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BREVET DE TECHNICIEN SUPERIEUR AGRICOLE
EPREUVE E2 DU DEUXIEME GROUPE
SCIENCES ET TECHNIQUES DE LA MATIERE
Option : ANABIOTEC

Durée : 3 heures

Matériel(s) et document(s) autorisé(s) : Calculatrice, papier millimétré

Rappel : Au cours de I'épreuve, la calculatrice est autorisée pour réaliser des opérations de calcul, ou bien élaborer
une programmation, a partir des données fournies par le sujet.
Tout autre usage est interdit.

Les candidats traiteront chaque partie sur des feuilles séparées

Le sujet comporte 7 pages
PRENMIERE PARTIE :.....ooooimiieeeeeeeeee oot n et e ee et neeee e 20 points
DEUXIEME PARTIE ..ot n e en e e et nesee e 20 points

Les annexes A - B et C sont a rendre avec la copie

SUJET

Le blanc d’ceuf contient diverses protéines dont le lysozyme.
On souhaite extraire puis purifier cette protéine par chromatographie ionique. Elle sera ensuite dosée par
spectrophotométrie d’absorption moléculaire. La derniére étape consistera a vérifier sa pureté.

I. PREMIERE PARTIE :

1. LES PROTEINES. (5 points)

1.1. Une protéine est un enchainement d’acides aminés. Donner le groupement fonctionnel de la
liaison qui les relie et la nommer.

1.2. Nommer les différentes structures des protéines.
1.3.Décrire les caractéristiques de chacune de ces structures.
1.4. Pour hydrolyser cette liaison, il est nécessaire de chauffer les protéines a 110°C pendant 24 heures en

présence d’acide chlorhydrique de concentration 10 mol.L". Expliquer la différence entre une
hydrolyse et une dénaturation.
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2. ETUDE DE LA MOLECULE D’ALANINE. (15 points)
L’extraction est réalisée en diluant le blanc d’ceuf dans un tampon alanine a pH = 10.

2. 1. L’alanine a pour formule semi-développée :

CH;— CH — COOH

|
NH,

2.1.1. Reproduire cette molécule en entourant les groupements fonctionnels et les nommer. Repérer le
carbone asymetrique.

2.1.2. Donner le nom de 'alanine en nomenclature systématique.

2.1.3. Dessiner, en représentation de CRAM, les stéréoisoméres de I'alanine. Donner la configuration
absolue pour chacun d’entre eux.

2.1.4. Indiquer le type d’'isomérie qui existe entre ces deux stéréoisomeéres.
2.1.5. Donner la représentation de Fischer de la L-alanine.

2.2. L’alanine est un acide aminé essentiel. Définir ce terme.

2.3. La molécule d’alanine est constituée d’atomes d’hydrogéne, carbone, azote et oxygéne.
2.3.1. Donner la configuration électronique de ces atomes.
2.3.2. Représenter les cases quantiques de la couche de valence de ces quatre atomes.

2.3.3. Donner le type d’hybridation, dans la molécule d’alanine, pour les atomes de carbone, azote et
oxygene.

2.3.4. Préciser le type de liaisons formées par le recouvrement des orbitales hybrides dans la double
liaison carbonyle C = O.

Données : Numéros atomiques : Z(H)=1;Z(C)=6;Z(N)=7;Z2(0)=8

2.4. Le blanc d’ceuf est dilué dans un tampon alanine de pH = 10.
2.4.1. Donner la définition d’'une solution tampon.
2.4.2. Donner, sur un diagramme de prédominance, les formes majoritaires de I'alanine en fonction du pH.
2.4.3. Indiquer la forme majoritaire de I'alanine dans la solution tampon a pH = 10.
2.4.4. En déduire les deux formes acido-basiques conjuguées de l'alanine nécessaires pour fabriquer
ce tampon.

Données : Les pKa des deux couples acido-basiques associés a I'alanine sont : pKa;, = 2,3 ; pKa,=9,8
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Il. DEUXIEME PARTIE :
1. Purification du lysozyme par chromatographie ionique. (6 points)

L’extraction a été réalisée en diluant le blanc d’ceuf dans 200 mL de solution tampon alanine de pH = 10. La
solution obtenue est appelée solution A. Cette solution est ensuite filtrée sur gaze.

Afin de purifier le lysozyme, on réalise une chromatographie ionique sur une résine carboxyméthyl-cellulose
apH=10.

Le pKa du couple acido-basique Res -COOH/Res -COQ" de la résine carboxyméthyl-cellulose est de 4,2.

1.1. Donner la nature anionique ou cationique de cette résine et préciser s’il s’agit d’'une résine forte
ou faible.

1.2. Le lysozyme a un pH; de 11. Définir le pH; et donner la charge du lysozyme dans la
solution tampon.

1.3. Donner le principe d’'une chromatographie d’échange d’ions.
1.4. Ecrire la réaction d’échange d’ions entre le lysozyme et la résine.

On dépose la solution A obtenue précédemment au sommet de la colonne. La chromatographie se déroule
en deux étapes :

- Premiére étape : La colonne est rincée avec du tampon a pH = 10 et des fractions de 2 mL sont
régulierement prélevées pour une mesure d’absorbance au spectrophotométre réglé a une
longueur d’'onde de 280 nm. Lorsque I'absorbance mesurée est voisine de 0, on mesure le volume
total Vg de I'ensemble des fractions prélevées. Celles-ci constituent la solution B. Le volume Vg
collecté est de 18 mL.

