after 5 days).

5, Effect of Pyriurvate Concentration, Table 2 illustrates the production of L-rypro-
phan by an immobilized cell preparation compared ta a free cell preparation for various
concentrations of pyruvate. A maximum value was obtained in both cases with 0.5 M
pyruvate. However, it was found that at alkaline pH values, in the presence of indole

_and ammonia, pyruvate disappeared rapidly in the resction mixture (approximately 50%

in 2 h at 37°C, pH 9.0) as estimated by reduction with NADH in the presence of lac-
tate dehydrogenase, Imine formation with ammonia was probably the main reaction
responsible for pymivare decreasc, but it cannot be exciuded that further reactions of
pyruvare occurred, Indole concentration also decreased slowly under the same con-
ditions (approximately 50% in 2 days) with a bimelecular reaction patiern. Since
indote utilization in L-tryptophan synthesis was much more rapid in most experiments,
this reaction was neglected but it may explain that the maximal measured conversion
rate of indole is lower than 100%. '

6. Effect of Indole Concentration. The optimal indole initial concentration was
found to be below 3 mM for cntrapped or free bacterial cells in initial rate measuze-
ments. At such concentrations, free tryptophanase is fully inhibited (Watanabe and
Snell, 1972). Under flow reactor conditions, the optimal indole concentration varied
with the reactor flow rate, Figure 5 illustrates the synthesis of L-tryptophan as a func-
tion of the flow rate, expressed as space velocity SV (SV: number of reactor volumes/
hour}, for 2 B mM input concentration of indole and various amounts of bacterial
cells, As expeated, the highest conversion rates occurred for higher amounts of hacteria
at lower S$V-values, The specific productivity of such reactors calculated for a space
velocity corresponding to 50% conversion or to a limit 100% conversion gave similar
results (approximately 0.5 £ 0.1 mmol L-tryprophan/hour/g of bacteria) except for
the lower amount of bacteria (0.8 + 0.1 mmol L-tryptophan/hour/g of bacteria)
{Table 3}, A plug flow reactor containing 3 g of bacterial cells operating under the
same conditions had a similar preductivity (0.6 £ 0.1).

Table 2, Effect of pyruvate cancentration on the synthc'sis of
L-tryprophan by frec of entrapped cells

Pyruvate L-tryptophan synthesized

concentration {umalf30 min/100 mg of bacteris)
free cells entrapped cells

01 M 20 18

0I5 M 23 23

03 M 25 26

1 M 27 27
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Fig. 5. Synthesis of L-tryplophan as
a fuyietion of Rlow rate in & 20 ml
CSTR containing various amounts of
gel entzapped cells (30% wiw).
G0 0,45 g @ : 09 g;
011,35 g; A—, .8 g. Indale
input concentration 8 mm
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Table 3. Total ard specific productivities in continuous stirred-and plug flow reactors conrain-
ing varicus amounts of immebilized bacteria, at SV velues corresponding to 50% conversion

{8V g} and at maximai 5V values corresponding to 100% conversion (SV; nn)
50 P 100

Continuous stirred reactor

Plug flow reactor

Bacterial amoun: (g) 0,45 0.9 1.35 18 3
Total praductivity 0.36 0.44 0.68 090 2.0
(mmol L-Trpthour)

SVsg .
Specific productivity 08 0.49 0.5 05 0.66
{mmo! L-Trp/hour/g
of bacteria}
Total productivity 0,38 0.50 0.65 1,01 1.7
{mmol L-Trp/Lour)

$¥i00 o o i
Specific productivity 0.54 056 0.48 055 0,57

{mmol L-Trp/hous/g
of bacteria)

A dramatic change in the reactor conversion rate was observed when the input

concentration of indole was set to 18 mM (Fij

% 6). At this concentration, a very small

increase in SV values of approximately 2.5 h™' resulted in an abrupt decrease in the
conversion of indole to L-tryptophan giving = residual value of about 10%, This inhibition
pattern was slowly reversible when the input concentration of indole was lowered, In
addition, when the S5V values was maintained at 2.5 h'l, the conversion rate became
strongly affected by very slight variations in indole concentration of approximately

17 mM (Fig. 75
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Fig. 7. Effect of indole concentration on
the synthesis of L-tryptophan in % 20 ml
CSTR containing 0.9 g of gel entrapped
cells (30% wiw) §V1 2.5 h°

The kinetics of approach to 2 new steady-state following 2 small change in 5V value
at 1& mM indole is shown ip Figure 8. A slow sigmoidal change in the conversion rate
was observed, very different from the rapid exponential change occuring when indoke
concentration was B mM.

Figure 9 illustrates the production of L-tryptophan during a 10 day period in the
recycling device described in Figare 1, The column containing 3 g of bacterial cells in
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Fig. 8. Kineties of approsch to a stable steady state in = 20 ml €5TR coataining 0.9 g of ge!
entrapped cells (30% wrw) after a change in flow rate from 2.5 8Y ro 2.65 5V, Indole input con-

ceniration: 18 mM,
The approach tc 2 aew steady state after a similar change in§V values, at 2 8 mM indole concen-

tration, is illustrared (dotred line) for comparison

CONVERSION

DAVS

Fig. . Synthesis of L-tryptophan in & plug flow reactor containing 3 g of entrapped bacterial celis
(30% w/w) with recycling of pyruvate and smmoniz (see experimental part) ar 54 ml.h-
(5V: 2.7 b1, Indole conzentration : 10 mid; pH 9,1

10 g of total gel was operated a1 a 10 mM input concentration of indole, at 37°C and
pH 9.1 {periodicaliy adjusted with NH4OH}, at 2 SV value of 2.7 w'l After 10 days,
the elution of charcoal aliowed the recovery of 12 g of crystallised L-tryptophan (ap-
proximately 50% yield from indole),

No microbial contamination was observed in these experiments probably due to
the presence of 10% ethanal {necessary for indole solubilization) in the reaction mix-
are.
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Discussion

Scveral papers have been published canceming the immobilization of microbial cells

by entrapment in a polyacrylamide gel lattice (Franks, 1971; Slowinski and Charm,
1973; Chibata et al., 1974; Yamamote et al., 1976) and some data are available on

the best conditions for immabilization and the properties of immobilized cells, When
Escherichia coli cells maximally induced for tryptophanase activity were immobilized
by the same technique, the L-trypraphan synthetising activity was efficiently recovered
in the presence of indole, excess pyruvate and ammonia. The best preparations were
obtained in polymerization conditions similar to those described by Chibata et al.
(1974) for aspartate synthesis with immobilized cells of Escherichia eoli. The optimum
amount of monomer was slightly lower in this case (0.125 g/ml instead of 0.185 g/

mi}, but no significant change in activity occurred with noticeable changes in the BIS
concentration. These results agree with previous studies indicating that the porosity

of polyacrylamide gel is roughly dependent on the concentration of the monomer and
independent of that of the reticulating agent (White, 1960; White and Dorion, 1961).

It can be noted that the persulfate-induced polymerization procedure does not seem

to result in any loss of enzymatic activity. Chibata et al. (1974) found a 2 pH U dif-
ference between the optimum pH of immobilized Escherichia coli cells containing as-
partase activity and free cells, In the present results, no differcnce in pli effect was ob-
served between the immobilized and the free cell activity. Chibata's results have been re-
lated to an activation process of aspartase activity by pH induced autolysis; it appears
that such an activation does not take place in the tryptophanase systcm. On the con-
trary, the tryptophanase activity seems to be dependent on cellular integrity: high
temperatures, which do not inactivate free tryptophanase {Raibaud and Goldberg, 1973),
nearly sholish L-tryptophan production by immobilized {or free) cell preparations.

Of the three tryptophanase substrates, to shift the reaction towards L-tryptophan
synthesis, pyravate and ammonia must be present in large excess, Sodium pyruvate and
ammonium bicarbonate were used routinely in this work, The concentration of pyr-
vate was most critical ; 2 0.25 M concentration was necessary for maximal activity,
but chemical reactivity at the pH and temperature value employed, in the presence of
ammonia, rapidly reduced the amount of available substrate. Utilization of pyruvimine,
possibly formed in these conditions, remains questionable. The best results were ob-
wined in flow reactor experiments with sepzrate feeding of pyruvate, indole and
ammeonia buffer.

In abl experiments, indole was used as the limitant reactant, since it inhibits free
tryptophanase at very low concentrations, Surprisingly, when free or immobilized eclls
were used, the maximum concentration of indole (5-10 mM) permirting a reasonable
reaction rate was higher by two orders of magnitude than that in the case of the free
enzyme. Cell integrity, as previously shown by the temperature dependence of im-
mabilized cells, is probably the main factor responsible for the beneficial behaviour
of tryptophanase activity; its effect, perhaps, is to maintain a decreasing indole concen-
tration gradient between the outside and the inside of the cell, such as tryptophanase
may function in optimal conditiens. No additional limitation for indole diffusion is
introduced by the polyacrylamide gel lattice.
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When flow reactors were fed with inereasing indole concentrations, an abrupt de-
crease in conversien yield was observed between 15 mM and 18 mM indole, which
depended on the flow rate and the bacterial amoun? and indicated the accurrence of 2
metastable steady-state reaction. Such a behaviour has been predicted, on theoretical
grounds, by O'Neill (1971), O'Neill et al, (1971) and El Rifai et 2. (1976), from kine-
tic equations of substrate inhibited reactions pecurring in CSTR. For critical Kpm»

K| and [§] values, with small changes in concentration and/or flow parameters, three
possible steady states can be obtained, two of them stable, the intermedizte onc un-
stable, The dramatic change observed in canversion yicld for small increases in indole
concentration or flaw rate agrees very wel] with such a modei and represents the first
experimental example of multiple steady state behaviour, The kinetic equations de-
veloped for the mode? predict, in the metastable region, 4 sigmoidal approach to the
new steady-state equilibrium in contrast to the usual exponential approach (O'Neill,
1971). Such a difference was clearly observed when the conversion rate was continuous-
ly monitored after any change in flow rate or indole concentration {above 15 mM)

{Fig. 8},

From these results, it was considered that immobilized cells could be used for a
continuous production of L-tryptophan from indole, pyruvate and ammonia. Owing to
the large excess of the latter substrates necessary for optimal conversion, a reeycling
process was highly desirable. This was obtained by percolating the effiuent from the
reactor into an activated charcoal column which retained L-tryptophan and recycling
it, after restoration of the inittal indole concentration, into the reactor, Twelve g of
L-ryptophan were recovered after a 10 day operation, at which time the conversion
was lowered to ca. 40% (Fig. 9). The reasons for the decrease in conversion yield are
not elear but may be a result of a decrease in cell activity or an inhibition by the pro-
duets of a pyruvate alkaline reaction, which aceumulate in the medium. In fact, a
substantial inerease in conversion rate was obtained when the recycled medium was
replaced by a freshly prepared one,

The use of a column of entrapped Escherichia colf cells is.thus an efficient
method for the continuous synthesis of L-tryptdphan. The process can be automati-
ezily controlled, for example, by ad;justing the indole concentration or the flow rate
to the conversion yield, measured at the outlet of the reactor

Acknowledgments, This work was supported by the DEdgation Generale 4 la Recherehe Scienti-
fique et Technique (Grants N° 75-7-0265 and.77-7-0732).
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1 - INTRODUCTION

Dans les conditions de bioconversion que nous avons deéfinies, le Trypto-
phane est produit dans un milieu réactionnel contenant : -

- du pyruvate de sodium,

- de 'acétate d'ammonium,

- du PLP,

- de 'éthanol,

- du KZHPOM

- et éventuellement de l'indole résiduel a une concentration maximale
d'environ 5 mM.

"En raison de Jeurs colts, la’ réutilisation des réactifs (notamment celle
du pyruvate et du PLP} est indispensable. Le procédé de séparation du Tryptophane
doit donc tenir compte de ce recyclage des reactiis. C'est ainsi que la solution
réactionnelle contenant ie Tryptophane doit subir le moins possible de modifications
(dilution, ajout d'especes ioniques pour medification de pH, etc...

De plus, compte tenu de la réaction parasite Intervenant entre le pyruvate et
les ions ammonium, le temps de séjour hors réacteur de bioconversion, doit étre
minimisé., ’

Ces contraintes imposent une séparation spécifique du Tryptophane permettant
un recyclage rapide du milieu réactionnel.

