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Les structures ainsi mises en évidence sont des amyloplastes.

Question IA2. L'amidon d’orge se compose a 25 % d’amylose et 75% d’amylopectine pour un
total de 63% de matiere séche.

Comparez, en une ou deux phrases succinctes, les molécules d’amylose et d’amylopectine.
Représentez la molécule d’amylopectine : 15 molécules de glucose devront étre dessinées, en
utilisant la représentation de Haworth. Cette représentation devra étre compléte pour au
moins 3 molécules de glucose (choisir judicieusement la position de ces molécules) ; une
version simplifiée (ne présentant pas toutes les fonction —OH) pourra étre utilisée pour les
autres molécules.

Réponse aux questions IA2 et IA3

Rares sont les candidats qui ont proposé une comparaison compléte et concise des deux
molécules. Trés rares sont ceux qui ont placé correctement les fleches correspondant a
I’action des différentes enzymes.

Amylose et amylopectine sont des homopolymeéres de glucoses.

L’amylose est linéaire avec des liaisons O-glycosidique o 1-4. L'amylopectine est ramifiée ; les
ramifications s’établissent par liaisons O-glycosidique a 1-6.

(Remarque : I’énoncé des questions IA3 et IA4 permettait de comprendre quelle molécule est
ramifiée ou non si le candidat avait un doute)

Les trois molécules complétes doivent étre au niveau de la ramification, cela permet de
montrer correctement les configurations des liaisons glycosidiques o 1-6 et a 1-4.
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Sucres présents aprés digestion enzymatique :
Dextrines (plusieurs réponses acceptées en fonction du nombre de glucoses représentés, 3
glucoses minimum et une ramification sont exigés dans la représentation)
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La présentation de trois d’entre eux permettait d’avoir la totalité des points ; les témoins de
la chromatographie pouvaient donner une piste sur la réponse.

Question IA3. |l existe 4 principales enzymes dégradant I’'amidon, I'a-amylase, la B-amylase,
la limite dextrinase et I’a-glucosidase. L‘a-glucosidase, tres thermolabile, intervient peu et son
action sera négligée. L'a-amylase est une enzyme qui apparait au 3°™ ou 4®™¢ jour de
germination et peut hydrolyser toute liaison a I’exception de celles situées au niveau d’un
point de ramification. La B-amylase, formée principalement a partir du 2°™ jour de
germination, s’attache a une extrémité non réductrice de la molécule et hydrolyse la seconde
liaison glycosidique en partant de I’extrémité. La dextrinase limite, qui apparait au 5°™¢ jour
de germination, agit au méme moment que la B-amylase lors du brassage, et hydrolyse les
liaisons permettant la ramification de la molécule.

Sur la molécule représentée ci-avant, placez des fleéches indiquant les liaisons pouvant étre
hydrolysées par chacune des enzymes (fleches de couleur rouge pour I’a-amylase, de couleur
bleue pour la B-amylase et de couleur verte pour la dextrinase limite).

Indiquez I'ensemble des glucides susceptibles d’étre présents a la fin du maltage (nom et
représentation de Haworth compléte).

Question IA4. Expliquez pourquoi les températures des second et troisieme temps
d’empatage sont aussi précises.
Expliquez pourquoi la température de 78°C permet de stopper les réactions enzymatiques.

Réponse a la question 1A4

Si dans I’ensemble la question a été comprise, trés peu de candidats ont donné une réponse
complete

Les enzymes sont des biocatalyseurs protéiques. Elles présentent une température optimale
de fonctionnement. Cette température peut étre spécifique a chaque enzyme car elle dépend
des radicaux des acides aminés constitutifs de la protéine.

Une température de 78°C, élevée, est susceptible de dénaturer les protéines en rompant les
liaisons faibles présentes au sein des protéines. La dénaturation, ou perte de la conformation




ou structure tridimensionnelle, provoque une perte de fonction de la protéine, ici un arrét de
I"activité catalytique des enzymes.

Question IA5. Une étude a cherché a vérifier la pertinence des températures choisies pour
I’empatage en déterminant I'activité des enzymes, a.-amylase et B-amylase, en fonction de la
température.

Les résultats établis sur un malt préparé industriellement sont présentés dans la figure ci-
dessous. L’activité est définie comme la quantité d’extrémités réductrices produites par unité
de temps et de matiére séche (mmol.mint.g?).
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Discutez ces résultats au regard des différentes températures utilisées pendant la phase
d’empatage. ldentifiez d’autres parametres que ceux présentés ci-dessus susceptibles
d’orienter le choix des températures.

Réponse a la question IA5

L’analyse du document a souvent été négligée. L'orientation de I’analyse était imposée par le
fil directeur du sujet. Beaucoup de candidats n’ont donc pas dégagé I’essentiel.
Augmentation de I’activité enzymatique jusqu’a atteindre une température optimale (suit |a
loi d’Arrhenius).

Température optimale respectivement de 50 et 60 °C donc inférieures a celles utilisées dans
le protocole.

Inactivation confirmée a 78°C.

La température peut aussi avoir un effet sur l'accessibilité du substrat (notamment
gélatinisation de I'amidon, terme non attendu).