- Deuxiéme étape : Pour éluer le lysozyme de la résine, on utilise alors un tampon alanine de pH =
10, saturé en chlorure de sodium. De nouvelles fractions de 2 mL sont alors prélevées comme
précédemment pour une analyse au spectrophotométre réglé a une longueur d’'onde de 280 nm.
Elles constituent la solution C contenant le lysozyme purifié. Le volume V¢ collecté est de 18 mL.

Le profil d’élution obtenu est présenté sur la figure donnée en annexe A (a rendre avec la copie).

1.5. Légender et interpréter ce profil.

2. Dosage des solutions A, B et C par spectrophotométrie d’absorption moléculaire. (11 points)

Le dosage des protéines contenues respectivement dans les solutions A, B et C est réalisé par la méthode
de Lowry.

Pour réaliser ce dosage, il faut préparer a partir d’'une solution mére de Sérum Albumine Bovine (SAB) de
concentration 1,0 g.L”" une gamme étalon de solutions filles (voir annexe C a rendre avec la copie).

A chacune des solutions filles, on ajoute le réactif de Lowry puis le réactif de Folin-Ciocalteu. Une coloration

bleue se développe. On réalise alors une mesure de I'absorbance au spectrophotométre a une longueur
d’onde de 660 nm.
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2.1. Principe de la spectrophotométrie d’absorption moléculaire

2.1.1. Justifier le choix de la longueur d’onde utilisée dans la méthode de Lowry a I'aide du
spectre du document 1.

2.1.2. Présenter le principe d’'un dosage colorimétrique par absorption moléculaire.

2.1.3. Donner la loi de Beer-Lambert en précisant les unités et la signification des symboles.
Présenter également les conditions de validité de cette loi.

2.1.4. Le schéma de principe d'un spectrophotométre est donné en annexe B (a rendre avec
la copie). Compléter la Iégende de ce schéma et indiquer le réle de chaque élément de

'appareil.
2.2. Réalisation de la gamme étalon

2.2.1. Compléter les 2 lignes du tableau de 'annexe C (a rendre avec la copie) : volume de la
solution meére et volume d’eau. Détailler le calcul pour le tube 1.

2.2.2. Calculer la concentration en protéine de chaque solution fille avant ajout des réactifs et
noter les valeurs dans le tableau de 'annexe C.

2.2.3. A l'aide des valeurs d’absorbance données dans I'annexe C, tracer la courbe A = f(C).

2.3. Exploitation des résultats

Les valeurs d’absorbance mesurées pour les solutions A, B et C sont respectivement :
Solution A diluée au 1/50°™: A= 0,18 ;
Solution B : A=0,05;
Solution C diluée au 1/10°™: A = 0,10.

2.3.1. Déterminer la concentration en protéine des solutions A, B et C.

2.3.2. En déduire la masse de protéines présente dans la solution A sachant que le volume

Va =200 mL.
2.3.3. En déduire la masse de lysozyme extrait dans la solution C sachant que le volume
Ve =18 mL.

3. Vérification de la pureté du lysozyme par électrophorése. (3 points)

Pour vérifier I'efficacité de la purification, on décide de préparer un gel d’électrophorése sur support
acrylamide/bisacrylamide en présence de Sodium Dodécyl Sulfate (SDS) utilisé a chacune des étapes de la
purification (solution A, B puis C).

3.1.Donner le principe de I'électrophorése sur gel de polyacrylamide en présence de SDS.

3.2.Commenter le profil obtenu (document 2).
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MINISTERE DE L’AGRICULTURE

M. EX EXAMEN :

Nom : Spécialité ou Option :
(EN MAJUSCULES) ]

Prénoms : EPREUVE :

Date de naissance : 19 Centre d’épreuve :

Date :

N° ne rien inscrire

ANNEXE A - B (a compléter et a rendre avec la copie)

ANNEXE A

N° ne rien inscrire
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Absorbance (280 nm)

=

0,05

0 1 2 3 4 g B 7 g 9 10

ANNEXE B

Profil d'élution

Numéro de fractions

1 12 13 14
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MINISTERE DE L’AGRICULTURE

M. EX EXAMEN :
Nom : Spécialité ou Option :
(EN MAJUSCULES) .
Prénoms : EPREUVE :
Date de naissance : 19 Centre d’épreuve :
Date :

N° ne rien inscrire

ANNEXE C (a compléter et a rendre avec la copie)

N° ne rien inscrire

TUBE 0 1 2 3 4 5
Volume de solution mére & 1g.L”
(en L)
Masse en g de SAB 0 50 100 150 200 250
Volume d’eau en mL
(asp 1mL)
Réactif de Lowry (mL) 5 5 5 5 5 5
Agiter et attendre 10 min
Réactif de Folin-Ciocalteu (mL) 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
Agiter aprés chaque addition de réactif et attendre
30 minutes a 'obscurité
Absorbance 0 0,05 0,08 0,12 0,15 0,2
Concentration des solutions filles
(en mg.L™)
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ME X

NOM :
(EN MAJUSCULES)

Prénoms :

Date de naissance :

N° du sujet choisi (1)
ou repere de |'épreuve

MINISTERE DE L'AGRICULTURE

EXAMEN

Spécialité ou Option :

EPREUVE :

Centre d’épreuve :

Date :

N° ne rien inscrire

N° ne rien inscrire