Les données bibliographiques que nous avons pu recueillir envisagent des procédés
de separation du Tryptophane par cristallisation directe, échange d'tons, charbons
actifs “et précipitation par l'inosine. [Brevets n® 1601066 - 2119018 - 2256243
- 2379603). En fait, comme nous l'avions signalg;_ dans le chapitre 1, trés peu de
données quantitatives et gqualitatives permettant d'estimer l'efficacité de ces
procédés ont été fournies. -

La nécessité d'un recyclage rapide des réactifs ne permet pas d'envisager la cristal-
lisation directe du Tryptophane par conceniration.

De méme, la concentration relative du Tryptophane par rapport aux autres espéges
ioniques du miliew (K" , Na* , NH; » PO, pyruvate, acétate) écarte les possibi-
lités de séparation du Tryptophane par échange d'ions.

Nous avons donc étudjé !'adsorption du Tryptophane sur charbons actifs et sa

précipitation par l'inosine.
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2 - SEPARATION SUR CHARBON ACTIF

2 1. ~ Matériel et méthodes

2.1.1. - Mode opératoire

Les essais d'adsorption ont été effectués en bécher contenant 25 m)
de selution et | g de charbon,
Nous avons €tudié le comportement de divers constituants du mélange réactionnel :
- du Tryptophane introduit & une concentration de [0 ZM pHY
- du PLP 107 M, pHY
- du pyruvate de sodium 0,5 M 3 pH?
- de l'indole 5 mM, pHY.
Aprés 3 heures de contact sous agitation, la solution est filtree.
L'élution est effectude par remise en suspension du charbon dans diverses solutions.
Les charbons actifs essayés étaient les suivants ¢
- le TIG 1435, le PICAFLO 613 et le super CMA de la Société PICA
- 'HYDRAFIN A/N de la Socidté BAYER
- le BGP de la scciété CECA
- le LM 25 de la société ACTICARBONE
- le PKST 3-5, le TNW de la société NORIT.

2.1.2. - Analytique

Les dosages des difiérents composés etudiés ont 1€ réalises par spectro-
photométrie : +

- & 280 nm peur l'indole et le Tryptophane

- & 330 nm pour le PLP .

- & 320 pm pour le pyruvate.

2.2. - Resultats

2.2.1. - Adsorption

Les résultats que nous avons observés sont présentés dans le tableau 17.
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CHARBON ACTIF Tryptophane PLP Pyruvate Indole
% % % %
TIG 1345 (PICA) 97 95 nd ond
TNW (NORIT) > 99 99 nd nd
HYDRAFIN A/N 88 96 <1 100
(BAYER)
PICAFLO 613 (PICA} 99 97 <l 100
LM25 (ACTOCARBONE) 56 80 <1 100
PKST 3-5 (NORIT} 56 82 8 nd
BGP (CECA) 50 55 <l 100
SUPER CMA (PICA) 98 >99 8,7 nd
.

: %
TABLEAU 17 : ADSORPTION DU TRYPTOPHANE, DU PLP, DU PYRUVATE ET DE
LYINDOLE SUR DIFFERENTS CHARBONS ACTIFS {en % de la quan-
tité initiole introduite).
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- le PLP a & peu prés le méme comportement que le Tryptophane

- le pyruvate n'est pratiquement pas adsorbé

- l'indole est totalement adsorbeé,
L'adsorption du PLP et de l'indole pose un certain nombre de problémes :

- I'élution duTryptophane devra étre spécifique

- le recyclage du FPLP et de l'indole aprés une éventuelle élution spécifique
du Tryptophane s'avére complexe du fait de leur dilution inévitable lors de I'élution.
Or si l'on peut adapter les conditicns de bioconversion pour éviter la présence
d'indole en sortie de réacteur, cela n'est pas possible pour le PLP (cf. chapitre V
paragraphe 4.2.1.). Le non recyclage du PLP se traduirait, dans l'état actuel du
procédé, par une dépense supplémentaire de l'ordre de 40 F par kile de Tryptophane
produit (prix du PLP qualité laboratoire 15 F/g).

2.2.2. - Elution

En raiscn des observations faites précédemment rous n'avens pas expéri-
menté de maniére systématique l'élution des produits adsorbés. Les so,Jtions testées
(HCI de 10°N & 2 N, KOH de 107N & IN, solutions ammoniacales & diverses
concentrations) n'ont pas permis I'éJution spécifique du Tryptophane.

Ce type de procedé a donc €té provisolrement écarté. Compte tenu de leursutilisa-
tions dans diverses publications et bien qu'aucune donnée n'ait été fournie sur M'adsor
tion paralléle du PLP, il est possible que certains charbons permettent d'obtemir
de meilleurs résuitats. La concentration minimale en PLP nécessaire a la biocon-
version en continu, déterminera par ailleurs, I'interét de cette séparaiion sur

charbons actifs,

3 - PRECIPITATION DU TRYPTOPHANE PAR L'INOSINE

3.1. - Données bibliographiques

3.1.1. - L'ingsine

L’inosine est un riborucléoside entrant dans la composition des ARXN.
Elle resulte de la formation d'une liaison N glycosidique entre une base purigue

(I'hypoxanthine) et un sucre {le ribose) figure 43.
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3 - PRECIPITATION DU TRYPTOPHANE PAR L'INOSINE

3.1. -~ Donnédes bibliographiques

3.1.1. ~ L'inosine

L'inosine est un ribonucléoside entrant dans la composition des ARN.
Elle résulte de la formation d'une liaison N glyvcosidique entre une base purique

(I'hypoxanthine) et un sucre (le ribose) figure 49.

FIGURE 49 - L'INOSINE
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L'inosine est utilisée en médecine comme stzbilisant du sang conservé, agent
physiologique d'activation des vitamines, tonique du foie et du coeur et dans indus-
trie chimique comme accélérateur Jors de la synthése du S5'inosinate de sodjum
utilisé comme condiment [Brevet n® 1601065].

3.1.2. - Interaction avec le Tryptophane

C'est I'étude des interactions entre les acides nucléiques et les enzymes
qui est a l'origine de la mise en évidence des associations entre le Tryptophane
et divers nucléosides. Le Tryptophane interagit avec les différents nucléosides
puriques et pyrimidiques. Le mécanisme moléculaire de ces associations est assez
complexe et encore mal connu. Les travaux de PIEBER (1969a, 1965b) et ceux
de MONTENAY-GARESTIER (1968), bien que contradictoires, suggérent cependant
une attraction dipdle-dipdle entre le noyau indole du Trypiophane et les bases
azotées des nucléosides, Selon les cas, le Tryptophane serait donneur ou accepieur
d'électrons.

3.2. - Matériel et méthodes

&2.1. ~ Analytique

Les dosages du Trypiephane et de l'inosine ont é1é effectués par spectro-
photomérrie. Les spectres d'absorption de ces compesés sont présentés figure 50.
On remarque qu'ils se recouvrent sur la totalité de la gamme des longueurs ¢'onde.
Un systeme d'équations de corrélation {figure 50} exploitées & l'aide d'un programme
d'ordinateur permet d'obtenir les concentrations en Tryptophane et en inesine
& partir des valeurs d'absorption & 250 et 288 nm. La précision de la mesure est
. de l'ordre de 2 %.
Dans certains cas, pour des mesures plus précises, .Jes dosages ont 6t effectuds
par HPLC sur colopne C,. (solvant : mélange eau- méthano! 85-15 ; débit 1,5

ml/mink

3.2.2, ~ Précipitation

Les essais de précipitation ont é1é effectuss en béchers placés en bain-
' marie de maniére & assurer la régulation de la température et lagitation des
solutions.
Les solutions de Tryptophane et d'incsine, & différents pH, contenaient de |'éthano]
10 %.
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Densite optique
]
1

288nm

TRYPTOPHANE

0,54

A0 | 230 | 250 20 290 310 longueur c’l'onde
nm

FIGURE 5¢ : SPECTRES D'ABSORPTION DU TRYPTOPHANE ET DE L'INOSINE

Equations de cerrelation =

{mosine] = (0,802784 . DOy - 0,003981) . 1071 M
"DO,g, = 0,0208685 . DO,y - 0,001152

[Tryptophane] = (2,19485 . DO, - 0,005116) . 1074 iy
DO, = 0,483764 . DO, = 0,00074

2
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3.2.3. - Séparation Tryptophane-inosine

Les essais de séparation Tryptophane-inosine sur charbons actifs ont
éré réalisés dans des cenditions énalogues a celles décrites paragraphe 2.l.1.
Les essais sur résines échangeuses .d'ions ont é1é effectuds soit en béchers, soit
en colonnes thermostatées d'un diaméire de | et 2,5 cm et d'une hauteur réglable

de 04 26 cm.

3.3, - Caractérisation

3.3.1. - Mise en évidence d'une réaction de précipitation

Le mélange de solutions hydroalcdoliques.(10 % d'éthanal) de Tryptophane
et d'inosine se traduit par l'apparition rapide ¢'un important précipité,
Le pH de la solution est alors de 6,6. Par modification du pH & une valeur inférieure
4 4 ou supérieure & 10, le précipité se redissout.
Les dosages effectués dans les surpageants et dans les sclutions de reprise du
précipité en pH acide par exemple, montrent que |'association Trypiophane-incsine
est équimoléculaire et ceci quelles que soient les concentrations initiales (Tableayu 18).
On peut remarquer de plus, que la concentration en Tryptophzane dans ie surpageant

diminue lorsque ia quantité initiale d'inosine augmente.

3.3.2. - Spécificité de la réaction

3.3.2.1. - Spécificité pour le Tryptophune

La précipitation du Tryptophane par l'inosine est effective. Mais pour
qu'elle puisse &wre envisagée dans le cadre du procédé étudié, l'absence d'une
coprécipiiation avec i'un des composés du'mélange réactionne| est indispensable.
Ce point a été vérifié par des essais de précipitation de ces composés {indole.
pyruvate, PLP, acétate d'ammonium} par de !'inosine en excés. Aucune précipitation
n'a été observée. SUZUKI {1974) a montré gque cette réaction de precipitation
gtait trés specifique du Tryptophane. C'est ainsi que I'indole et ses dérivés &
substitués (acide p indoly) acétique, £ indolyl propicnique, B indolyl butyrique...)
gue la tryptamine. le tryptophol ou l'acétyi L Tryptophane ne réagissent pas avec

{'inosine,
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3.3.2.2. - Spécificité pour l'inosine

Nous avons testé lé comportement du Tryptophane en présence d'autres
nucléosides {adeéncsine, guanosine, cytesinel. Aucune précipitation n'a é1é cbservée
tout comme lors de mélanges Tryptophane-ribose et Tryptophane-hypoxanthine.
Cette interaction moléculaire semble donc étre trés spécifique du Tryptophane

et de I'inosine.

3.3.3. - Solubilité du complexe Tryptophane-inosine

On a vu gque l'association Tryptophane-inosine est équimoléculaire et
qu'un excés d'inosine augmente la quantité de précipité formé. La solubilité du
complexe Tryptophane-inosine doit donc étre exprimée en terme de produit de
solubilité,
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A
Produit de solubilite (10°M?)
Trp {(m M) x Ino {(mM]
400+
o---0 pHBE3
O--=0 pHBb5
300- 7
"7
/
/
2004
e /
. /!
.’D/' //
100+ A e
o e
f%
O = ==~
0 1 T T T ¥ T T T —
5 1 15 20 25 30 37 40 Temperature

(°Cc}

FIGURE 51 ; INFLUENCE DE LA TEMPERATURE ET DU pH SUR LE PRODUIT
DE SOLUBILITE TRYPTOPHANE-INGSINE.
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3.3.4. - Conséquences

Influence des concentrations résiduelles en Tryptophane et

inosine

On & vu (chapitre V paragraphe 4.2.5.) gue la présence de Tryptophane
dans le miliew entrafnait un ralentisserment de la vitesse de bioconversion. Le
recyclage du Tryptophane non précipité semblait donc étre un facteur lmitant.
De plus, 'inosine résiduelle pouvait représenter un "poison" pour l'enzyme.