Question IA6. Une comparaison de deux formes alléliques, Sd1 et Sd2L, de la B-amylase a été
menée sur des grains d’orge m(rs ou germés. Une analyse des extraits protéiques a été
effectuée au préalable.

A B

kDa 1 2 2 A 1 2 2 A2




A : SDS-PAGE coloré au bleu de Coomassie d’extraits protéiques de grains d’orge Sd1 mr (1)
ou germé (2) et de grains d’orge Sd2L m{r (3) ou germé (4).

B: immunoblot (western blot) avec anticorps anti-B-amylase, détecté par un anticorps
secondaire couplé a la peroxydase de Raifort.

Expliquez pourquoi de nombreuses bandes sont visibles en A alors que peu de bandes sont
visibles en B.

Analysez et interprétez 'immunoblot B.

Réponse a la question I1A6
La plupart du temps, la réponse était correcte mais les mots clés n’étaient pas toujours en
appui de I'explication. Notamment, le terme de spécificité était souvent manquant.

Bleu de Coomassie colorant spécifique des protéines : toutes les protéines de |’extrait sont
colorées

Anticorps spécifique de I'amylase : seule 'amylase est détectée

Les deux formes ont méme poids moléculaire. L'une semble étre présente en plus grande
guantité (Sd1)

2 bandes dans le grain d’orge germé, 1 seule dans le grain : clivage de I'enzyme lors de la
germination ?

Question IA7. Une comparaison des parameétres cinétiques a été menée sur ces deux formes
alléliques, en utilisant des substrats présentant différents degrés de polymérisation (dp) :
amidon (starch) (dp 740), amylose EX-Ill (dp 100) ; amylose EX-I (dp 18).

B-amylase
Sd1 Sd2L
‘ Substrat Grain mdr ‘ Grain germé Grain mr ‘ Grain germé




Km (LM) Amidon 20 4 20 15
Amylose EX-III 93 101 104 95

Amylose EX-I 184 195 190 179

Vmax (U/mg) Amidon 642 661 648 655
Amylose EX-III 383 398 392 408

Amylose EX-I 370 381 384 376

Analysez et interprétez les résultats présentés dans le tableau ci-dessus.

Réponse a la question IA7

Km et Vm étaient a définir. Km a souvent été mal définie. La encore, I’analyse a souvent été
peu efficace. Transformer le tableau en texte n’était pas pertinent. Il fallait dégager les
différences les plus nettes (puisqu’aucun écart-type n’avait été donné). De plus, une
comparaison était clairement suggérée avec la formulation de la question.

Aucun effet de la germination sur les substrats autres que « amidon »

Pour « amidon » diminution de Km mais pas de Vmax donc augmentation de I'affinité de
I’enzyme pour son substrat ce qui augmente son efficacité. Effet plus marqué pour Sd1.

Le clivage de I'’enzyme active I’'enzyme.

Question IA8. L'activité de la -amylase a été étudiée sur différents substrats (indiqués en
haut a gauche de chaque graphe, la valeur s en abscisse correspond a la concentration de ce
substrat), en présence de différentes concentrations de maltose :

0(A), Il0mM (O), 50 mm (@), 100 mm ([J), and 200 mm (W)

Analysez et interprétez les résultats présentés page 13. La rédaction de la réponse doit étre
concise.




Sd1 Sd2L

Starch (dp 740) Starch (dp 740)

1

Amylose (dp 100) Amylose (dp 100)

Uv

Amylose (dp 18) Amylose (dp 18)

1

20

Vs (mm™h) Vs (mm™Y)

Réponse a la question IA8

La concision était clairement exigée. Certains candidats n’ont pas traité cette question alors
que ce type de résultats est classique. D’autres ont oublié que c’est une présentation en
double inverse : si la pente augmente, alors la vitesse diminue. Trés peu sont arrivés a la
conclusion que le maltose est un inhibiteur compétitif de I’'enzyme.

Quel que soit le graphe :

- Droites = enzyme michaelienne

- La pente augmente quand la concentration en maltose augmente donc la vitesse diminue
guand la concentration en maltose augmente : le maltose est un inhibiteur

- Vmax inchangé, si on prolonge les droites on obtient -1/Km qui augmente : inhibiteur
compétitif

- L'effet inhibiteur est moins marqué pour amylose 740 Sd1




Question IA9. Expliquez en quoi cette étude sur ces deux formes alléliques a une importance
sur la maitrise du processus de fabrication de la biére.

Réponse a la question IA9

La réussite a cette question dépendait de la capacité a traiter les précédentes. Quelques
candidats ont su mener le raisonnement jusqu’a son terme.

Le maltose est un produit de la digestion de I'amidon. Il est préférable de choisir une forme
allélique moins sensible au maltose et de forte efficacité enzymatique.

La forme allélique Sd1 est plus intéressante

Ce type d’étude permet d’orienter la sélection des malts utilisés dans le processus de
fabrication de la biere.

IB. Etude de la digestion des glucides du malt par les levures

Question IB1. Citez quelles sont, en général, les voies métaboliques de dégradation des sucres
Chez les levures et dans le cadre du processus de fabrication de la biére, identifiez la voie
utilisée. Justifiez votre réponse.

