	Classe : Première STL 
	Enseignement : Physique Chimie CBSV


	THÈME du programme :

Thème 1. – Les systèmes vivants présentent une organisation particulière de la matière 
	Sous-thème : 

1.5. Les molécules des organismes vivants présentent des structures et des propriétés spécifiques


Structure tridimensionnelle d'une protÉine et conditions physico-chimiques

Type de ressource : activité expérimentale (fiche élève et fiche professeur)
Conditions de mise en œuvre (durée, matériel, …) : 
TP de 2h. En binôme.

Matériel : 

· tubes à essais

· droppers
· plateau de coloration

· solution de glucose-1-phosphate 

· filtrat de pomme de terre nommé "solution contenant l'enzyme"

· eau iodée.

· Solution d’hydroxyde de sodium à pH = 13, solution d’acide chlorhydrique à pH = 1

· bain marie

· bec électrique + cristallisoir

· thermomètre

· chronomètre

Extrait du BOEN 
	Notions et contenus 
	Capacités exigibles

	La séquence d’acides aminés, à l’origine de la structure primaire, conditionne le repliement des protéines dans l’espace.

Le repliement dans l’espace constitue la structure tridimensionnelle ou structure native de la protéine.

Ce repliement est stabilisé par des interactions non covalentes (électrostatiques, hydrogène) et des ponts disulfure qui conditionnent les structures secondaires, tertiaire et quaternaire.

Les structures tridimensionnelles des protéines permettent la reconnaissance spécifique protéine-ligand : enzyme-substrat, antigène-anticorps, récepteur-hormone.
	– mettre en évidence le rôle des conditions physico-chimiques dans le maintien du repliement des protéines (pH, température, force ionique) ;

– mettre en évidence la spécificité et l’affinité dans l’interaction protéine-ligand.


Compétences transversales 
Extraire l’information pertinente des documents 

Identifier un problème / Formuler une question

Proposer un protocole expérimental 

Exploiter les résultats de l’expérience en vue de valider une information.

Autonomie : s’impliquer dans un travail d’équipe et gérer son temps.

Résumé du contenu de la ressource : 

Les élèves doivent réaliser des expériences et exploiter des documents afin de répondre à la problématique : "Une protéine, l’enzyme amidon-synthétase, peut-elle jouer son rôle quelles que soient les conditions physico-chimiques (température, pH) ? "

 Mots clés de recherche : protéine, reconnaissance spécifique protéine-ligand, conditions physico-chimiques, repliement des protéines 
 Académie où a été produite la ressource : académie de NANTES
	Activité (TP) : 

Structure tridimensionnelle d'une protéine et conditions physico-chimiques


Une plante de pomme de terre synthétise du glucose lors de la photosynthèse. Ces molécules de glucose sont acheminées jusqu'aux tubercules dans la sève où elles sont transformées en amidon par polymérisation. Cette réaction, très lente, est accélérée par une enzyme, l’amidon-synthétase.

Problématique : 
L'amidon-synthétase peut-elle jouer son rôle quelles que soient les conditions physico-chimiques (température, pH) ?

	Document 1 : des acides aminés aux protéines

Une enzyme est une protéine, c'est à dire un polymère formé par l'union d'acides alpha-aminés : "Si la protéine est un train, l'acide aminé en est le wagon"…

Il existe 20 acides alpha-aminés naturels qui ont tous la même formule générique (fig 1) : seul le radical "R" varie d'un acide aminé à l'autre.
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Ces radicaux ont des propriétés chimiques différentes : certains sont hydrophobes, d'autres hydrophiles, certains s'ionisent négativement et d'autres positivement… Il en résulte qu'il existe des interactions entre les différents radicaux de la chaîne d'acides aminés (interaction électrostatique, liaison hydrogène, interaction hydrophobe, interaction hydrophile,…). Sous l'effet de toutes ces forces, la chaîne d'acides aminés se replie sur elle-même, pour adopter une structure tridimensionnelle précise. Ce sont ces mêmes forces qui maintiennent la géométrie spatiale de la molécule.