Remarque : Dans cet essai, Ja concentration en inosine etait de 12 mM. Il semble,
dans ces cenditions, que Je Tryptophane ait peu d'effet inhibiteur jusgu'a upe
concentration de 20 mA.

em——w  En presence d'lncsine 12 m.M

Vilesse de bioconversion
{(m.Moles Trp/h)

Sans Inosine

6
"""-u—-—._.._____
T,
5 \\
\.‘
Cellules « | g/1
4 Indoie 5 mM
Pyruvale . 0.5 M
NA 0.6 M
s | Duree v 38 min
2 -
[ -
o ] ! 1 ! o
10 20 30 40 Tryplephane
{m.M)

FIGURE 52 : INFLUENCE DE LA CONCENTRATION EN TRYPTOPHANE SUR LA
VITESSE DE BIOCONVERSION, AVEC ET SANS INOSINE
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DOCUMENT 5

@ Bouillon nutritif
MNutrient Broth

Prod. po 5443

Milleux unlversels pour la culture des germos pay
exigeants.

Composition g/hue
Exvain de viande 3.0 ; peptene de viande 5.0 aga.
agar {manque danas le bouillon) 12,0 .

Peéparation

Dissoudre 20 g/lue {aga)) ou B g/live ({bowillon),
auloclaver. Pour peépaler Tagar au sang ajouler
7 gflitre de chloiuie de sodiurm.

pH 7.0+ 0.2

Eniploi et interprétation
Dépend du but pour lequel e mibew est utlisd.

sphayiaphue
Standaid Methads [aminatsn of Viater ang Wastewater [13th Ed. A~
Pubi Hegth Avscs . hew doe 1971

. MILIEU DE CULTURE (MILIEU LENNOX)
Bacioiryptone 10 g
Extrait de lewures 59
NaCl 5g
H,0 Q5[ I
pli (ROH) . 74

Bouillon nutritif

lnoculum laible.

Formile Poplone . .4 o« s i s s s v vt cn o s srn .
(en grammes  Extialldevlande . . . o o oo v a e e P
pat litre Chiprura dasodivm, . .+ » « v+ v 0 0 v o ..

d*sau dlsilllde) pH % 7,5 {snviron)

Praparalion  Versar 25 g de poudra Gans un lire d'eau distillde, Blon mélangar el
répartir en lubes, Stéiliser & I'avtoclave 4 121 *C peadanl 15 minules.

Présantation  Millow déshydralé
Bolto da 450 g

Conwervalion  Conserver la bolte soigneusement leimén dans v endroit frais &1 s,
Le gate de péremption sl indiquée sur chague condihinnnament.

Co mifies 1thy £lalr permet ta ¢rolssanca des germes 3 partir d'un



Bouillen Coeur-Cerveay
Brain Heart Broth

Prod. no 10493
Compositien gflitre

Infusatl de cerveau 12,6 ; infusat de cceur 50 ¢
protéose-peplone 10,0 ; D(+) gluccm_ 2.0 . sodium
chlorure 5,0 ; dlhydrogenophosphale de sodium 2,5 ;
agar-agar (mangue dans lg bouillon) 15,0

Préparoucn

Disscudte 52 g/lire pour lagar ou 37 ghitre pour le
beuillon, autoctaver.

pH 7.4 0.2.

Emploi et imerprétaticn

Dépend du but pour leque!l le milisu est utilisé,

Bouillon viande-foie
glucosé

Leg bouilion viandedcie glucose 4 0,2 % est un milteu Liquide qui permel
la croissance de nombreux germes a¢robies et anaérobies,

Formule  Base viande-fals. , , P P 205
(en grammas  Slucose. . . . . e e e e P
par iitre Chlorhydnla de cyntélne .................. PSP 1 ]

d'eau distlilée) pH final e T4

Préparation  Metlire 32 g de mlllov déshydraté dans 1 lilre d'eau distillée, Chaufier

lenlement -en apgitani fréquemment jusqu'd compléle dissolution,
AJuster, 8! ndcessalre, le pH & 74, Répartir, puls stérliser & 'auto-
clave 4 120*C pendant 20 minutes.
Régénérer su momenl de I'emploi,

'

Présentatlen  ~ Milleu prét & 'emplol @

5 tubes 10 ml code : 53615
Fl. 450 en) code : 53613
— Miliew déshydraté :
Fl. 450 g tode 1 64 091
Ft. 100 g code ; £4 032
Conservatlon  — Milieu prét & l'amploi: & + 4°C.

— Milieu deshydralé : consarver [a bofle soipneusement fermee dans
un endroit frais el sec.
La dale de péremption sl indiquée sur chague cenddicnnemen,

86.57
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Formule

(en grammea
par litre

d'wan dlntillde)

Préparalion

Frésentalion

Conssrvallon

@

Formule

(en grammas
partitra

d'enu distilide)

Préparalion

Préseniation

Conservatlon

Bouillon peptoné
salé glucosé

Le bouillon peptoné sald glucosé ast un milieu liquide qui permel
la ¢rolssance des germes a¢robies-ne préseniant pas d'exkjences
parlculidres.

Peplona . . , . . . A 10
Eatralt de vianda 5
Chierure da sodium. . . . . . - [ e e 5.
GIUCOBR ; o « =« v v e e e e e Ve 2

Meitre 22 g de milieu déshydralé dans 1 Kire d'eau disilliée, Chavfler
lentement, en agitant tréquemment juesqu'd compléle dissolution,
Alusted, sl nécessaire, 3o pH & T4, Répartlr, puis siérliser a l'auta-
clave 4 120*C pendant 20 minulos,

— Milieu prét & 'emplol ;

5 fubes 10 ml code : 53475
- Miliou déshydeaté ;
Fl. de 450 g code i 64071

— Miligu prél & Pemptai : 4 4 4°C,
— Milieu déshydrale : conserver la boite soigneusement lermée dans

un endroil lrais et sec.
la dale de péremplion esl indiquée sur chaque conditisnnemant.

Bouillon nutritif

Le boulltan nutritif est v milieu liquide qud permet Ia crotssance des
o ne présentant pas d'exip particulitres,

Peptome, « &« v v v v m s s v s e R
Estralt de visnde, ,
Exitalt de lavure . . ,
Chlorure de sodlum .

oH : 74 (environ}

Verser 13 g de poudre dans un’litre d*eau distillée. Bien métanper ol
répartir en tubes, Stérliser & 'autoclave & 121 *C pendanl 15 minutes.

— Boulllon prt & I'emplal :

§1ubes 10 ml
Fi. 100 ml
Fl, 225 mi
FI, 450 ml
— Boulilon déshydraté :
Bolte de 100 g
Bolte de 450 g

— Boulllon prét & Pemplol : & + 4C,

code | 53 445
code 1 53 444
code | 53442
code @ 53443

code 1 B4 066
code : 84 067

«— Boulllan déshydraté : consarver la bolle .solaneusamenl {ormée

dans un endroit Irais of sec,

La date de péremplion est indiquée sur chaque conditionnement.



Bouillon au foje
Liver Broth

Prod. ne 5464

Compaosition gflitre
Poudre au foie £0,0 ; D(+)-glucose 10,0 ; phosphate
disodigue 2,0.

Préparation

Mettre en suspension G2 g dans un litre, {aire beuiliir
environ 15 minutes, répartic en tubes le bouillon troub'le
hien agité el autoclaver.

pH 7.6 07,

Formule

{en grammes
par tllze

d'sau dlstillée)

Préparation

Présentation

Conservation

TPeplonE. . L L e v

Bouillon glucosé
tamponné

Extrait de viande. . . . ... ... IR R PR R
Chiorure dosodivm, ., 4 v 4 0 00 s Ve e
Phosphate monopotagslgua, . . . . N -
Phioaphote disodiqua . . . . . . . L T
LT EE TR

Verser 32 p de poudre dans 11Hre d'eau distillée bien mélanger el avant

répartition, stériiiser & I'avicclave & 115°C pendant 15 minutes.

~ Miliou prét & lemploi:

b tubes 10 ml ‘Coda :

Fl. 45 ml Code
~ Milieu déshydratd:

Bolle 450 g Code :

Boite 1009 Code :

~ Miliou prtt & l'emploi: b + 4 °C.

53 365

: 63 362

64 Q37

: 64 06

— Milipu déshydraté : conserver |a bolte moigneusement ferméa dank

dans un endroil lrais et sec.

La date de péremplion est indiquée sur chagque condilionnement.
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EPREUVE PROFESSIONNELLE DE SYNTHESE

B_REALISATION PRATIQUE D'OPERATIONS DEGENIE BIOLDGIQUE

Durée totale :8 h Coef, : 8

PREMIER JOUR (Durée :4 h)

1. ETUDE DE LA CRDISSANCE D'ESCHERICHIA COLI (80 points)
Influence des facteurs physico-chimiques
A partir d'une culture de 18 h (en phase exponentielle de croissance) d'Escherichia coli, inoculer un

volume équivalent & 10 % du volume de milieu contenu dans les fioles A et B (la nature du milieu et
son volume vous sont indiqués au début de I'épreuve).

Soumettre les milieux & agitation. Faire une lecture de |'absorbance toutes les 15 minutes pendant
3 heures.

Procéder & |’4tude de la croissance d'Escherichia coli en suivant I'évolution de ['absorbance en fonc-
tion du temps.

Faire pour chague milieu {fiole A et fiole B} deux numérations aux temps t= 1 heure et t = 2 haures.

(Se servir d'un bac a glace pour y déposer les échantillons prélevés afin de stopper la croissance dans
ceux-ci),

On demande :
1 — Un tableau présentant les différents temps de mesure, les absorbances et log A.

2 — Les courbes représentant la variation du logarithme de |‘absorbance en fonction du temps
log A = f {t}, sur papier millimétré.

3 Comparer les 2 courbes. Quelles phases observe-t-on ?
Conclusion,
2. GROUPAGE HLA {20 points)

Lecture et interprétation des plaques de détermination "HLA" remises, concernant un mdnndu dont
I"age, le sexe et la race sont précisés.

Conclusion, discussion,
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DEUXIEME JOUR {Durée : 4 h)

1. ETUDE D'UNE FERMENTATION PAR SACCHAROMYCES CEREVISIAE (60 points)

On su't I'évolution en fonction du temps de divers paramétres lors de la culture de Saccharomycas
cerevisiae dans le milieu initial suivant :

- glucose : Bg/fl
— (NHa)z 804 : 109/
~ KHgz POy 6o

—Mg804,7H20 : 3gft

— CaClg, HoO HE A T
— Na Gl : 0,14/
— Extrait de levure : 0,5 g/l

Chague heure, depuis le temps initial et jusqu’au temps 8 heures, est réalisé un prélévemant stérile.

Chague fois, una fraction $gale,de 20 ml,est diluée, puis distillée ; on recueille 100 ml de distillat sur
lequel on effectue |e dosage da |"6thanof,

Lae reste du préfévement est centrifugé et permet le dosage du glucoss.

1.1. Dosage du glucose (méthode 3 |a glucose oxydase}
On utilise un coffret BOEHRINGER,

Le principe et te mode opératoire de la méthode figurent dans la fiche technique présente en
annexe.

Adapter le mode opdratoire aux conditions du dosage,

1.2, Dosage de I'dthano}

1.2.1, Principe

En milieu acide, I'éthanol est oxydé par le dichromate en acide éthanoique ; cette réaction
se traduit par une diminution de I‘absorbance d'une solution acide de dichromate 3
420 nm, La rdaction d'oxydation est accelérée par chauffage a 80°C,

1.2.2. Mode opératoire
1.2.2.1. Etalonnage

Diluer au 1/20, avec de I'eay distillée, la solution étalon d’éthanol & 3 g/1.

Dans una série de tubes 3 essais, introduire

— 2,5 ml d'acide sulfurique 9 moi/l,

— 1 mi de dichromate de potassium & 3,18 g/,
—puis0,5-1-2-3.4-5ml de solution diluée d'éthanol.

Mettre les tubes 20 min au bain-marle & 80°C.
Refroidir et compléter 4 10 mi,
Lire I'abscrbance & 420 nm en réglant le tube témoin & 0,4 unité d'absorbancs,

1.2.2.2. Dosage

Traiter de maniére identique les divers échantillans en prenant une prise d’essai de 5 m|
pour les préldvements de 0, 1, 2 et 3 heures et de 1 ml pour les autras,
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1.3. Résultats : compte-rendu
On demande : ’

— de rassembler sous forme de tableaux les valeurs numériques correspondant aux manipula-
tions effectuées et aux résultats obtanus,

— de justifier les dilutions et les calculs effectuds,

— de compléter le tableau de résultats suivant qui inclut la concentration C de la biomasse
détorminée aux divers temps.