Réponse a la question IB1

Alors que cette question ne présentait aucune difficulté, c’est I’'une de celles qui a été la moins
réussie.

La question se restreignait aux levures : nul besoin d’évoquer la fermentation lactique. La
respiration a été trés peu évoquée et parfois de facon trés erronée. Il est quand méme
regrettable que, sur ces notions enseignées des le début de leur cursus, les candidats n’aient
pas de vision globale claire.

Voies métaboliques : Fermentation ou respiration

Dans le cadre du processus de fabrication de la biere : fermentation (la cuve est fermée, le
dioxygene n’étant pas renouvelé, c’est de la fermentation et I'’énoncé de I'introduction précise
que de I'alcool et du CO; sont libérés. Or ce sont les déchets de la fermentation)
Fermentation : (un schéma pouvait étre proposé)
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L’objectif de I’étude suivante est de déterminer les glucides consommeés par les levures. Pour
cela, on compare la composition en glucides d’'un mo(t en début de réaction et d’'un modt en
fin de réaction.

La méthode utilisée est la chromatographie sur couche mince.




Question IB2. Expliquez le principe de la chromatographie sur couche mince.

Réponse a la question IB2

Le principe est souvent connu mais est présenté de facon incompléte.

La chromatographie sur couche mince (CCM) repose principalement sur des phénomenes
d’adsorption : la phase mobile est un solvant ou un mélange de solvants, qui progresse le long
d’une phase stationnaire (exemple : silice) fixée sur une plaque.

Apres que I’échantillon a été déposé sur la phase stationnaire, les substances de I’échantillon
migrent a des vitesses différentes qui dépendent de l'interaction de la substance avec les deux
phases.

La rétention de chacune des substances est caractérisée par le rapport frontal Rf, rapport de
la distance parcourue par la substance sur la distance parcourue par |"éluant.

Réalisation de la chromatographie

o Sur la plague de gel de silice de 20 cm x 20 cm, tracez un trait au crayon papier a 1
cm du bord inférieur et placer 8 repéres équidistants, les repéres extrémes devant étre au
moins a 1 cm du bord de la plaque.

O Sur les reperes tracés précédemment, déposez a la micropipette 3 fois 1 uL de
chaque solution de sucre et 5 fois 1 pL de chaque solution de mo(t afin que chaque dépot soit
suffisamment concentré.

Les solutions a étudier sont: solutions pures de glucose, fructose, de saccharose, de
maltotriose, maltose a 20g/L, solution pure de dextrine a 40g/L, mo(t en début de réaction,
mo(t en fin de réaction. Entre chaque série de dépots, séchez au séche-cheveux.

Les étapes suivantes seront effectuées sous hotte par un technicien. Vous devez donc
identifier votre plaque (numéro de salle et numéro de poste) et appeler I’'examinateur qui
transmettra votre plaque.

o Versez un peu moins d’'un cm de solvant au fond du bécher et fermer la cuve a I'aide
du film transparent.

O Mettez la plaque dans la cuve : les dépdbts doivent étre au-dessus du solvant. Fermez
la cuve a I'aide du film et laissez migrer le solvant pendant 1 heure.

O Sortez la plague, marquez immédiatement au crayon papier le front du solvant.
Séchez la plaque au seche-cheveux jusqu’a disparition compléte de I'odeur d’acide acétique.

O Une fois la plaque restituée, préparez le révélateur en mélangeant dans la cuvette
de révélation un volume de permanganate de potassium a 2% et un volume de carbonate
anhydre de sodium a 4%. Plongez la plaque dans le révélateur (préparé extemporanément)
pendant 10 secondes environ. Le révélateur doit recouvrir le gel de silice. Utilisez la pince en
bois pour plonger la plague dans la cuvette.

o Séchez a nouveau.

Les taches jaunes qui apparaissent correspondent a la réduction du permanganate par les
fonctions alcool des sucres.




SCOTCHEZ SUR CETTE PAGE VOTRE PLAQUE DE CHROMATOGRAPHIE.

Question IB3. Les bouteilles des produits utilisés dans le solvant présentent les pictogrammes
suivants. Donnez la signification de chacun des pictogrammes et les mesures de précaution a
appliquer lors de leur manipulation.

produits identification du danger
Butanone-2 ou @ ) @
méthyléthylcétone Xi F
R11-36-66-67 et S9-16
Mélange
de Acide acétique ‘@
sovants R10-35 et S23-26-45

méthanol T @ F

R11-23/24/25-39 et S7-16-36/37-45

Réponse a la question IB3
Peu de réponses ont été complétes. Il est important que les candidats connaissent les
consignes de sécurité car ils seront en situation de responsabilité.