D’après : http://www.cegep-ste-foy.qc.ca/profs/gbourbonnais/pascal/fya/chimcell/


	Document 2 : lien entre rôle et forme de la protéine

Les protéines ont des rôles divers dans l'organisme : enzyme, hormone, récepteur, anticorps, antigène…

Dans tous ces exemples, la forme de la protéine a une importance cruciale. Par exemple, une enzyme est une molécule qui accélère spécifiquement une réaction et pas une autre. Cette spécificité provient du fait que le substrat et l'enzyme ont des formes complémentaires :
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	Document 3 : dénaturation des protéines

La forme d’une protéine dépend des interactions entre les radicaux des acides aminés.  Dans certaines conditions, ces liens peuvent se défaire. La protéine peut alors changer de forme et comme sa fonction biologique est intimement liée à sa forme, la protéine modifiée ne peut donc généralement plus assurer sa fonction. Elle est alors dite dénaturée. Les trois principaux facteurs pouvant provoquer la dénaturation d'une protéine sont la chaleur qui a pour effet briser les faibles liaisons hydrogène reliant les radicaux de la chaîne, le pH qui peut modifier les charges et donc les interactions électrostatiques, les milieux très concentrés en ions, …


	Document 4 : expérience : reproduire en tube à essais la réaction qui se produit dans le tubercule de pomme de terre.

· Dans deux tubes à essais, introduire 1 mL de solution de glucose-1-phosphate (forme sous laquelle le glucose arrive dans le tubercule de pomme de terre dans la nature).

· Ajouter 1 mL de solution contenant l'enzyme dans le 2ème tube. 
· Dans un plateau de coloration, prélever immédiatement quelques gouttes de solution dans chaque tube à essais et faire un test à l'eau iodée.

· Placer les tubes à essais dans un bain marie à 25°C pendant 8 minutes.

· Refaire un test à l'eau iodée.


Travail à faire : 

Vous devez vous organiser et gérer votre temps… Pendant les manipulations, il faut parfois attendre un certain temps pour que la réaction se fasse : il n'est pas normal alors de rester "sans rien faire" !

Lors de cette séance, vous êtes évalués notamment sur votre capacité à gérer ces temps d'attente.

1- NON EVALUÉE : réaliser l'expérience du document 4. Noter les résultats dans le tableau ci-dessous :

Résultats :

	tube
	Test eau iodée
	Formation d'amidon ?

	
	t=0
	tfinal
	

	(
	
	
	

	(
	
	
	


D'après les documents, pourquoi la réaction n'a-t-elle pas eu lieu dans le tube ( ? Quel est le rôle de l'enzyme dans le tube ( ?

2- Dans le cadre d'un projet, vous étudiez les protéines et notamment  les enzymes. Vous avez recueilli les documents 1, 2, 3 suite à vos recherches. Vous souhaitez illustrer par une manipulation le fait que la forme des protéines peut changer avec la température.

↔ Proposez un protocole.
 …. APPEL PROF….
↔ Réalisez le protocole.

…. En attendant, vous pouvez déjà faire une bonne partie du compte-rendu et la question 3 !
↔ Rédigez un court compte-rendu avec vos résultats et votre conclusion répondant à l'objectif de votre étude.

↔ À l'aide des documents, expliquez en quelques phrases pourquoi la température peut conduire à un changement de forme de l'enzyme.

3- Un autre groupe de la classe, travaillant aussi sur la forme des protéines, a proposé la manipulation suivante :

	Tube
	Glucose 1-P
	Température
	Conditions de pH
	Solution contenant l'enzyme

	T1
	1 ml
	Température ambiante
	pH = 1
	1 ml

	T2
	1 ml
	Température ambiante
	pH =7
	1 ml

	T3
	1 ml
	Température ambiante
	pH = 12
	1 ml


a) Quel est à votre avis l'objectif de leur étude ? Formulez par écrit la question.
…. APPEL PROF….
b) Réalisez la manipulation.

c) Rédigez un compte-rendu avec vos résultats et votre conclusion en répondant à l'objectif.