Temps Biomasse Glucose Ethanol
en heures I g/l gf!

0,11
0,12
0,15
0,24
0,39
0,62
1,00
1,10
1,15
1,18
10 1,30
1 1,50
12 1,70
13 1,70

DO~ hWN—=O

1,00

=i == = o [ e}
o

— de rassembler les valeurs de ces divers paramétres en un seul graphe représentant la variation
de la concentration G en fonction du temps,

— d'interpréter le graphe obtenu.

2. ETUDE DE LA CROISSANCE D'ESCHERICHIA COL1
Lecture et interprétation des résultats du Ter jour.

A |'aide des résultats, calculer K (coefficlant d’adsorption pour la miliew K = A/C), les taux de
croissance et temps de génération pour ta souche donnée,

Evaluer 'efficacité des 2 cultures.
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EPREUVES DE LA SESSION 1987

SCIENCES BIOLOGIQUES FONDAMENTALES
ET GENVE BIOLOGIQUE

Mréde : 4 heures ) Coel.: 6

Le lactose est le constituant majeur de I'extrait sec des laits af des lactérosérums. Ce dihcloslde
présenta un faible pouvolr sucrant, une mauvaise solubilité dans l'eau et on observe chez I'homme des
cas dintolérance au lactoss.

L'hydrolyse en glucose et galaclose par une lactase (béta-galactosidase) améliore les propriétés
fonctionnelles et nutritionnellss.

Mais un das problémes liés & 'utilisation industrielle des enzymes ast leur stabilité Insuffisante,
surtout vis-a-vis de latempérature d'ou lintérét de la production d'enzymes thermostables.

PRODUCTION D'UNE BETA-GALACTOSIDASE BACTERIENNE
THERMOSTABLE EN VUE D'UNE UTILISATION INDUSTRIELLE

1. Action de la température au niveau cellulalre et moléculaire (20 points)

1.1 Quelle estl'influence de la température surla crolssance batérienne 2

1.2, Quelest Peffet d'une augmentation de température sur la structure et sur lactivité dune
ehzyms ?

1.3.  Enpartant ds |a lof d Arthénius reliant la constante de vitesse a la température, expliquez
comment on peut déterminer I'énergie d'activation d'une réaction enzymatique.

2, Amélioration des performances d'une souche producttice de béta-
galactosidase sans faire appel au génle génétique (35 peints)

2.1 Commentle géneme des microorganismes peut-ll étre modifié 7 {25 points)

2.2, Enparant d'une souche sauvage, proposez une succession des étapes principales
d'amélioration. {10 points) -

3. Apports du génie génétique (40 points)

Dans le cas dune enzyme produile en trop faible quartité par un organisme quelconque, le géne
cofraspondant peut étre cloné dans un héte homologué et facile & cultiver, (L'enzyme produite par un
héte homologué peut servir & la transformation de produits & destination alimentaire, ici lo lactose).

Le niveau dexpression du géne cloné pourra étre considérablement augments en changeant sa
régulation, d'oll lintérét en production industriells.

3.1 Leclonage d'un géne peut 8lra réalisé parlavoio de 'ARN messager.
Schématisez cette voie (10 points)
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3.2. Leclone poriant le g&ne intérossant est recherché a 'aide d'un crible. Ce géne peut étra

détecté soit directement par hybridation avec une sonde radioactive, solt indireclement par
s0N exprassion : activité enzymatique ou propriétés antigéniques de la protéine. Dans ce
dernler cas, on pourra utifiser des anticorps monaclonaux.

3.2.1. Enfalsant le paralldle avec les anticorps polyclonaux, expliquez ce que sont Ges
anticorps monoclonaux, quels sont les avantages de leur utilisation et laur mode de
production. (15 points)

3.2.2. Quelles sont las grandes étapes de diftérencialion cellulaire et de remaniement du
génome qui parmettront d'aboutir & la production d'anticorps par une cellule spécialisée 7 {15
points)

4. Utilisation Industrielle de Ia béta-galactosidase thermostable produite

{25 points)

On peut distinguer trois grarndes classes de procedés d'hydrolyse :

41.

4.2,

-las ptocédés mettant en oel}vre I'enzyme soluble en cuve,

- les procédés par enzyme soluble avec récupéralion par uitrallltration,

- les procédés par enzyme immohbilisée.

Les enzymes immobilisées

4.1.1. Quelles sont les principales méthodes d'immobilisation des enzymes 7

4.1.2, Comparer les proptiétés des enzymeéfixées Acelles des enzymes en solution.
4.1.3. Décrire un réacteur 3 enzyme immohilisée.

Pour délactoser le lait en continu, on a proposé le sysiéme schématisé sur la figure ci-jolnte.
Expliquez le fonctionnement de cette unité en rappelant le principe de ulirafiltration.

Donnée : composition de 1 litre de lait.

eau 200-910
glucides 47-52g
lipides - 3b-45g
protéines 33-369
déchets azotés {ure...) 1,69
sels 94959
divers races
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lait 1

Ultra
filtrat

Rétentat

[ échangeur detempérature
Perméat ~l

@ pompe v ’
lait & faible

1 et 3. modules dultrafiltration teneur en
lactose

2:lactase (béta-galactosidase)

Figure : Schéma du systéme permetiant de délacloser le lait
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MATHEMATIQUES ET SCIENCES PHYSIQUES

Durée :4h Coel. 14

Le candidat traitera les deux parties sur des copies distinetes qui seront refevdes sépardment.

PREMIERE PARTIE : MATHEMATIQUES (Coef. :1,5)

La clarté des raisonnements et la qualitd de Ia rédaction interviendront pour une part importante
dans l'appréciation des copies.

L ‘usage des instruments de calcul est autorisd.

PROBLEME 1
Dans une réaction chimique deux substances A et B réagissent pour donner la substance AB.
A I'instant t=0, les concentrations [A], [B] et [AB] sont respectivement a, b et O.

A un instant t quelconque, ces concentrations sont respactivement {a — u), {b — u) et u,

La vitesse de réaction est proportionnelle au produit [A][B].
d

v= o k{a—u) (b —u}.
dt

E

On salt que k=ky o RT

oll R= 8,316, T est la température, E Iénergie d'activation.

Question 1
On veut déterminer expérimentalement E et k, 3 partir du tableau suivant :
T ] 250 |3ao| 350 | ago | aso
kl' 16 '4,6, 3,9' 14 | 23

1
1a. Représenter graphiquement y =Inlk) en fonction de x= ? pour T entre 250 et 400,

(In désigne la fonction logarithme népérien),
1b, Déterminar par la méthode des moindres carrés I'équation de la droite d'ajustement y=ax +

1e. En dédulre Vexpression de k en fonction de T puis la valeur de E .
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Ouestion 2

A température constante, [a vitesse de réaction ast :
du

v =—
dt

=kifa—u){b—u) ob k estconstant (k> 0} {1}

On suppose quepour t=0 a=b et u=0,

23, Résoudre I"4quation différentielle. {1)
Déterminer u en fonctionde t.

Ondonne k=12 et a=0,1.

2b. Etudier les variations de la fonction u de t pOur O <t < 600 at en donner une reprasenta-
tion graphique.

Question 3

Résoudre {*équation différentielle suivante :

£ y—x*y'=0 ol E et R sontdes constantes positives sachant que l'ona  limy = A,
H - X+ oo
PROBLEME 1l

140 personnes ont suivi un régime A,
145 personnes ot sulvi un régime B,

On a observé les résultats suivants ;

Effectif
Geln de poids {kg} Régime A Régime B
De—~1568-—1 35 24
De—130 67 47
De 04t 24 48
Del1ai1s 18 26
De1,54256 ] Q
N Total 140 145

1. Calculer la valeur moyenna et I'scart-type des gains de poids corraspondant A chacun de ces
deux échantillons,

2. Estimer la valour de la moyenne et de Iécart-type d’une population (supposée trds grande)
d’individus ayant suivi le régime A, ayant suivi le régime B.

Donner un intervalle de confiance de ces moyennes au seuil de risque de 5 %.

3. Au seuil de risque 0,05, peut-on considérer comme vraie I'hypothése suivante :
Les gains de poids sont les mémas pour les deux régimes,

N.B. ; On rappelle que si N suit une loi normals centrée raduits, alors P{INI < 1,98) = 0,95.
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DEUXIEME PARTIE : SCIENCES PHYSIQUES (coef.:25)

Les trois cuiestions sont indépendantas

A - Dosage conductimétrique
1. Etalonnage de la cellute de conductivité

On masure la résistance R d'una celiule de conduclivitd plongeant dans une solution de chiorure de
potassium de conductibilité v , de concantration 0,01 mol. |~ t

r=1411.10"7 -t m
R=1H75Q
En déduire la constante géométrique de ka cellule.
2. Dosage de 'acide chlorhydrique par la soude
Onrapeile que la conductibilité ¥ d'une soltution d'électrolytes ast donnée par la relation
T=EA{CiZ
2.1. DélinirAf,Cj etZ;

Préciser les unités dansle S.1.
On supposera que les concentrations des solutions sont sutfisamment faibles pour que Fon puisse

considérerque A ; ~ A g

2.2, Onpréléve 10 m! d'une solullon d'acide chiorhydrique & 0,1 mola/litra que lendilus cent fois
dans unballonde 11.

Calkeuler la conductivité de fa solution ainsi diluée et calculer la conductance da la cellule
plangeant dans cette solution,

2.3. A cette solution ainsidilude, on ajoute x mi de soude 20,1 mola / litre, On supposerax << 1000
et, enconséquence, onconsidérera que le volume global da la solution reste constant et égal 4
1000 ml.
Caleuler la conductance de |a cellule pour :

x=5,10,15et20ml.

2.4. Tracer 1a courbe représenlative des variations de ta conductance enfonction de x.

Commenter.
Données nature de lion
Agazsec
H+taq : 350,104 I
ct- 76.10-4
Na+ 50,104
O~ 198. 104
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B - Clnétique

On étudia la cinétique de Ia sapenification de l'acétate d'éthyle, Ay temps t = 0, lo milleu réactionnel contient 0,05
mole d'ester et 0,05 mols do soude. La téaction ast suivie en prélevant, au temps t, 10 ml gy mélange réactionnel
el en dosant par 9 mld'acids chlorhydrique de concantration 0,02 mol.1-1-

Cn obtlent les résultats suivants ;

t (min) 5 10 15 20 30 50

B{ml) 215 189 1885 152 12656 og

1. Ecrire fa réaction de saponification.

2, Sachant que cette-cinétique est dordre 2, démonirer Ia relation parmettant de calcular laconstanie de
vitesse, ..

3. Calcularia valeur moyenne de cetla constante & partir des 8 mesures,

4. Caleuler le temps de 1/2 réaction.

C - Chimie organlque

1. Le méthyl -1 cyclohaxanol (A) fraité par Hg 80,4 concentré & chaud, conduit 3 un mélange de deux
composdsBet B,

- Ecrire lo mécanisme de la réactlon ainsi que les formutles de B etde B,
- Indiquer le composé prépondérant.

2. L'ozonolyse de B conduit & un seul COMposé organique C,
- Donner jaiormule de C.

3. Enmilieu basique, C subit une réaction spécifique aux dérivas carbonylés. Dans la cas de G, laréaction
estIntramoléculaire et conduit 4 une cyclisation,

- Quelles sont les irofs possibilités de cyclisation 7

- Eerire tes formules développées des corps dont on peut envisager l'obtention salon castrois
possibllités,

- Préciserle mécanisme en choislssant une réaction.