Produit irritant pouvant causer des démangeaisons, rougeurs ou
inflammations en cas de contact direct, prolongé ou répété
Précautions : port de blouse, gants et lunettes

Produit corrosif ou caustique pour la peau et les muqueuses en cas
de contact. Il peut provoquer de graves brilures.
Précautions : port de blouse, gants et lunettes

Produit inflammable pouvant s’enflammer facilement au contact
d’une flamme ou d’une étincelle, ou sous I’effet de la chaleur
Précautions : manipulations sans source de chaleur a proximité,
stockage dans un espace ventilé




Produit toxique pouvant présenter un danger pour la santé ou
entrainer la mort en cas d’inhalation, d’ingestion, ou d’absorption
cutanée ;

Précautions : port de blouse, gants et lunettes, travail sous hotte

Question IB4. Une fois la révélation terminée, appelez I’examinateur. Sur présentation de
votre plaque révélée, I'examinateur vous donnera une photographie de chromatographie a
analyser.

Sur la photographie de chromatographie fournie, calculez les rapports frontaux des
différentes taches obtenues pour chaque solution pure de sucre. Présentez les résultats sous
forme d’un tableau, aprés avoir expliqué votre méthode de calcul.

Réponse a la question IB4

La chromatographie a été réussie par I’essentiel des candidats. Certaines étaient de tres bonne
qualité. Le calcul des rapports frontaux était correct mais parfois trop imprécis.

Trent N T
da £’ 2Guonk
e — |- —
ool de
&'l
B--- 4 -|-[4]-
f I
Li — s
. A 23
b adge 2 B
Rappont fponkel = it
R
H h Rf
Glucose 13,2 7,1 0,5
Fructose 13 7,2 0,6
Saccharose 13 51 0,4
Maltotriose 13 2,0 0,2
Dextrine 13 0,4 0,03
Maltose 13 4,5 0,4

Rapports a donner avec un seul chiffre significatif
Dextrine : deux chiffres donnés mais le résultat de 0 est accepté




Question IB5. Identifiez les glucides présents dans chaque modt.
Concluez quant aux glucides consommés lors du processus.

Réponse a la question IB5

L’'identification a souvent été bien menée mais les conclusions ont souvent été incompleétes.
Peu de candidats ont vu qu’il restait des dextrines. Certains ont bien discuté du fait qu’il
pouvait y avoir une incertitude sur certains sucres présents du fait des rapports frontaux
proches.

Modt avant fermentation : Les glucides présents initialement sont glucose (plus probable que
fructose vu partie IA, mais rapports frontaux similaires), maltose, maltotriose (une grande
tache recouvrant les deux taches des solutions pures correspond aux deux glucides),
dextrines.

Modt aprés fermentation: Les glucides qui disparaissent sont glucose et maltose. Le
maltotriose semble en partie utilisé. On peut supposer que, celui-ci étant plus complexe que
maltose et glucose, il n"est consommé que lorsque les deux précédents sont totalement
consommeés. Les dextrines, elles, ne le sont pas.

Partie Il : La couleur de la biéere

En Europe la couleur d’une biére et du malt s’exprime en EBC (European Brewery Convention).
Le diagramme ci-dessous présente la correspondance entre couleur des boissons dans un
verre a biere et la valeur de I'EBC.

APPROXIMATE BEER COLOUR CHART

EBC 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48 52 56 60 64 68 72 76 80

Viewed through a 25mm glass.

SRM 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 33 35 37 39 41
Viewed through a 1/2 inch glass.

Source: https://www.petespintpot.co.uk/

La détermination de I'EBC peut se faire plus précisément a partir de la mesure de I'absorbance
a 430 nm d’un échantillon de biére. La formule est :

EBC=25xdx A
- d, le facteur de dilution (d=1 si I’échantillon est pur, d = 2 si I’échantillon est dilué de moitié,
etc)
- A, 'absorbance mesurée a 430 nm (avec une cuve de 1 cm).

Question 1. Expliquez ce qu’est une couleur.




Réponse a la question i1

De nombreuses définitions ont été données. Peu de réponses prenaient en compte le
contexte, le fil conducteur imposé par I’énoncé. Cependant, toute réponse correcte a été prise
en compte lors de la notation. Les réponses doivent étre concises.

La couleur d’une solution correspond aux couleurs complémentaires des longueurs d’onde
absorbées.

Question 112. Expliquez le principe du spectrophotomeétre

Réponse a la question 112

Tres peu de candidats ont donné une réponse compléte. Ecrire que cela permet de mesurer
I’absorbance ne peut suffire. L'objectif de cette partie était justement de faire la part entre les
candidats qui utilisent des méthodes en mode « boite noire » de ceux qui comprennent les
principes sous-jacents a la méthode utilisée.

L’appareil réalise une mesure de l'intensité de la lumiere recue, une fois celle-ci passée a
travers une cuve transparente contenant la solution & étudier. A partir de 'intensité de la
lumiere émise (notée lp) et d’aprés la mesure de l'intensité de la lumiére transmise (),
I’appareil calcule I'absorbance (A) selon la formule : A = log(lo/1).

Question 113. Mesurez I'absorbance des 4 échantillons de biere fournis et notés de 1 a 4, et
calculez 'EBC de chaque biére.

Procédure a suivre

O Filtrez les échantillons pour gu’ils ne soient plus troubles.

0 Remplissez les cuves avec les filtrats et effectuez la mesure au spectrophotometre.
La mesure de |I'absorbance est susceptible d’exiger une dilution des échantillons. La dilution

éventuelle des échantillons est laissée a la discrétion des candidats. Le choix du facteur de
dilution devra étre clairement justifié pour chaque échantillon.