	CORRECTION

Structure tridimensionnelle d'une protéine et conditions physico-chimiques


1- NON EVALUÉE : réaliser l'expérience du document 4. Noter les résultats dans le tableau ci-dessous :

Résultats :

	tube
	Test eau iodée
	Formation d’amidon ?

	
	t=0
	tfinal
	

	(
	-
	-
	NON

	(
	-
	+
	OUI


D'après les documents, pourquoi la réaction n'a-t-elle pas eu lieu dans le tube ( ? Quel est le rôle de l'enzyme dans le tube ( ?

La synthèse de l'amidon est une réaction lente, elle n'a donc pas eu le temps de se faire dans le tube (. Dans le tube  ( , la réaction a eu lieu : l'enzyme a accéléré la réaction.

2- Dans le cadre d'un projet, vous étudiez les protéines et notamment  les enzymes. Vous avez recueilli les documents 1, 2, 3 suite à vos recherches. Vous souhaitez illustrer par une manipulation le fait que la forme des protéines peut changer avec la température.

↔ Proposez un protocole.
 …. APPEL PROF….
↔ Réalisez le protocole.

…. En attendant, vous pouvez déjà faire une bonne partie du compte-rendu et la question 3 !
↔ Rédigez un court compte-rendu avec vos résultats et votre conclusion répondant à l'objectif de votre étude.

↔ À l'aide des documents, expliquez en quelques phrases pourquoi la température peut conduire à un changement de forme de l'enzyme.

Exemple de compte-rendu :

Expérience 1 : influence de la température sur la forme de l'enzyme



La synthèse de l'amidon n'a pas lieu à 100°C alors qu'elle a lieu à température ambiante toute autre condition identique par ailleurs. 

Or on sait que l'enzyme ne peut catalyser la réaction de formation de l'amidon que si sa forme est adaptée au substrat (doc2).

Comme la réaction n'a pas lieu à haute température (100°C), on en déduit que la protéine n'a plus la forme requise pour accélérer la réaction : cette protéine a donc changé de forme lorsque la température a augmenté.

En effet, une température élevée rompt les liaisons hydrogène qui participent à maintenir la structure spatiale des protéines. La protéine change alors de forme et ne peut plus jouer son rôle.

3- Un autre groupe de la classe, travaillant aussi sur la forme des protéines, a proposé la manipulation suivante :

	Tube
	Glucose 1-P
	Température
	Conditions de pH (ajout d'acide ou de base)
	Solution contenant l'enzyme

	T1
	1 ml
	Température ambiante
	pH = 1
	1 ml

	T2
	1 ml
	Température ambiante
	pH =7
	1 ml

	T3
	1 ml
	Température ambiante
	pH = 12
	1 ml


a) Quel est à votre avis l'objectif de leur étude ?
…. APPEL PROF….
L'objectif de l’étude est de montrer l'influence du pH sur la forme d'une protéine (ici une enzyme).

Question : Le pH a-t-il une influence sur la forme de la protéine d'amidon-synthétase ? 
b) Réalisez la manipulation.

c) Rédigez un compte-rendu avec vos résultats et votre conclusion en répondant à l'objectif.

Exemple de compte-rendu :


Expérience 2 : influence du pH sur la forme de l'enzyme


On sait que l'enzyme ne peut catalyser la réaction de formation de l'amidon que si sa forme est adaptée au substrat.

Comme la réaction n'a pas lieu à  faible pH (pH=1) et à fort pH (pH=13), on en déduit que la protéine n'a plus la forme requise pour accélérer la réaction : elle a donc changé de forme lorsque le pH a changé.


Conclusion du TP :

 Une enzyme, qui est une protéine, peut voir sa forme changer lorsque les conditions physico-chimiques (température, pH) changent.