- Enréalitd, il ne se forme que 2 tomposés. Lesquels 7 Justitier 1a réponse,
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FRANCAIS

Durée:3h Coof.:2

LA VIOLENCE DANS LES STADES

Les sources des phénoménes de hooliganisme dans le football anglals sont & mettre en rapport
avec des faits qui touchent aux moditications de la communauté ouvriére, et donc du public du football,
alnsl qu'd I'évokution induite dans la professionnalisation du football, Dans los années 60, on paralt
volontiers d'embourgeoisement ot dinteégration de la classe ouvrigre. En fait, iras globalement, 'analyse
atalt pour le moins exagérée. Des travaux récents de Goldthorpe et de quelques autres ont montre que la
société anglaise restait coupée en deux, un fils diouvrier anglais ayant plus de chances que son
homologue frangals ou suédols de devenir ouvrier. La classe cuvridre reste donc A I'écan mais se
transfonme sous les offets des modifications du travall, la catégorie de semi-skiffed vient slintercaler antre
bs skilfled et les unskiled (1) sous les effels des politiques durbanisme, notamment dans des villos
comme Londres {ot 'East-End se vide dune parfie de ses habitants tradilionnels}, enfin sous les effets
de la crise, qui provoque le déclin plus ou moins brutai des grandes industies (charbon, sldérurgia,
activités portuaires). Enfin, le chémage vient s'ajoutsr & la déqualification.

Ces transformations se sont inscrites dang les tribunes des stades. Depuis 1945, "louvrier de
l'abondance", l'cuvrier hautement qualifié, s'est vu offrir par les clubs des tribunes couvertes pour se
protéger de la pluie, des sidges ot mbme des coussins, das bars pour 1 bidre d'avant-match et celle de Ia
mi-temps ; en méme temps, le prix des places a augments. Seules les ferraces, le kep, sont restées
ouvertes au vent et 4 la pluie ; c'est l'endroit olr Fon resto debout pendant ls maich, mals aussi d'oiy f'on
jetta des projectiles divers sur les supporters de Faulre camp et d'ol l'on insulte le gardien de but de
Féquipe adverse. Ce sont les occupants du kop qui sont attendus par la police a cheval avec chiens
peliciers, ce sont les ocoupants du kop qui se déversent sur les villes visiléss. Las hooligans sont 1.

tes analyses portant sur les hooligans convergent sur un certain nemore de points. C'est un
phénoméne qui touche une population majoriairernent jeune, entre 17 et 21 ans. Actuellement se
mélantdans cette sous-cullure des ferraces plusieurs courants :

Pour le premier, quon pourait qualilier de traditionnal, le foolball est l'occaslon de faire revivre
quelques valeurs authentiquament prolétariennes comrme la bagarre, Tappartenance 4 une communauté,
la bigre forte, le culte de fa force physique el de la virilts ; ce courant peut &tre bon enfant et se contenter
de paradar forse nu en plein hiver, faisant jouer biceps ol tatouages et cassant & coups de pled les
distributeurs de chocelat pour en offrir aux petits enfants : ce sont les supporters pauvres des clubs du
Nord, comme Newcastle ou Sunderland. Ce courant représente las restes d'une culture ouvdare du
foclball, revivant fes vieilles rivalités locales ou régionales. S'lis sont arrétés, c'ast plus souvent pour
ivresse.

Le dsuxiéme courant reléverait d'une forme plus pure de delinguance ol Is plaisir d'organiser la
combat, de ne pas se faire prendre, domine le soutien & l'équipe : un cas récent a ét& jugé a Cambridge,
ville pourtant trés ébignée du paysage industriel & la Manchsster, ot un "général’ qui contrlait plus de
80 "soldats” a été condamné & cing ans de prison pour avolr organisé la chasse aux supporters adverses.

1. ekilled correspond aux ouvriors qualiffds, seml-skiled aux OS, unskilled aux manoauvres
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Erfin, le troisiéme couranl, celul qui serail illusiré par les skinheads, serait une forme plus activisie
de défense des valeurs ouwiidres traditionnelles : reprenant fa glorification des verlus virles de la
détense du territoire, ils trouvent dans le football et dans les terraces un lieu idéal pour meitre en scéne
feurs revendications d'appartenance.

En se professionnalisant et en sintemationalisant, le football a fait das tribunes et des écrans de
télévision un nouvel enjeu. En eilet, pendant loute une époque, I'horizon de I'équipe était la région ;
avec ls passage av hiveau national, les contacts se sont élargis et notamment [a pratique des translerts de
joueurs d'un club & un autre afin de pouvoir augmenter ses chances de victoire en coupe ou en
championnat ; lorsque les clubs anglais se sont intégrés aux compétitions européennes, celle adhéslon
a accéiéré la rupture entre Méquipe de foot st son public, guand elle n'obligeait pas cerlains clubs a mettre
la clé sous la porte parce quils ne pouvaient pas suivre le rylhme des dépenses. En effet, méme sl le
championnai anglals emploie peu de joueurs élrangers, & la difiérence des champlonnats italiens,
espagnols ou frangais, les équipes ont souvenl perdu leurs assises locales : les vedeties viennent
d'Ecosse, d'Irlande du Nord ou de la région de Londres. Ainsi, le club local n'est plus le moyen de soilir de
sa condition ; de méme, les structures de gestion du club se sont rationalisées avec la créalion de postes
salariés spécialisés @ cette "bureaucratisation” du football a refiré aux supporters linfluence quiils
pouvaient avoir sur la vie du club. De plus en plus, les supporters se sont trouvés assignés & cette seule
fonciion de soutien el reléguds, pour les plus démunis dentre eux, dans les ferraces. Ce nouvel dtat du
football a en quelque sorle multiphé les occasions dexhiber son authenticité et ses droits face & ce qui
apparait comme une dépossession . face aux supporters adverses, face & I'équipe dirflgeante du club,
face aux supporters respectables, mais aussi tace 2 [a télévision, A FAngloterre entiére st ce n'est au
monde entier a Peccasion de la coupe du monde. D'une authenticité locale ou régionale (8tre de Miltwall},
on est passé 4 une authenticité sociale (§ire un vrai prolétaire), ou nationale (8tre anglais), ou encore
ethnique {&tre blanc).

Les Instances du foothall mondial el européen ont voulu voir dans les événaments da Bruxelles un
mal spécifiquement anglais, d'oll les sancliong Sévares contre I'ensemble des clubs anglals engagés
dans les compétitions internationales. En fait, le développement da la violence autour des stades est un
phénoméns universel.

Patrick MIGNON
Esprit,N° 104-105
Aoli-sept. 1985
Note : .
- En juin , das bag entre supp ot la panique qui suivit entrain 1, au stads du, Heysel & Bruxelles, un grand
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QUESTIONS :

1-  Résumez le texie en 200 mots, avec une marge de tolérance de +ou - 10 %,
Indiquez le nombie de mots utilisés enfin de résume.

2-  Expliquez les mots ou expressions suivants

-valeurs prol&tarisnnes {ligne 25)
- authenticité (ligne 54)

3-  Selonlavtsur, "o développement de [z viclence autour des stades est un phénomane universel”.

Les ralsons avancdes par 'auteur vous paraissent-elles pouveir expliquer d'autres formes de
violence, dans d'autres domaines 7

BAREME
Question 1 & ..cvverrsninisinisainns 8 points
QUOSHON 2 & .o 2 POINES

QUEstion3 | e 10 poiNts
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ANGLAIS

Durée : 2 heures Coef. ¢ 2

FEAR AS A NEW' SCIENCE
STEPS INTO UNKNOWN

£rom MARK FRANKLAND in Washipgton

As the Hanafi Muslims prepared for their assault on Washington last
Tuegday, some 30 people in a quiet room at the Natlonal Academy of

Sciences were discussing whether terrorists might one day use disco-
vaeries about DNA, the deoxyribonucleic acild that is the genetic ma-
terlal determining an organlsm's characteristics, to make a new and

awful weapon.

The sort of thing they had in mind were bacteria made toxic by gene-
tic manipulation and released to spread incurable disease. The Har-
vard professor leading the discussion argued that there seemed 1lit-
tle point in such a weapon since there were plenty of naturélly
deadly bacteria around. But if it was as obvious as that, why, one
wondered, was the meeting attended by two lawyers from the Govern-—
ment's Arms Control and Disarmament Agency, twe men from the Defen-
ce Department, three Army lieutenants and the scientific councillor

from the Russian Embassy ?

This link between DNA research and terrorism was just a particular-
ly creepy part of a two-and-a-half-day forum arranged by the Natio-
nal Academy of Sciences on all aspects of research into recombinant
DNA (recombinant because genetic modification ls achieved by sepa-
rating and then recombining elements of DNA).

The forum left no doubt of the awesome consequences of this latest
solentific triumph, but it also showed that the scientific communi-
ty, and to a rapldly growing extent the American public too, is
split over whether those consequences are llkely to be awesomely

good or awesomely bad.
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Robert SINSHEIMER of the California Institute of Technology told the
forum that "science has not taken so large a step into the unknown
since Rutherford began to split atoms".

Though the technique of recombining, in other words manipulating,
PHA was discovered only in 1972, research is already being done at
nearly 160 American universities and research centres and by at
least nine private, chiefly pharmaceutical, companies.

The DNA enthusiasts described the promiging and in some cases star-
tling progress that has been made. The firs£ ever practical applica-
tion may be the production of a new sort of vaccine made by rewor~ «
king the genes of the bacterium E. coli which causes the diarrhoea
many young cattle and pigs suffer and die from.

Other possibilities are for the better understanding of hereditary
and infectious diseases, and of cancer. It may also be possible to
use recombinant DNA to make insulin, used in treating diabetics.

There are at least two potentially revolutionary uses for agricul-
ture : the mass production of proteins for animal feed and repla-
¢ing nitrogen fertiliser with nitrogen-preducing genes in Crop gro-
wing. Given the rising cost of fertilisers made from ocil or coal
this could have tremendous ilnterest for the pocr and underfed coun-
tries,

But every time someone came up with an argument in.favour of DNaA
research he was met with two main challenges : Is it safe ? And
even 1f it is safe, is it moral ?

The most obvious safety worry is that man-made genes mighf infect
laboratory workers or escape from the laboratory.

But there are more complex worries. By introducing new genes, Sins-
heimer argued last week, man would be "intervening profoundly in

the evolutionary process"., Man-made genes could touch off dangerous
mutations in microbes or viruses that are presently harmless to hu-

man and animal life.
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The final argument of Sinsheimer and those who think like him is
that scientists are not only profoundly ignorant of the consequences
of what they are doing but also preparing a technology of such possi-
ble power that 1t would be "fit only for a ratiomnal, farsighted,

unerring, incorruptible people”.

For there is no doubt that the worst potential horror of DNA research
is that it brings human genetic engineering, the planned production

of certain types of people, very much cleoser,

Jon Beckwith, a youny professor at the Harvard Medical Schoeol, who
has refused to use recombinant DNA technigues in his laboratory,
pointed out that genetlc engineering is now, in a sense, being done.
People are already belng tested for genetic differences and while
gene surgery (the insertion of genes into human cells, organs or
embryos) is still not possible the odds are that the techniques will

be discovered before long.

Behind the moral objection lles a broader, political one. "Biolo-
gists" said Sinsheimer, "have become,without wanting it, the custo-
dians of great and terrible power". The problem was how they could
share it in anything like the way that conventional political power

is divided up under the wisdom of the American Constitution.

There was, too, a pessimism that the logic of discovery could not
be beaten. Too many scientific careers were involved. Neither the
politicians nor the military would let America pull out while other
countries continued. Industry was already deeply interested. The
forum itself, it turned out, had been financed one-third by seven
pharmaceutical companies.

THE OBSERVER 3/3/1977

1} Sum up the passage in French. (200-250 words).
2) What is the rcle of genes ?
3} Explain what "recombining DNA" consists in. Why was it such a

controversial subject ?

a weapon : une arme. to attend : assister &. a lawyer : un avocat.
creepy : terrifiant. awesomely : affreusement. gtartling : ahuris-

sant. a custodian : un gardien.



EPREUVE PROFESSIONNELLE DE SYNTHESE

A_ETUDE DE PROJET 8714
Durée : 4 heures Coet.: 4
Remarques préfiminalres :
* L'usage d'un dictlonraire anglals - frangais est autorisé
* La répartition des points est donnée 4 titre indicatif,
PRODUCTION D'ACETONE-BUTANOL PAR FERMENTATION
1. INTERET DE LA PRODUCTION D'ACETONE-BUTAMOL PAR FERMENTATION

(4 points)

A partir des documents fournis, dégager lintérét de la production d'acétone-butanol parfermen-

talien .

2- MISE AU POINT D'UN PROCEDE AU LABORATOIRE (11 points)
2.1.  Fermentation discontinue sur glreose sans régulation de pH,

On eftectue des fermentations discontinues de Clostridium acetobutylicum dans un
fermenteur de 4 litres de volums utile.