Réponse a la question 113

Cette manipulation a été réussie pour |’essentiel.

La dilution est nécessaire si la mesure donne une absorbance supérieure a 1. En effet, selon la
loi de Beer-Lambert, il y a corrélation linéaire entre absorbance et concentration. Cette
corrélation linéaire n’est respectée que sil’absorbance est inférieure a 1. Au-dela elle n’est en
général plus observée.

Le facteur de dilution devra étre tel que I’absorbance mesurée soit inférieure a 1.

Exemples de mesures obtenues :

Echantillon 1: 0,547

Echantillon 2 : 0,574

Echantillon 3 : 0,549 apres avoir dilué de moitié (absorbance de 1,112 avec |’échantillon non
dilué)

Echantillon 4 : 0,593 aprés avoir dilué d’un facteur 4 (absorbance de 2,262 avec I’échantillon
non dilué)




Question 114. Discutez la cohérence entre les valeurs calculées, la couleur de vos échantillons
et I’échelle EBC fournie page 21.

Réponse a la question 114

Beaucoup ont voulu absolument trouver des résultats cohérents alors que justement l'idée
était de mener une véritable réflexion a partir des observations et mesures effectuées.

En utilisant la formule donnée dans I'’énoncé EBC=25x D x A :

Echantillon 1 EBC = 13,68

Echantillon 2 EBC = 14,35

Echantillon 3 EBC = 27,45

Echantillon 4 EBC = 59,3

Ces valeurs sont beaucoup plus élevées que I'EBC déterminé a partir de I’échantillon confronté
au nuancier proposé.

Cela ne semble donc pas cohérent.

Appelez I'examinateur pour faire vérifier la correspondance entre la couleur de vos
échantillons et I’échelle EBC. L’examinateur vous donnera alors une photographie,
nécessaire pour traiter la question I15.

Question 1I5. En utilisant la photographie fournie, expliquez et discutez les résultats a la
question l14.

Réponse a la question 115

Tres peu de candidats ont su expliquer la discordance apparente. Un certain nombre était sur
la bonne voie (en évoquant une question de volume), de trés rares candidats ont parfaitement
mené le raisonnement en exploitant la loi de Beer Lambert.

La loi de Beer-Lambert établit que I'absorbance A d’une solution est proportionnelle d’une
part a sa concentration c et d’autre part a la longueur | du trajet parcouru par la lumiéere dans
la solution.

Le nuancier proposé indique qu’il est établi pour la biere contenue dans un verre. Comme le
montre la photographie fournie, la couleur de la biere n’est pas la méme que I’échantillon qui
est dans un tube de 50 ml. Ceci est d( au fait que la longueur traversée par la lumiére n’est
pas la méme, I'absorbance et donc la couleur pergue n’est pas la méme.

En brasserie, des sucres peuvent étre ajoutés au moQt. Chaque solution de sucre présente une
couleur caractéristique, comme le montre la photographie ci-dessous (inverti b. : sucre inverti
de betterave, Inverti c. : sucre inverti de canne a sucre).




Sucre: Inverti b. Invertic. Cassonade Candifoncé Briilé

Question 116. Formulez une ou des hypothéses sur I'influence de I’ajout de ces sucres sur la
valeur de I'EBC d’une biere.

Réponse a la question 116

De trés nombreux candidats ont su proposer au moins une hypothése. Mais celle-ci était
souvent peu approfondie. Il n’y a jamais eu de réelle discussion sur I'influence de I'ajout de
ces sucres. Toute hypothése cohérente a été valorisée.

Chaque solution présente une couleur spécifique, qui semble étre dans la gamme du nuancier
EBC. Elle serait donc susceptible d’avoir une influence.

Mais :

- la concentration n’est pas précisée : celle utilisée est peut-étre différente de celle des
solutions prises en photographies. Or la concentration a une influence (loi de Beer Lambert)
- de méme étant donné la question 115, le tube a essai a un diamétre inférieur a celle d’un
verre : la couleur peut étre différente. Il faudrait vérifier qu’elle est toujours dans le nuancier
de I'EBC

- ces sucres sont susceptibles d’étre consommeés par les levures donc de disparaitre. Ils
n’auraient donc pas d’influence sur I'EBC de la biére, sauf si ceux-ci interviennent avant leur
consommation dans les réactions de Maillard ayant lieu lors de la cuisson du mo(t (cf
introduction : « les réactions de Maillard font réagir une combinaison de sucres avec des
acides aminés, ce qui donne couleur et arbme a la biere. »)

Plusieurs mo(ts ont été réalisés avec différents sucres ajoutés. L'EBC a été déterminée pour
chacune des biéres ainsi obtenues. Les résultats sont les suivants.

Caractéristiques des bieres produites




Numéro de moiit Type de sucre ajouté EBC
0 Sans sucre 3,5
1 Inverti de betterave 9
2 Candi foncé 8
3 Sucre bralé 72
4 Inverti de canne 5
5 Cassonade blonde 6
6 Candi foncé 7

Brassinn®: 5 4 0 6 2 1 3

EBC: 6 5 3.5 7 8 9 72

Couleurs des différentes bieres mises dans des verres
Remarque : le terme brassin désigne le molit.