Nom prénom : …………

	Quest° 
	Compétence
	Indicateur
	Niveau

	2-
	S'approprier
	Extraire l'information pertinente des documents : 

- Une enzyme ne peut jouer son rôle de catalyseur que si elle a la forme adéquate.

- Les variations de conditions physico-chimiques peuvent induire des changements de forme de la protéine.
	

	
	Analyser
	Proposer un protocole expérimental :

Pour montrer que selon la température, l'amidon-synthétase n'a pas la même forme, on réalise l'expérience du document 4 à 25°C (déjà fait dans la question 1) et à 100°C.


	

	
	Réaliser
	Non évalué !
	

	
	Valider
	Exploiter les résultats de l'expérience en vu de valider une information.

À 25°C : 

 test à l'eau iodée ( (+) ( la synthèse d'amidon a eu lieu 

À 100°C : 

test à l'eau iodée ( (-) ( la synthèse d'amidon n'a pas eu lieu

Donc l'enzyme n'a pas joué son rôle (accélérer la réaction de synthèse de l'amidon), ce qui arrive lorsqu'elle change de forme.

La protéine a donc changé de forme.
	

	
	Autonomie
	S'impliquer dans un travail d'équipe

Gérer son temps : 

Ne pas rester sans rien faire pendant que les synthèses se font (préparer le compte rendu / réfléchir aux questions suivantes)
	

	

	3-
	S'approprier
	Identifier un problème / Formuler une question

Le pH a-t-il une influence sur la forme de l'enzyme Amidon-synthétase ?


	

	
	Réaliser/ 

Autonomie
	Reconnaître a solution acide et la solution basique.

Gérer son temps : 

Ne pas rester sans rien faire pendant que les synthèses se font (préparer le compte rendu / réfléchir aux questions suivantes)
	

	
	Valider
	Exploiter les résultats de l'expérience en vu de valider une information.

À pH=1 et pH = 13 :  test à l'eau iodée ( (-) ( la synthèse d'amidon n'a pas eu lieu

À pH neutre :   test à l'eau iodée ( (+) ( la synthèse d'amidon a eu lieu 

Donc, aux pH extrêmes, l'enzyme n'a pas joué son rôle (accélérer la réaction de synthèse de l'amidon), ce qui arrive lorsqu'elle change de forme.

La protéine a donc changé de forme.
	


Protocole à distribuer si les élèves n'arrivent pas à proposer un protocole satisfaisant :

Expérience 1 : Influence de la température

	Tube
	Glucose 1-P
	Conditions de T°
	Solution contenant l'enzyme

	T1
	1 ml
	Température ambiante
	1 ml

	T2
	1 ml
	100°C- bain-marie
	1 ml


Introduire quelques gouttes d'eau iodée au bout de 6 minutes.
…
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Complexe 


enzyme-substrat





Lors de la réaction de synthèse de l’amidon, le glucose s’insère dans un endroit particulier de l’amidon-synthétase appelé site actif : la géométrie du glucose et du site actif de l’enzyme sont complémentaires comme une clé et une serrure. Une fois le glucose fixé sur l’enzyme les interactions entre les deux espèces favorisent la réaction de polymérisation qui est très lente sinon.





Test à l'eau iodée : mise en évidence de l'amidon.





En présence d'amidon, l'eau iodée devient noire.





1mL de filtrat de pomme de terre + 1 mL de glucose-1-phosphate à 1%	





T = 25°C        	           T= 100°C





↔Test à l'eau iodée au bout de 6 min





Résultats :


tube�
Test eau iodée�
Formation d'amidon ?�
�
(�
+�
Oui �
�
(�
-�
Non�
�






(











(








1mL de filtrat de pomme de terre + 1 mL de glucose-1-phosphate à 1%	





Résultats :
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La synthèse de l'amidon n'a lieu ni à pH=1 ni à pH=13
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