2.1.1. Dosage du substral et des produils de fermentation.
Proposer la mélhode la plus apprepriée au dosage du substrat {glucose) et des produits au
cours de la fermentalion, )
Indiquer les grandes lignes de sa mise en osuvre (mode opérateire exclu) dans le contexte
considére.
Préciser l'allure dis enregistraments susceplibles d'étre obtenus.
2.1.2.Les divers temps de la fermentation.
A partir de l'anafyse des documenis 2 et 3, déterminer :
- les divers termps de la fermentation,
- lelaux de croissance népérien pour chacune de ces phases,
2.1.3.Influence des métabolites.
A parlir du document 4, analyser rapidement linfluence de I'acétone, I'acide acétique, I'acide
butyrique, I'éthanol et le butanol surla croissance.
En déduire les métabolites dont l'effet est & prendre en compte durant la fermentation,
2.2 Fermentatfon discontinue sur glucose avec régulation de pH.
2.2.1. Apartirde 'étude des documents 4 et 5 -

- dégager Ifnfusnce du pH sur la fermentation,
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- déterminer lintérét d'une régulation du pH el indiquer les conditions de pH les plus

propices & une production d'acétone-butanol.

2.2.2. Auvu desrésultats précédents, indiquer comment accroitre ia productivité.

3 - PROCEDE AU NIVEAU INDUSTRIEL (5 points)

3.1,

3.2

33

Laproduction au niveau industrie! nécessite en plus des fermenteurs, un certain nombre
dinstallations annexes.

Préciser la nature et le rble de calles-cl.

faire un schéma de Fenssmbla de l'installation.

Dans la contexte frangais, quelles sont les matiéres premidres susceptibles d'étra ulilisées
comime substrat ?
Cluelles sont les études complémentaires 2 effectuer :
- & 'échelie du laboratoire,
- & l'échelle industielie,
avant de réaliser une mise en osuvre industrielle ?

Dans le contexte économicue actuel, une telle preduction a-t-elle une chance de voir le jour,
en France ef en Europe, dans les cing ans avenir 7 Juslifier rapidement la réponse.

Documents joinis :

Document {1 : Extrait de "Comprehensive Biotechnology" The Principles, Applications and
Regulations of Blotechnology In Industry, Agriculture and Medecine. Editor in chief Murray Moa-Young -
Yolume 3 815-919 - Parganmon Prass 1986,

Document 2, 3 : Thase INPL de Michel Finck, Ingénieur INSA TOULOUSE "Elude de la
fermentation acétonohutylique”.

Document 2 : p. 63
Document3 :p. 71
Document 4 : p. 22, 23 ot 24

Document5 : p. 25
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Acetone and Butanol

J. C.LINDEN, A. R. MOREIRA and T. G, LENZ
Colorado State University, Fort Collins, CO, USA

1 INTRODUCTION
L.1 History

The acctone-butancl fermentation has a long history as a successful industrial fermentation
process. The earltest work on this fermentation was performed by Pasteur in 1862, who investi-
gated the production of butanol from lactic acid and ealcium lactate (Compere and Griffith,
1979). Prazmowski proposed the name of ‘clostridium® for these anaerobie spore formers that
produced bulanel, resulting in the genus Clostridien: (Buchanan and Gibbons, 1974).

The fact that acctone was also a fermentation product was not known until Schardinger made
the discovery in 1905 (Underkofler and Hickey, 1854). The interes! in commaercializing the pro-
cess began in 1909 in England primarily as a means to oblain butadiene as raw material for syn-

thetic rubber. Strange and Graham Ltd,, obtained the services uf ferkin, Weizmann, Fernback,
Séhicen and ethers.1o study the problems associated with this process (Prescott and Dunn, 19593,
After considerabile investigation, it was decided that butadienc was o most desirable raw material
for synthetic rubber, and this diene could be praduced from butanol. In 19132, Weizmann broke
from the group, but continucd (o study the fermentation independently, After about two years,
he found an organism which he called Clostridium acetobutyticunt which successfully fermented
starchy grains to produce acetone, butanol and setianol, He applied for patents on the process
and British Patent 4445 (1915) and US Patent 1 315 585 (1919) were issued (Shreve, 1967).

With the outbreak of World War [in 1914, the production of acetone was of great interest to
the UK for lhe manufacture of cordite, the caplosive used in naval warfare. Strange and Graham
Ltd, was contracted Toproduee icetone, but their process was unsuceessful until Weizmann was
placed in charge of the plant and installed his process. Because of the shartage of corn in Britain
the process was transferced in August 1916 to Canada where it operated until 1918 {Prescott and
Dunn, 1959). Shonly after the United States entered the war, the Weizmann Process was cper-
ated at Terre Haute, Indiana, for acetone production. Considerable quantities of acetone were
produced, along with twice as much butanol. The siorage and disposal ¢f the butanol presented a
problem for some time. It was shortly after the waz that E. [. DuPont de Nemours and Company
developed nitrocellulose laequers for the automobile industry and it was found that buty! acetate,
derived from butanal, was the solvent of choice for this coating system {Steel, 1958). During-
1940, over 45 x 10° and 50 x 105 kg of butanol and acelone, respectively, were produced
{Shreve, 1967). However, changes in the availability of carbohydrate fecdstocks, probiems which
developed with phuge infestation, and the availability of inexpensive petrochemicals in the 1950s,
caused u decrease in the productian of acelone and butanol by fermentation. 1t was estimated in
1965 that only 5% of the acetone and 10% of the butanc| produced in the world were obtained by
fermentation (Faith et af., 1965). Former producers by fermentation in the United States thal
ceased operation during the 1950s included Commercial Solvents Corp., Terre Faute, IN;
Publiker lndustries, Inc., Philadelphia, PA; US Industriat Chemicals Co., New Yerk, NY: and
Western Condensing Co., Adell, WL Produclion by fermentation was abandoned during the
1960s in Japan {Peppler, 1967).

Abstracts reporting activities in the acetone-butanol fermentation of beet malasses i the
Soviet Union cantinued to appear throughout the 1970s. Commercialized production is still car-
tied out by the fermentation of cane molasses in South Africa (Spivey, 1978).

wid



87.17

DOCUMENT 1

Page 2/4

1.2 Current Production and Uses

Currently, butanol is manufactured from ethylene and triethylaluminum and is used primarily
in the manufacture of lacquers, rayon, detergents, brake Buids and amines for gasoline additives.
1t can also be used as a solvent for fats, woxes, resins, shellac and varnish, Acetone is a by-pro-
duct from the manufacture of phenol from cumene, a by-product of oxidation cracking of pro-
pane, of can be manufactured by tﬁhemical reduction of isoprapanel. Acetone is used mostly asa
solvent for fats, oils, waxes, resitls, rubber plastics, lacquers, varnishes and rubber cements.

1.3 Proposed Uses

The sicetone-butanol fermentation currently has potential because butanal hias many charac-
\eristics which make it a better liquid fued extender than cthanol, now used in the formulation of
gasohol. Three of the more important characteristics which make butanol a better liquid fuel
extender are: (1) its bow vapor pressure, (2) its low miscibility with water and (3) butanol, unlike
ethanol, is completely miscible with diesel fuel even at low temperatures (see Table 1).

Although economically attractive when based on waste-1ype materials such as checse whey
(Lenz and Moreira, 1980}, the acetone—butanol fermentation has a number of drawbacks which
st be addressed before any attempt for commercial production is made. The major one is the
very low levels of acelone and n-butanol obtained in the final fermentation broth. With currcat
technology, such fevels are only 0.7 and 1.4% (wiv), respectively. This results in the need for
targe vessels for fermentation and an energy-intensive distillation recovery of the solvents, Sterili-
zation of large volumes of media is also highly energy inlensive. Additional difficultics with this
fermentation include the need for strict anaerobic conditions and delicate culture maintenance
and propagation.

Table ] Characteristics of Chemically Pare Fucls

Vapor
Boiling  pressure  Combustinn Sohabifiy

Molecular  Specific  point @t 37.7°C energy Lotent heat  (partsin 10 Siadchiomeiric
Fuel weight gravity  (°C) {p.5.i.) (kikg " tkikeg N pans 1,08 wir-fuel rutic
Meathanol 3R 0.7 65 4.6 23 368 [ RIUR w 4.5
Ethanol 46 .79 78 2.2 0 6L0A 9218 E3 9
Butanol L .81 17 0.3 G610 A6 ] 1.2
Octane 114 0.1 210 172 4B 261.5 6,5 insoluble 15.2
Hexadecanc 240 0.79 287 3.40 47 2643 — insoluble 15

2 FERMENTATIVE PRODUCTION

The organism Closiridium acetobutylicurn will ferment a varicty of carbohydrates such as lac-
tose, glucose, xylose, fructose, arabinose, galactose, maltose, mannose, starch and sucrose
{Buchanan and Gibbons, 1974), and praduce a variety of organic solvents including butyric and
acetic acids, butanol, acetone, ethanol, carbon dioxide, hydrogen, isopropanol, formic acid, acc-
toue (acctylmethylearbinol or 3-hydroxy-2-butanone} and a yellow oil, which is a complex mix-
ture of higher alcohols, higher acids and esters (Stanier er af., 1974). Butanol, acetone and
ethanol are normally considered ta be the principal products of this fermentation.

2.1 Raw Materials
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2.1.1 Starch

The production of acetone and butancl by the Weizmann process utilized starch as substrate
(Beech, 1953). C. acetobuiylicun (Weizmann) possessed amylolytic and saccharolytic enzyme
activilies required to hydrolyze gelatinized starch to glucose and maltose. Concentrations of corn

- of 8 to 10% (5 to 6.5% starch} were readily utilized; average solvent vields of 38,6%, based on
sugar fermented were reported. Wheat, milo and rye served equally well. Potatoes could not be
handled at high concentrations because of viscosity problems, Normally, the gerni and bran were
removed from the grains prior to milling in order to recover these valuabie by-products, The
grain mash was first gelatinized for 20 min at 65 °C and then sterilized for 60 min at 102 °C. This
cooked mash was cocled by means of double-pipe heal exchangers to 35 °C as it was pumped
through steam-sierilized lines to fermenters of 250 000-2 000 000 | capacity, The fermenter was
inoculated either during or after the filling process with 3% {v/v) inoculum from a 24 hour culture
tank. In some cases, 30 10 40% of the total aqueous volume of the mash was provided by stillage
from which neutral fermentation selvents from previous fermentations had been stripped. This
sa-called slopping-back procedure added certain nutrients to the medium which increased yicld,
aided in foam control and reduced the amount of stillage which required evaporation and drying
for feed supplement greparations.

The fermentations which lasted 2 10 2.5 days, passed through three phases. The first was chat-
acterized by rapid growth, production of acetic and bulyric acids, and evolution f carbon dioxide
and hydregen, primarily the latter. The ph, initially 6.0 to 6.5, decreased during this phase to a
constant value determined by the particular bulfering capacity of the substrate and medium. The
‘titratable acidity’ however increased to a maximum which defined the end of the first phase. The
second phasc, called the acid break, began with a sharp decrease in the titratable acidity” after 12
to 14 hours. The organisms had begun to canvert the acidic products to neutral solvents. Gas pro-
duction Increased, a greater propartion being carbon dioxide than in the earlier phase of the fer-
mentation. During the third phase, the rates of gas and salvent production decreased until the
cells autolyzed, The corn substrale fermentation ended al between pH 4.2 and 4.4,

2.1,2 Molasses

Beech (1952) deseribed the use of a variety of other Clesiriditm species used for fermentation
of sugar in molasses. The fermentation process was similar 1o that described above for starch

cxeept that the nash could be sterilized at a lower tamperature, the (ermentation was conducted
at 31 10 32 °C, cleaning of tanks and lines was exsier, higher concentrations of sugars could be
used and a greater ratio of butanol 1o acetone plus ethanal was produeed. It was necessary to add
nitrogen and phosphate nutricnts (o molasses fermentations (e.g. 1.0 to 1.4% amnionia based on
sugar present). The ammonia was usually added to maintain the pH at 5.6 after the ‘litratable
acidity’ dropped the pH from an initial value of 6.5 during the first 16 hours of fermentation. The
molasses production mediam contained 6% supar calculated as sucroses average solvent yields of
30.0% were reported (Beech, 1952). Shin ei of. (1982) have reported successful fermentation of
sorghum molasses to produce acetone and butanol.

