Biotechnologies cours AS

Première 2011-2012
Devoir n°5 : ETUDE DES BIOMOLECULES AU LABORATOIRE 

ET IDENTIFICATION BACTERIENNE

1 - Connaissances (13 points)
1.1 Les molécules peuvent être séparées en utilisant les techniques de chromatographies.


1.1.1 (2 points) Quel est le principe général d’une chromatographie ?


1.1.2 (1 point) Quelle sera le critère utilisé pour la séparation lors d’une chromatographie par gel filtration ?


1.1.3 (1 point) Quel sera le critère utilisé pour la séparation lors d’une chromatographie par échange d’ions ?
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1.2 On utilise une chromatographie échange d’ion afin de permettre la séparation entre deux acides aminés : l’arginine et l’acide aspartique. (Les formules sont données ci-dessous) la 1ere phase mobile aura un pH de 7,2 alors que la 2eme phase mobile aura un pH de 12


1.2.1 (2 points) Pour chaque acide aminé écrire les formes pour un pH de 7.2 et pour un pH de 12.


1.2.2 (1 point) Quelle devra être le type de charge portée par la résine afin de retenir un acide aminé pour un pH de 7.2 et le libérer pour un pH de 12 ?

1.3 Une électrophorèse effectuée sur du sérum humain a été effectué pour deux sujets. On obtient les résultats suivants :
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	Protéinogramme :
	Valeurs physiologiques
	Zone de pHi

	Protéines totales
	55,0 à 80,0 g.dm-3
	

	Albumine
	35 à 55 g.dm-3
	4,5

	α1 globulines
	2 à 4 g.dm-3
	4,8

	α2  globulines
	5 à 9 g.dm-3
	5,0

	β globulines
	6 à 11 g.dm-3
	5,3 à 5,9

	γ globulines
	7 à 17 g.dm-3
	6,3 à 7,3


1.3.1 (1.5 points) Le tampon utilisé a un pH de 8.4 à partir des informations du tableau et des profils identifier chaque groupe de protéine pour le protéinogramme A.

1.3.2 (1,5 points) Comparer les deux protéinogrammes et indiquer quelles sont les points communs et les différences.

1.3.3 Des analyses sont aussi réalisées au laboratoire de microbiologie à partir du sang des patients A et B, on obtient les résultats suivants :
	
	Milieu TS
	Milieu Chapman
	Milieu Drigalski

	Sujet A
	-
	-
	-

	Sujet B
	+
	+
	-


La composition des milieux utilisés est notée ci-dessous :

Milieu TS : peptones 20 g/L-chlorure de sodium 5g/L

Milieu Chapman : peptones 10g/L – extrait de viande 1g/L- chlorure de sodium 75g/L- mannitol 10g/L rouge de phénol 0.025g/L.

Milieu Drigalski : peptones 15g/L- extrait de levure 3g/L- extrait de viande 3g/L- lactose 15g/L- desoxycholate de sodium 1g/L- cristal violet 0.0005g/L- bleu de bromothymol 0.080g/L- thiosulfate de sodium1g/L 

(2 points) Analyser les résultats obtenus pour les deux patients.

1.3.4 (1 point) Quelles hypothèses peut-on faire en prenant en compte à la fois les résultats du protéinogramme et des cultures microbiologiques pour le sujet B.

2 - Etude de documents

Des élèves cherchent réaliser un dosage des nitrites par spectrophotométrie produit au cours d’une croissance bactérienne. Utiliser les documents de l’annexe afin de répondre aux questions suivantes vous préciserez les références des documents utilisés pour répondre aux questions.

2.1 (1 point) Déterminer quel milieu sera choisi pour réaliser la croissance et à partir duquel pourront se faire les manipulations.

2.2 (1 point) Sur quelles propriétés se sont basés les élèves pour réaliser ce dosage ?

2.3 (0,5 point) Déterminer la souche bactérienne du souchier que les élèves ont-ils choisi pour faire la croissance ?

2.4 (0,5 points) Quelle sera la longueur d’onde choisie pour faire le dosage ?