Question I17. A partir de I'analyse des résultats, validez ou invalidez les hypothéses proposées
enll6.

Réponse a la question 117

L'analyse a été trés peu rigoureuse car elle a souvent été menée en rapport avec |I’"hypothese
formulée précédemment. Il est important que les candidats soient capables d’une part de
proposer des hypothéses, d’autre part de les confronter a des résultats analysés de facon
objective et rigoureuse. C'est cette attitude qui permet d’adopter une réelle démarche
scientifique. Le témoin est la condition sans sucre. Les différentes conditions montrent que
I’EBC est différent d’une condition a I'autre : le sucre ajouté semble donc avoir une influence.
Mais si on confronte les couleurs des solutions de sucre et celles des biéres obtenues, deux
des solutions donnent des couleurs trés différentes (le sucre inverti de betterave transparent
donne un EBC parmi les plus élevés et le sucre et le sucre candi foncé, parmi les plus foncées
des solutions de sucres, donne une biére d’EBC intermédiaire).

L’explication possible est que les sucres étant différents ils participent aux réactions de
Maillard et donnent des composés différents responsables d’une couleur différente.




Question 118. De nombreuses biéres ont été créées en utilisant des extraits de fruits (biére a
la myrtille, a la cerise, etc). Précisez si la méthode de I'EBC est applicable pour ces biéres.
Justifiez votre réponse.

Réponse a la question 118

Finalement trés peu de candidats ont su donner une explication cohérente et bien
argumentée.

Elle n’est pas applicable car la couleur est modifiée par la présence de pigments, qui
n’absorbent par forcément dans la longueur d’onde a considérer, 430 nm. |l faudrait utiliser
une longueur d’onde différente.




Partie lll : La domestication des levures

Au cours des siecles, les brasseurs ont sélectionné des levures présentant une activité maltase
accrue ; on parle de domestication des levures.

Les génes régulant I'utilisation de maltose et maltotriose par les levures sont organisés en loci.
Chaque locus MAL comprend des génes codant des symports proton/polysaccharide (MALT),
des alpha-glucosidases (MALS) et un facteur de transcription a doigts de zinc (MALR), qui
régule I'expression des genes de type malt et mals en présence de maltose.

Nous nous intéressons a la protéine régulatrice MAL33, codée par le locus MAL3. Certaines
levures industrielles ont une activité MAL33 accrue par rapport aux souches sauvages, c’est-
a-dire qu’en présence de maltose, I'expression des génes induits par MAL33 est plus
importante.

Question lll11. Proposez plusieurs mécanismes pouvant conduire a une activité MAL33 accrue.
Proposez des moyens pour tester ces hypothéses

Réponse a la question IlI1

Il est toujours intéressant pour les candidats de lire le sujet en entier avant de se lancer dans
les réponses, en effet la duplication était suggérée dans la suite de I’énoncé.

Possibles mécanismes (non exhaustifs)

- Mutation au niveau promoteur mal33 conduisant a une surexpression du gene

- Duplication du gene

- Mutation dans la séquence codante, générant une protéine ayant une acticité accrue.
(meilleure activation du promoteur)

Les méthodes sont globalement mal connues. Ainsi en général un western blot ne permet
pas (sauf cas particulier d’anticorps spécifiques) de faire la distinction entre des protéines
WT et mutantes.

Méthodes (ne sont attendues qu’une méthode par hypothese) :

- gPCR, FISH (pour étudier le nombre de copies de gene mal33)

- RT-gPCR (pour étudier le niveau d’ARNm)

- séquencage (pour mettre en évidence des mutations)

- retard sur gel, géne rapporteur (pour étudier le niveau de liaison au promoteur

Vous allez effectuer des réactions d’amplification a la chaine (PCR) sur les génes mal33 et de
I’a-tubuline a partir d’ADN extrait d’'une souche de levure sauvage et d’une souche de levure
industrielle.

Vous disposez de :
- Un mélange d’amorces ciblant le géne a-tubuline (5uM de chaque amorce)
- Un mélange d’amorces ciblant le géne mal33 (5uM de chaque amorce)
- Un mélange équimolaire de dNTP (5mM de chaque nucléotide)
- de I’ADN extrait a partir d’'une souche de levure industrielle (200 pg/mL)
- de I’ADN extrait a partir d’'une souche de levure sauvage (200 pg/mL)
- La polymérase Taq conservée a 4°C (disponible sur demande)




- Le tampon pour la réaction 10x, contenant 15mM MgCl;
- Une solution de MgCl; a 25mM
- D’eau pyrolysée

Pour chaque réaction de PCR, faites un mélange de 50uL final contenant :
- 1lug d’ADN
- dutampon de PCR
- 200uM de chaque dNTP final
- 2pL du mélange d’amorces
- 3,5mM final de MgCL2
- 0,25uL de Taq
- QSP 50yl d’eau pyrolysée
Question I112. Indiquez les volumes utilisés (pour une réaction de PCR). Présentez les calculs.

Réponse a la question 1112

Beaucoup de candidats n’ont pas été capables de répondre a cette question, alors que
I’équation CiVi=CfVf suffisait la plupart du temps.