2.1.3 Checse whey

Since C. acetobutylicun had the capability of metabolizing lactose, it was possible to utilize
cheese whey as a feedstock for the acetane~butanol fermentations, Cheese whey, the fluid which
remains following separation-of the curd when converting milk into cheese, contains about 6%
lactose by weight and in the order of 1% protein, depending on the type of cheese manufacture,
The level of sugar in cheese whey coincided with that required in the medium for the acetone—
butanol fermentation. Cheese whey preparations from whiclt approximately 75% of the protein
was remaved by simple heat denaturation, acidifieation or ultrafiltration have proven to be suit-
able fermentation substrates.

The fermentation of laclose in cheese whey produced some interesting modifications in the
product distribution and yicld (Lindberg and Moreira, 1982a). The classical solvent ratie pro-
duced by C. acetoburylicum from corn mash was 2 to 1 butanol to acetone. With pure glucose as
substrate, a ratic of 2.7 to 1 was obtained, Under the same conditions, substitution of lactose for
glucese resulted in a produet stream in which the relative preportion of butanol to acetone was
2.%to {, The fermeniation of cheese whey resulted in a strikingly different set of praduct concen-
tration profiles. For instance, the normal intermediary build-up of acetic and butyric acig was not

o d
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observed and the final ratio of butanol 1o acetone was 9.7 to 1. Maddax (1980) also reported a 10
to 1 butanol to acetone ratio in fermentation of an ultrafiltrate of cheese whey, However, Lind-
berg and Moreira (1982b) reported that fermentations on cheese whey from which 80% of the
protein was removed by heat precipitation and ultrafiltration yielded butano! to acetone ratios of
12.3 101 at 37 °C and 20.6 to 1 at 33 °C. Compere and Griffith (1979) also obtained 10 to 1 ratios
of butanol to acetone with ultrafiltered cheese whey, using one particular strain of C. acetoburyli-
cumn, but that result was not consistent under all experimental conditions. The dependence of
product distribution on micronutrient components will be discussed below in Section  4.1.1.

2.1.4 Jerasalem artichoke

An assortment of raw materials such as beet molasses, wheat, rice, horse chestnuts, potatoes
and Jerusalem artichokes, have also been used in this fermentation. Wendland, Fulmer and
Underkofler {1941} studied the acetone-butanal fermentation with Jerusalem artichoke. The
French government was recently making a concerted effort o produce quantities of butanel for
emergency fuel purposes from Jerusalem artichokes. The potential for utilizing not only fruciose
from tuber-derived inulin, but also the structural carbohydrates in the vegetative stalk of the
plant has been investigated (Linden et al., 1982). Until anthesis, the tnulin content of the stalk
and leaves is greater than that of the tubers. The protein conlent of the leaves is great enough lo
offer substantial by-product credit from extracted leaf protein. Butanol to acetone ratios of 2.75
to 1 {w/w} from acid hydrolyzed inulin from Jerusalem artichoke tubers have been cbtained.

2:0:5—Lignocellulosic-hydrolysates

C. acerobutylicum can anaerobically ferment different curbohydrates into a spectrum of pro-
ducts including #-butano!, acetone, ethanol, butyric acid, acetic acid and acetoin, Hydrolysates of
lignocellulosics, i.e. wood, paper, crop residues, ¢fe,, primarily contain glucose and celiobiose as
well as galactose, mannose and the pentose sugars such as p-xylose and L-arabinose, from the
hemicellujose fraction. Glucose, cellobiose, mannose and arabinose have been shown to be fer-
mentable (Yu and Saddler, 1983). Galactose and xylose were utilized poorly and primarily

yielded acids, Mes-Hartree and Saddier (1982} nlso noted that under the conditions of 1heir
study, better solvent production was obtained from sugars arising from the ervthiro configuration
(glucose, mannose, arabinose) as compared to the three configuration {xylose, gulactose).

Compere and Griffiths (1979) have shown that widely varying product yields were oMained
when different substrate concentrations of xylose and arabinose were used. Yu and Saddler
{1983} reporled a significant increase in acetone and butanol Produclion accurred when C. aceto-
butylicum was grown on D-xylosc in the presence of 1 g 17" acetic acid or 3 g 1™ butyric acid
added prior to inoculations. Saddler ef al. {1983) reported very low conversion rates of the pen-
tose fraction from steam cxploded aspen wond by C. acefobiiylicunt, but this may have heen due
to the extreme sensitivity of the organism to furfurals (Langlykke er af., 1948). Langlykke er al.
(1948) reported an zverage of 3(0.6% yield, based on sugar fermented, of solvents with normal
product distribution when fermenting corn cob saccharificatien liquors, composed primarily of
xylose, with C. buiylicum (NRRL 594). Wiley et al. (1941} also reported similar product ratios
and yield using C. butylicum for the production of acetone and butano! from the wood sugars in
waste sulfite liquor which is primarily xylose. following lignin precipitation with culcitm ions.
Xylose utilization by C, acetobutylictim was alsa shown to be improved with concentrations of up
10 10 g 1 ! calcium carbonate by Mes-Hartree and Saddler (1982),

wihi
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EPREUVE PROFESSIONNELLE DE SYNTHESE

B_REALISATION PRATIQUE DOPERATIONS DE GENIE BIOLOGIOUE

SUJET 1

Durée totale :8h Coef. : 8
PREMIEH JOUR {Durée : 7 h + 1 h pour repas pris sur place)

ETUDE EXPERIMENTALE D'UN LACTOBACILLUS

{n se propose de déterminer différentes propriétés physiologiques d'un Lactobacitus, utilisé en mélange
dans un ferment lactique.

N.B. — Le point /1 est I'objet d'une question tirde au sort sefor un ordre et un horaire 4 fixer en début de
sdance.

1. CROISSANCE ET ACIDIFICATION DES MILIEUX DE CULTURE

1} Suivi de la croissanca par turbidimétria

— Ensemencer un millex MRS 3 10%, en fiole d'Erlenmeyer, avec une préculture de ia soucha
dans le méme milieu. .

_ incuber & la température indiquée, dans un bain thermostaté faiblement agité, jusqu'd Ja phase
stationnaira de croissance.

— Suivre la croissance au spectrophotométre & 800 nm par prélivements aseptiques. Réaliser une
mesure environ toutes les 20 minutes.

—  On demande de tenir compte de la linéarité des apparells qui sera indiguée au début des travaux
pratiques. ’

—  Arréter la croissance dans la cuve par une goutte de formaldéhyde.

2) Suivi de Vacithfication per dosage UV de 'acide lactique produit

— Réaliser 6 dosages d’acide lactique pendant la croissance en suivant la mode opératoire du test
UV Boshringer & 340 nm {voir docurent joint}.

— Ne pas effectuer de déprotéinisation.

—  Déterminer les concentrations en acide lacticqua par comparaison avec un standard 3 1 ml d'acide
lactique pur par litre (densité de I'acide Jactique 1,24} utilisé non dilué {un seul essal).
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3} Exploitation des résultats

a - Déterminer la vitesse spécifique de croissance {ou taux de croissance népérien), le temps da géng-

ration, la productlvité volumique horaire maximale, et totsle en acide lactique.

b - Caiculer la concentration résiduelle en glucose aprés 2 heures de phase exponentielle de
croissance,

Données :

e rendement de croissance du Lactobacillus par rapport au glucose = 12 %,

¢ rendement de conversion du glucose en acide lactique =35 %,

& concentration initiale en glucose du milleu = 2091,

« coefficient de correspondance absorbance - masse séche de bactéries : indiqué pour les appareils

utilisés,

I1. SENSIBILITE DU LACTOBACILLUS AUX PHAGES

On titre les phages du lactosérurn provenant d'une cuve dans laquelle te Lactobacillus étudié est
contamind, '

A - Réalisation d'une numération des bactériophages par la méthode des plages de lyse

=

Réaliser 4 dilutions décimales du lactosérum (indiquées par I'examinateur).

Dans un tube & hémolyse, mélanger :
0,1 ml de lactosérum ou de ses dilutions,
0,1 ml de la souche de ¢ Lactobacillus » distribué spéeialement.

Laisser 10 minutes & 37°C.

Ajouter 5 ml de gélose demi-molle et homogénéiser.
Couler a la surface d’une gélosa vierge.

Ensemencer deux bottes par dilution.

Réaliser des témoins,

Incuber les boTtes retournées une nuit 4 37°C.

Détection immuncingique des contaminants viraux

Les contaminants viraux doivent étre détectés rapidement, aussi le laboratoire a-t-il décidé d'utiliser
des méthodes immunologiques.

Pour cela, un lapin a ét4 hyperimmunisé contre les protdines capsidales, et son sérum brut ainsi que
deux fractions | et || obtenues par immuno-adsorption sont A tester par méthode E.L.|.S.A, directe.
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1)

2)

Mode opératoire

La plaque fournie a été traitde selon les indications suivantes :

* dépbt de 200 p} de solution antigénique dans tous fes puits du 6 promidres lignes sauf dans
{e premier puits de chagque ligne {colonne 1}; incubation : 1 h 3 37°C,12ha4°c,

o dépdt de 200 ul de solutlon de SAB dans tous les puits; incubation : ‘1 has3r°c,12h
44°C.

Dans las lignes A et B, tester le sérum brut dilué en PBS au 1/10°,
Dans les lignes C at D, tester la fraction | diluée en PBS au 1/10%.
Dans les lgnes E et F, tester 1a fractlon 11 diluge en PBS au 1/108,
Préparer des dilutions en PES, de 2 en 2, das échantilions fournis déja dilués au 1/108€,

Prévolr tous Jes témains nécessalres, si possible dans le premier puits de chaque ligna.

Pour cas témains, le réactif contrdlé sera remplacé par du tampon da dilution.

Vider la plaque par retournement, la sécher par tapotement sur un tapis de papler filtre,
La rincer au PBS additionné de tween 20, puis su PBS pur.

Mettre dans un puits 100 ¢l de I'éschantilion dilué au 1/108; dans le puits suivant 100 xl
de la dilution au 1/208; dans le puits suivant 100 1 de la dilution au 1/409; etc...

incuber 1 heure & 37°C,
Vider, laver la plaque 2 fois au PBS pur.

Ajouter dans chaque puits 100 ul d'une dllutlon en PBS d'un sérum antiglobuline de lapin
marquée & la phosphatasa alcaline,
Incuber 1 heure & 37°C.

Vider, laver deux fois au PBS pur.
Ajouter dans tous les pults 200 ¢l d'une solution de PNPP en tampon alcalin.
Incuber 30 minutes & 37°C.

Arréter la réaction par addition de 100 pl de soude & 1 mole.l—}. La coloration est stable
pendant plusieurs heures, Conserver les plaques & 4°C en attendant la lecture.

Lire les absorbances des puits 4 410 nm.

Résultats

Quels témoins ont été réalisés ? Pourquoi 7 Comment les interpréter ?

Donner (e tableau des absorbances pour chaque puits. Tracer les courbes de variation d'absor-
bance & 410 nm en fonction de la dilution.

Prendre comme valeur du titre l'inverse de la dilution qui donne une ahsorbance égale & la
moitié de 'absorbance maximale obtenue avec le sérum brut.

Donner les titres du sérum brut et des fractions et 11
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tl. DEMONSTRATION D'OPERATIONS INTERVENANT DANS LA MISE EN OEUVRE D'UN
FERMENTEUR PILOTE '

Questian tirée au sort, selon 1'ordre et 'heure prévus et annoncds en début de séance.

— Temps de préparation = 5 minutes,

— Temps d’interrogation et de répanse = 10 minutes,

Document jeint : Protocols test UV Lactate Boehringer.
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87_30
DEUXIEME JOUR (Durée:1h)

ETUDE EXPERIMENTALE D'UN LACTOBACILLUS (suite}

— LECTURE DE RESULTATS ET REPONSES AUX QUESTIONS —

. SENSIBILITE DU LACTOBACILLUS AUX PHAGES

A - Numération des bactériophages

1} Le Lactobacillus utitlsé dans le ferment lactique est-il sensible aux phages du lactosérum conta-
miné 7 Justifier fa réponse.