2.5 (0,5 point) Quelle solution parmi celle proposées ci-dessous sera utilisée pour réaliser la gamme d’étalonnage ?

a) solution de nitrate de sodium à 1g/L

b) solution de nitrite de sodium à 1g/L

c) solution de nitrate de sodium à 10g/L

d) solution de nitrite de sodium à 10g/L

2.5 Les résultats suivants ont été obtenus par les élèves :

	Tubes
	0
	G1
	G2
	G3
	G4
	Test temps 0
	Test temps 18h

	Absorbance
	0
	0.131
	0.252
	0.499
	0.750
	0
	0.372


G1 : dilution au 1/8 - G2 : dilution au 1/4 - G3 : dilution au ½- G4 solution non diluée

2.5.1 (1 point) Comment est effectué le tube 0 et comment se nomme ce test ?

2.5.2 (1,5 points) Réaliser la courbe d’étalonnage, déterminer quelle partie de courbe sera utilisable pour le dosage.

2.5.3 (1 point) Déterminer graphiquement la valeur de la concentration pour le test effectué temps de 18h – Calculer le pourcentage de nitrate transformé.
Document 1 : Composition de milieux

	Mannitol mobilité nitrate
	Bouillon nitraté
	Bouillon nitrité

	Hydrolysat tryptique de caséine 10 g

Mannitol 7,5 g

Rouge de phénol 0.4 mg

Nitrate de potassium 1 g

Agar 3.5 g

Eau 1L


	Infusion cœur cervelle 25 g

Nitrate de sodium 10 g

Eau 1L
	Infusion cœur cervelle 25 g

Nitrite de sodium 10 g

Eau 1L


Document 2 : Equation simplifiée de réduction des nitrates et nitrites
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NO3- + 2 H+ 


 NO2- + H2O   (Les nitrites formés peuvent ensuite être transformés en N2 )                  

Nitrate réductase bacterienne
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Dans le cas ol un Contréle de Qualité Complet est exigé pour cette galerie, les cing souches suivantes devront étre
testées pour vérifier les réactions positives et négatives de la plupart des tests de la galerie APl 20 E.

1. Proteus mirabilis ATCC 35659 4. Escherichia coli ATCC 25922
2. Stenotrophomonas maltophilia ATCC 51331 5. Klebsiella pneumoniae ssp pneumoniae ATCC 35657
3. Enterobacter cloacae ATCC 13047

ATCC : American Type Culture Collection, 10801 University Boulevard, Manassas, VA 20110-2209, USA.
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* Le stade N2 (+) peut étre observé pour les souches ATCC 13047, ATCC 25922 et ATCC 35657.

« Profil obtenu aprés 24-48 H d'incubation pour la souche ATCC 51331, & partir de colonies cultivées sur gélose Trypcase Soja + sang.
« Profils obtenus aprés 18-24 H dincubation pour les autres souches, & partir de colonies cultivées sur gélose Trypcase Soja + sang

« Suspension bactérienne préparée en APl NaCl 0,85 % Medium

Il est de la responsabilité de I'utilisateur de s'assurer que le contréle de qualité est mis en oeuvre conformément a la
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rt %
12 Fiotmail (1) - clair B Windows LveM... | E devoirn’sSTLLd... | FR + o @ all





[image: image7.png]B C

D

0,087] 0,108

0,021

0,017

0,085 0,102
0,085 0,100

0,015

0,084 0,008

0,014

0,083 0,098

0,015

0,083] 0,099]