Une autre méthode consiste a calculer le facteur de dilution a obtenir (par exemple
CdNTPi/CANTPf=5.E3/200E®=25x)

- lug d’ADN 5

- du tampon de PCR (1x final) 5

- 200uM de chaque dNTP final 2

- 2uL du mélange d’amorces 2

- 3,5mM final de MgCL2 4 (ne pas oublier qu’il y a du MgCl2 dans le tampon)
- 0,25uL de Taq 0,25

- QSP 50uL d’eau eau

Conservez les tubes sur la glace jusqu’a ce que vous puissiez utiliser le thermocycleur. Le cycle
de PCR est le suivant :
15 minutes a 94°C
30 secondes a 94°C
30 secondes a 57°C 24 cycles
1 minutea 72 °C
10 minutes a 72°C

Question 1113. Expliquez le principe de la PCR (en présentant I'importance des différentes
étapes).

Précisez les caractéristiques attendues pour les amorces (primers) de PCR. Expliquez I'intérét
de ces différentes caractéristiques.

Expliquez pourquoi le gene de I'alpha-tubuline est amplifié alors que I'on s’intéresse au gene
mal33.

Réponse a la question |13
Les candidats confondent souvent principe et protocole.




Principe de la PCR : amplification par polymérisation en chaine. Les ADN polymérases
nécessitent une amorce (ADN pour la PCR, ARN pour les fragments d’Okasaki). Ainsi le choix
des amorces permet une amplification spécifique.

Le nombre de fragments obtenus double a chaque cycle (pour une efficacité de 1, en début
d’amplification).

Les primers (ou amorces) ont une longueur d’environ 20 nt. La séquence est
complémentaire de la région a amplifier et donne la spécificité. Le ratio C+G/A+T est tel que
la température de fusion (séparation d’avec I’ADN a tester) est suffisamment élevée ; cette
température permet de limiter I’hybridation non spécifique et augmente la spécificité.
Souvent les amorces se terminent par C/G pour favoriser I'interaction ADN/amorce et
favoriser la reconnaissance par la polymérase.

Il faut éviter des régions complémentaires ou des structures secondaires (hairpin) au sein
des amorces, pour prévenir I'apparition de doublets de primers et s’assurer d’une bonne
reconnaissance de la séquence a amplifier.

La PCR utilise une polymérase issue d’organismes extrémophiles, et ainsi permet la
polymérisation a haute température.

Actine : géne de ménage, c’est un contréle permettant de s’assurer de la qualité de I’ADN ou
qu’il n’y a pas d’inhibiteurs dans le tampon. Dans certains cas, elle permet aussi de

« normaliser »/ vérifier que la quantité d’ADN utilisée est comparable ; mais attention la PCR
a partir d’'une certaine phase n’est plus quantitative (I’efficacité diminue avec le nombre de
sites).

Etapes d’un cycle de la PCR : dissociation de I’ADN double brin ; annealing ou hybridation de
la sonde a la matrice, polymérisation a partir de la sonde / réplication de la matrice.

Une fois la réaction effectuée, déposez le produit de PCR dans un gel d’acrylamide contenant
du bromure d’éthidium (ou BET). N’oubliez pas de déposer 3 puL de marqueur de poids
moléculaire. Faites migrer 15 mina 110 V.

Question Il14. Expliquez le r6le du BET.
Précisez la signification du pictogramme présent sur les tubes de BET (présenté dans le cadre
suivant).

Réponse a la question 1114

Intercalant permettant d’observer ’ADN ou I’ARN dans un gel sous UV.

Symbole CMR (cancérogene, mutagene, reprotoxique) + risque respiratoire (ce dernier point
n’est pas forcément attendu).

Appelez '’examinateur qui ira lire votre gel. Notez I'ordre des dépots des échantillons.
L'image d’un gel vous sera donnée.

Question IlI5. En utilisant le papier semi-log ci-apres, déterminez la taille des amplicons,
précisez votre méthode de détermination et vos calculs éventuels dans le cadre ci-dessous.




Réponse a la question 1115

Trop de candidats ne connaissent pas le principe de I’électrophorese : ils indiquaient que les
fragments ayant migré le plus loin sont les plus longs.

On mesure la distance de migration pour chaque marqueur : on reporte les points sur un
graphe poids moléculaire en pb = f(distance de migration en cm) On obtient ainsi une

droite : il est possible de déterminer le poids moléculaire de I’'amplicon en reportant la

distance de migration de celui-ci, distance qui a été mesurée sur le gel. La taille obtenue est
de 140 pb.
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Question Ill6. Analysez et interprétez les résultats de la PCR.




Réponse a la question 1116

La différence obtenue peut s’expliquer par

1 amplification du géne

2 _des mutations ne permettant pas aux amorces de lier I’ADN

Question 1117. Décrivez I'image qui aurait été obtenue si vous aviez fait davantage de cycles
d’amplification (par ex. 40 cycles). Justifiez.

Réponse a la question 117

Cette question pourtant simple a révélé que de nombreux candidats ne connaissent pas les
limites de la PCR. Le graphique de qPCR pouvait guider les candidats.