2) Quel est le niveau de contamination du lactosérum par les phages révélés lors de cette. expérience?

3) Qu'apporterait |a réalisation du méme titrage vis-a-vis des autres souches Industrialles de bactéries
lactiques utilisées en mélange. -

4]

Détection immunoclogique des contaminants viraux

Le sérum de lapin a été purifié par immunoadsorption : 1 mi de sérum a été passé sur une colonne
da sépharose dans laquelle ont été Immobilisées des protéines capsidsles. Aprés 24 heures d’incuba-
tion, une premigre élution est effectuée avec du PBS. Des fractions de 2 mi sont recuelllies et Jeur
absorbance est lue & 280 nm. Les fractions dont I'absarbance est supérisure & 0,05 unités sont
rassamblées et reconcentrées puis dialysées, Le volumae final est de 3 ml : c’est la fraction |.

Quand F'absorbance est inférisura & 0,05 unitds, une deuxidme élution est effectuée avec une solution
de MgCl,, 5 M. Des fractions de 1 ml sont recueillles, Celles dont Iabsorbance & 280 nm est supé-

- rleure & 0,05 unités sont néunies, dialysées contre du PBS, puis concentrées et redialysées contra du
PBS. Le votume final est de 1 ml : c’est la fraction (1.

Le document joint donne les variations d'absorbance pendant les élutions.

L'activitd anticorps du sérum brut et des fractions | et || a été précédemment testée par la méthode
E.L.1.S.A, directe. :

QUESTIONS

1) — Expliquer les différentes étapes de Ala chromatographie.
— Commenter |'allure du document joint.

— Que doivent théoriquement contenir les deux fractions 7 Cela est-il confirmé par les résultats de la
méthode E,I..|.5.A.?

2) Sachant que I'absorbance & 280 nm est ;
~— pour le sérum brut, dilué au 1/500° : 0,19,
-~ pour la fraction |, diluée au 1/500° : 0,17,
~ pour la fraction 11, diluée au 1/602 : 0,186,

et que I'absorbance moyenne d'une solution protéique 4 1 g1~ est de 1,6 unités 4 280 nm, calculer
le rendement de purification et fe taux de purification en utilisant le titre en anticorps comme mesure
de V'activitd de la solution testda,
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SUJET 2

Burée :8h Coef, : 8

PREMIER JOUR (Durée : 4 h)

I, IDENTIFICATION D’ACIDES AMINES D'UN MELANGE PAR CHROMATOGRAPHIE SUR
COUCHE MINCE (40 points)

La chromatographie est effectuée sur couche mince de gel de silice,

Le sotvant utilisé est un mélange de :
butanol 1= 2 volumes,
acide acétique pur pour analyses = 1 volume,
eay distillée = 1 valume,

Introduire le solvant dans la cuve {bécher de 400 ml) couverte d'un fond de bolte de P&irl sur une
hauteur ds 1 & 1,2 em maximum, Saturer I'atmosphre de la ouve en tapissant les parais latérales de
bandes de papier filtre imprégnées de solvant. Attendre 30 minutes couvercla en place.

Activer une plague de 10 x 8 cm par passage & i"6tuve 4 110° pendant quelques minutes. Sur les bords
latéraux de la plague, 8ter une bande mince de Silicogel. Tracer une ligne horizontale & 2 em du bord
inférieur (au crayon & mine de graphite),

Marquer les emplacements de 8 dépdts régulidrement espacés,

Les dép6ts seront réalisés & |'side de tubes capillaires. Le volume déposé sers d'environ 14 2 ul, en
plusigurs fois, avec séchage entre chagque opération 3 I'alde d'un séche-cheveux, Déposer sur la ligne ;

— la solution de glycine,
la solution d’alanine,

la solution de valine,
le mélange M (2 dépdts).

Introduire la plaque dans la cuva, Laisser la migration s'effectuer jusqu’a ce que le solvant atteigne le
bord supérieur de la plague,

Sortir la plaque. Noter la position du front du solvant. Sécher,

Pulvériser la révélateur 3 Ja ninhydrine, Aprés quelques minutes, porter & I'étuve & 100° pendant 3 &
4 minutes. Entourer les spots d'un trait de crayon,
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RESULTATS

Sur la feuille de compte-rendu, collar le chromatogramme et indiguer la position des différentes solutions
déposées. Indiquer le temps de migration, Mesurer les Rf. Ident(fier les acides aminés du mélange M.

Il. ETUDE DE LA CONJUGAISON CHEZ ESCHERICHIA COLI;
ETUDE DU TRANSFERT DES MARQUEURS SUIVANTS : LEUCINE, PROLINE, THREONINE,
LACTOSE (80 points sur 2 jours)

On réalise une conjugaison 4 |%ide des souches suivantes :
— Escherichia coli Hfr Sms (sensible & la streptomycine)
— Escherichiacoli F— Leu— Pro— Thr— Lac— (Af) Sm' (résistant i la streptomycine).

Manipulation (voir schéma) :

— Mélanger 0,2 ml de Escherichia coli Hir & 4 x 10 bactéries par ml dans du bouillon nutritif avec
0,8 ml de Escherichia coli F~ & 4 x 108 bactéries par ml dans du bouillen nutritif {4 x 10% bactéries
par ml correspondent & une densité optigue de 1 & 500 nm}.

— Incuber 10 minutes & 37°, sans agitation.

— Avec précautions, prélever 0,5 ml du mélange A I'aide d’une pipette stérile de 5 ml, Les déposer dans
un etlen contenant 25 ml de bouillon nutritif. ’

— Prélever de suite (temps 0) 100 ul et les diluer dans 2 ml de bouillon nutritif. Placer aussitét I’erlen
de 26 ml 4 37° avec agitation.

— Aux temps 5 min, 10 min, 18 min, 20 min , 26 min , 30 min , 30 min et 50 min , réaliser le méme
prélévement &t la méme dilution qu’au temps 0.

— A chaque temps, passer au VORTEX pendant une minute les prélévements dilués, puis étaler :

— 100 ) sur une boTte « Leu » {milieu minimum glucosé + Thr + Pro + Sm),

— 100 | sur une bofte ¢ Pra » {milieu minimum glucosé + Thr + Leu + Sm -+ Vai + llg),

— 100 g sur une boite ¢ Thr » {milleu minimum glucosé + Leu -+ Pro -+ Sm + Val + lle},

— 100 ul sur une boTte ¢ Lac » {milieu minimum lactosé + Thr + Pro + Leu + Sm + Val + Ile).

— Noter sur les boftes les temps de prélévements réels, Metire & {"étuve 4.37°,

Hfr F— 0,5 mi
4 x 10% b/ml 3
4 x 10% b/mi T
' ' - W’
0.2l 0,8 ml
\ / 37°c
agitation
10 min 37°C
sans agitation
25 ml B.N,
100“/ B \
& ;,// J XJ \\\-s )
t=0 B 10 16 20 25 30 AQ 60 min

1 L] L] ' ] ' T |
‘ ' 1 ‘ t I 1 f

ZmlB.N,

VORTEX 1min T A A RR— -
LEU PRO THR LAC
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DEUXIEME JOUR {Durée : 4 h)
ETUDE DE LA CONJUGAISON CHEZ ESCHERICHIA COLE {suita)
Réaliser la comptage des colonias sur toutes |es baites,

Présenter sous forme de tableaux les résuliats obtenus. Tracer pour chaque marqueur la courbe repré-
sentant la variation du nombre de recombinants par ml de milieu réactionnel en fonction du temps,

Conclusions.

Expliquer la composition des milieux de sélection,

. REALISATION D'UN REACTEUR ENZYMAT!QUE DISCONTINU (BATCH} A INVERTASE

(40 points}

La g—D—Fructofuranoside fructohydrolase (EC 3.2,1,26, invertase, saccharase} est une enzyme qul peut
&tre, entra autres, extraite de la levure. Elle hydrolyse le saccharose selon la réaction :

Saccharose + eau —+  D-glucose + D—fructose

En fin de réaction, le D—fructose est un inhibiteur compétitif et le D—glucose un inhibiteur partiellement
compétitif,

Les produits de la réaction, réducteurs, sont dosés par colorimétrie : le 3,6 dinitrosalicylate jaune est
réduit en milieu alcalin & chaud en un composé rouge. L'absorbance est fue & §30 nm, On étalonne le
spectrophotométre utitisé par une sclution éguimoléculaire de glucose et fructose de concentration
connue.

Dans cette manipulation, on réalise un réacteur enzymatique discontinu & enzyme soluble et on suit
Vapparition du produit en fongtien du temps & une température précisée en début de manipulation,
1. Conditions expérimentalas de réalisation du bioréacteur

Introduire dans un bécher de 260 ml :
aml de solution enzymatique {le volume o sera précisé en début de manipufation),
90 — amli de tampon acétate 0,1 M pH 4,5,

i
Décleneher la réaction (temps 0) par ajout de 10 ml de sotution de saccharose 1,2 M dans [e tampon
acétata,

Mettre immédiatement 3 ml de milieu réactionnal dans un tube & essal contenant 2 ml de 3-5 DNS :
¢'est le premier prélévement,

Renouveler |es prélévements toutes les 10 minutes durant 80 minutes.

Remarque ; || n'est pas nécessaire que les prélévements soient effectués exactement toutes les
10 minutes; Il est néenmoins important de repérer soigneusement le moment du préfe-
vement.

2. Dosage des produits formés : Mode opératoire

Préparer une série da tubes & essais contenant 2 ml de 35 DNS : ces tubes serviront & recueillir les
divers prélévements {le 3-5 DNS arréte la réaction).

Le volume de chague prélévemert est & adapter & la quantité de sucres réducteurs présents. || sera
indiqué au début de la manipulation,

Prise d’essai YV ml
{entre 3 ml et 30 pi)
introduite dans 2 ml de 3-6 DNS
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Eau

distillée 3-Vml

Agiter.

Porter Smin au bain-marie bouillant.

Refroidir. Ajouter 16 ml d'eau distillée.

Lire au spectrophotomatre & 530 nm.

Etal

onnage du spectrophotométre

Dans un tube & essai, introduire :

I

1,25 ml da solution de glucose 8,006 M et fruetose 0,006 M,

0,75 ml d'eau distillée,

1 ml de tampon acétate 0, M, pH 4,5,
2 ml de 3-6 DNS.

Agitar,

Parter 5 min au bain-marie bouillant.

Refraidir. Ajouter 15 ml d’eau distillée.

Lire au spectrophotométre # 530 nm contre un témain,

Compte-rendu

4.1.

4.2,

43,

44,

Tableau des résultats axp&rimentaux {voir document)

Compléter Je tableau avec les diverses valeurs expérimentales :
— tamps exacts de préladvement,

— volume V de préldvement,

— valeur d‘absorbance.

Calguls

— Calcvler la quantité de produit formé en fonction du temps,

— Calculer la quantité de saccharose présent dans le réacteur an fonction du temps.
Ces calculs seront justifiés,

Compléter & |‘aide de ces valeurs le tableau de résultats.

Tracé des graphes

Sur une méme feuille de papier miltimétré, tracer les courbes représentant les variations des
concentrations de produit (P} et de substrat (S), en fonction du temps :

(P) = fltemps) et {S) = f'{temps).

Modélisation

On peut modéliser le comportement du réacteur en cherchant unae exprassion mathématique
permettant de calculer la concentration du substrat en fonction du temps.

Le modéle sera dautant meilleur que les valeurs calculées seront plus proches de fa courbe
axpérimentale (8} = f'{temps).

Le modéle est abtenu :

— an effectuant un bilan substrat au niveau du réacteur supposé parfaitement métangé,

— en admettant une loi eindtique de disparition du substrat,

— en Intégrant Fexpression obtenue parrapport autemps.

Le modéle obtenu en admettant que la disparition du substrat s’effectue sefon la relation de
Michaelis conduit, lors de la représentation graphique, & une courba passant systématiquement
au-dessous de la courbe expérimentale,

— Interpréter ce comporternent.

— Comment améliorer ce modédle ?
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— Document —

REALISATION D'UN REACTEUR ENZYMATIQUE
DISCONTINU (BATCH) A INVERTASE

M

Prérom: = TABLEAU DE RESULTATS

NG

—

Temps v A smol sacch, sacch, {S)
{min) () {530 nm}) hyd. (100 ml)—1 hyd, M M
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