0,016

0,082 0,102

0,020

0,081] 0,107

0,026

0,082

0,114

0,032

0,082

0,122

0,040

0,082

0,131

0,049

0,083

0,145

0,062

0,084

0,160

0,076

0,087

0,179

0,092

0,087

0,199

0,112

0,091

0,227

0,136

0,095

0,258

0,163

0,099

0,294

0,195

0,104

0,334

0,230

495

0,109

0,377

0,268

0,111

0419

0,308

505

| o116

0,462

0,346

510

| 0126

0,510

0,384

515

| 0130

0,551

0,421

520

0,134

0,590

0,456

0,132

0,618

0,486

530

| 0136

0,642

0,506

535

0,138

0,657

0,519

0,138

0,661

0,523

0,137

0,655

0,518

550

0,134

0,640

0,506

555

|
| 0130

0,613

0,483

0,124

0,575

0,451

| o116

0,523

0,407

570

0,107

0,458

0,351

575

0,097

0,390

0,293

0,087

0319

0,232

0,077

0,255

0,178

| 0,065

0,197

0,132

595

0,060

0,151

0,091

0,057

0,113

0,056

605

0,054

0,086

0,032

610

0,051

0,070

0,019

615|

0,048

0,058

0,010

0,046

0,051

0,005

625

0,045

0,047

0,002

630

0,044

0,044

0,000

635

0,043

0,042

-0,001

0,042

0,041

0,001

645

| 0012

0,040

-0,002

650] 0,039

0,038

-0,001

655

0,039

0,037

-0,002

0,039

0,037

-0,002

665

0,038

0,036

-0,002

670

0,037

0,035

-0,002

675

0,037

0,035

-0,002

0,035

0,033 0,002

0,035

0,033] -0,002

690

0,034

0,032] -0,002

695

0,034

0,033] 0,001

700

0,034

0,032| -0,002

SPECTRE D'ABSORPTION DU CHROMOPHORE OBTENU AVEC LES IONS NITRITES A L'AIDE DU REACTIF

DE DIAZOTATION
Légende
colonne A longueur d'onde (en nm) 2 laquelle a été effectuée la mesure
colonne B absorbance du blanc réactif (zéro de l'appareil effectué sur l'air ) > courbe B
10 mL d'eau distillée + 0,2 mL de réactif colorimétrique
colonne C absorbance de la solution colorée (zéro de l'appareil effectué sur l'air )
10 mL de solution & 0.54 mg/L d'ions nitrite + 0,2 mL de réactif colorimétrique > courbe C
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Réaction avec le réactif de diazotation
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Eléments de corrigé
1.1.1 Séparation des molécules en fonction de leur migration dans un champ électrique

1.1.2 Un support électriquement neutre, des électrodes anode et cathode reliées à un générateur, du tampon de pH déterminé.

1.2.2 schématisation des ionisations en fonction des pKa

1.2.3 pour un tampon pH 7.2 asp -, arg +

Pour un tampon PH 12.5 asp –, arg –

Pour un tampon pH 2 asp + et arg +

Seul le tampon pH 7.2 est utilisable

1.3.1.1 apolaire : lactose/saccharose/glucose/fructose

1.3.1.2 dans le jus de fruit il y a du fructose et des traces de saccharose.

1.3.2.1 dans le dépôt 1 il y a deux tâches alors il y a deux acides aminés, l’hydrolyse est donc une réaction chimique permettant la dénaturation de liaison covalente (ici liaison peptidique) entre deux monomères.

1.3.2.2 pour le jus de fruit il n’y a pas de tâche donc pas d’acides aminés.

1.3.3 la 1ere chromatographie a montré la présence de deux sucres naturellement le sucre des fruits est le fructose, il devrait être seul le saccharose provient de la betterave il a donc été ajouté. Il n’y a pas d’acides aminés donc il n’y a pas eu ajout d’aspartame. Seule la mention sans édulcorant est validée l’autre est fausse car il a été ajouté du saccharose. 

2.1 la couleur de HL modifié est avant culture bleu car le pH est de 7 et le BBT est bleu, après culture les bactéries ayant produit de l’acide lactique le BBT prend sa teinte acide jaune.

2.2 Les élèves supposent que plus le glucose est consommé et plus il y a d’acide produit et plus l’intensité jaune du BBT est grande.

2.3 450 nm

2.4 solution de BBT à pH 4 car la forme acide est de 100%

2.5.1 graphique avec titre, identif des axes, on obtient une droite

2.5.2 c test = c tube de gamme =30 mg/L

On a donc ici 100% de BBT sous la forme acide or on ne peut donner la valeur du pH en utilisant le doc 4 car il n’y a plus de proportionnalité entre la quantité de forme acide et le pH.

2.5.3 Cette méthode utilisée ne peut être utilisée en quantitatif mais uniquement en qualitatif.
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