En début de phase d’amplification I'efficacité est de 1 : il y a doublement de I’ADN. On
devrait donc avoir une courbe exponentielle. Puis I'efficacité diminue (épuisement des dNTP
ou des amorces, ou formation de doublets entre produits de PCR réduisant le nombre de
doublets matrice/amorce). On arrive a saturation.

Ainsi a 40 cycles les bandes seront plus fortes (ce qui était souvent indiqué par les candidats)
mais la différence entre les deux conditions sera moins nette.

Afin de confirmer les résultats obtenus précédemment, une PCR quantitative a été effectuée
en utilisant la technique du SYBR green. Le SYBR green est une molécule pouvant se fixer a
I’ADN double brin ; le complexe ADN double brin/SYBR green absorbe la lumiére bleue (Amax =
497 nm) et émet de la lumiére verte (Amax = 520 nm). On peut ainsi suivre la fluorescence émise
a la fin de chaque cycle.

On obtient le graphique suivant, représentant la fluorescence émise a la fin de chaque cycle.
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Question IlI8. Proposez un ou des moyens pour vérifier la spécificité de I'amplification d’ADN
par cette technique. Vous pouvez proposer plusieurs méthodes.

Réponse a la question |18

Dépot des produits de PCR sur gel
PCR avec une autre paire de primers,
obtention de la courbe de fusion

Question 1119. Analysez les résultats de la PCR quantitative (en considérant une efficacité de
PCR de ~1). Expliquez le calcul.

Réponse a la question 1119

De nombreux candidats ne connaissent pas la gPCR ; ils s’attardent souvent sur la
fluorescence et ne considerent par le cycle (Ct), pourtant la « barre rouge » était placée de
sorte que les candidats n’avaient pas a se poser la question de placer correctement la limite
de la phase exponentielle, correspondant a la phase pendant laquelle I'efficacité est de 1.
(2xefficacité)*-AACt

Il y avait possibilité de simplifier I’équation en faisant remarquer que les valeurs de Ct pour
les tubulines sont identiques.

Réponse: il y a 3 fois plus de copies dans les souches industrielles vs naturelle.




Partie IV : L’effet de I’éthanol sur les levures

Nous nous intéressons a I'effet de I'éthanol, un des produits présents dans la biére, sur les
levures.
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Nous espérions dans cette partie tester la capacité
des candidats a décrire les figures, et proposer des modéles. Cela a globalement été trés
mal fait.

Question IV1. Analysez et interprétez la figure ci-dessus.
Enoncez les phénomeénes qui pourraient étre a I'origine de ces observations.

Réponse a la question IV1

Peu de candidats décrivent les résultats correctement. La plupart avait subodoré que la
réponse devait étre un effet dose dépendant, sans remarquer que ce n’était pas le cas entre
2.5M et 10%.

La croissance décroit |égerement entre 0 et 2.5% EtOH. Il n’y a pas de différence notable
entre 2% et 12.5 % EtOH. Apres cette concentration, le nombre de colonies baisse
fortement.

Cette baisse peut s’expliquer soit par un effet toxique de I'EtOH, soit par un effet statique
(les cellules survivent mais ne se multiplient pas).

Certains ont suggéré que I’éthanol pouvait agir comme détergent membranaire.

Des levures ont été incubées 3h en présence ou en absence d’éthanol a 23%.
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A- Les levures sont alors marquées au DAPI, puis observées par microscopie a fluorescence (le
DIC correspond a une image de contraste, en lumiére blanche).

B- Le matériel génétique des levures non traitées (NT) ou traitées a I’éthanol est extrait puis
analysé par électrophorése en champ pulsé, dans un gel contenant du BET. Le gel est alors
observé sous UV.

Question IV2. Expliquez le principe de la microscopie a fluorescence.

Réponse a la question IV2

Encore une fois il y avait une incompréhension du terme principe. De nombreux candidats
ont présenté le protocole d'immunomarquage, sans indiquer les notions de longueur d’onde
d’excitation et d’émission. Le microscope et les miroirs (dichroiques) n’ont jamais été
présentés.

Indiquer les spectres d’excitation et d’émission.
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Question IV3. Précisez |'effet de I’éthanol (a forte concentration) sur les levures mis en
évidence page 39. Justifiez.

Réponse a la question IV3

De nouveau, de nombreux candidats pensaient que les bandes présentes en bas
correspondent aux grands fragments, ce qui les a conduit a parler de condensation ou
précipitation d’ADN.

A 23%, il y a condensation (a gauche) d’ADN fragmenté (a droite). Cette fragmentation est
surement un nucléosome. On peut penser que I'on observe de I'apoptose ?

Des levures WT ont été modifiées pour exprimer une protéine GFP fusionnée a un domaine
de localisation mitochondriale (mit-GFP). Ces cellules ont été traitées avec des concentrations
variables d’éthanol pendant 30 minutes a température ambiante, puis observées par
microscopie a fluorescence (image de droite). L'image de gauche correspond a I'image de
contraste, sous lumiére blanche (DIC).

Question V4. Citez les types de protéines ou se trouvent des domaines de localisation
mitochondriale.

‘ Réponse a la question IV4




