TP     Température du milieu et catalyse enzymatique

L’amidon est le glucide de réserve le plus répandu chez les végétaux. Il est mis en réserve à l’intérieur des cellules de tubercule de pomme de terre, par enchaînement de molécules de glucose préalablement phosphorylées en glucose 1-P. (glucose-1- phosphate)   La polymérisation du glucose 1-P en amidon est catalysée par une enzyme appelée phosphorylase.
                                                                                                                                                 Phosphorylase
n  Glucose – 1 – phosphate  





Amidon = ( glucose) n  +  n H2 PO
On souhaite montrer l’influence de la température sur l’activité de la phosphorylase des cellules des tubercules de pomme de terre.

Matériel :

Un flacon contenant du filtrat de tubercule de pomme de terre, conservé au froid dans de la glace (solution d’enzyme phosphorylase)

Un flacon  contenant de l’empois d’amidon.

Un flacon contenant une solution de glucose-1-phosphate à 1%

Un porte tubes garni ; une pipette et propipette ; une pissette d’eau distillée ; 2 plateaux de coloration ; des mini-pipettes plastiques pour prélèvements.
Du lugol ou eau iodée.
Une bouilloire / un crayon marqueur / crayons de couleurs jaune et noir
	Activités et déroulement des activités
	Capacités testées et critère d’évaluation
	Barème

	1. Justification de l’emploi du lugol  ou eau iodée pour l’étude de cette réaction chimique.
- Réaliser l’expérience n°1                                                                                                                                 Appeler le correcteur pour vérification

- Noter les résultats 

- Ecrire la conclusion de cette expérience et justifiez l’emploi du lugol  ou eau iodée pour étudier le déroulement de la réaction chimique ci-dessus.
2. Réalisation de la réaction chimique de synthèse d’amidon :
- Expérience préliminaire : prélever quelques gouttes de filtrat  de pomme de terre sur le plateau de coloration et vérifier qu’il ne contient pas d’amidon. 
                                                                                                                                               Appeler le correcteur pour vérification du test réalisé.
- noter le résultat et conclure                                                                                                                                                     
- Lire le tableau  correspondant à l’expérience 2 afin de choisir 2 tubes à  réaliser pour montrer que la synthèse d’amidon dans les cellules de pomme de terre nécessite un catalyseur biologique : la phosphorylase.
                                                                                                                                                     Appelez le correcteur pour valider le choix des tubes.
- Confectionner les 2 tubes validés ou corrigés par le correcteur 
- Tester le contenu de chacun des tubes à l’aide du lugol, sur le plateau de coloration toutes les minutes jusqu’à un résultat positif .                                                                            
                                                                                                                              Appelez le correcteur pour validation des résultats finaux des tests

- Présenter les résultats obtenus.
- Interpréter ces résultats et conclure.                                                                   
3. Influence de la température sur l’activité de l’enzyme phosphorylase
- En vous aidant de l’expérience précédente, concevoir un protocole permettant de mettre en évidence l’effet d’une très haute température sur l’activité de la phosphorylase de pomme de terre. Pour cela  reproduire et remplir le tableau expérience n° 3 .       

                                                                                                                                                        Appelez le correcteur pour validation du protocole 
- Réaliser le protocole validé ou corrigé en confectionnant le nouveau tube.
- Tester le contenu du tube à l’aide du lugol, sur le plateau de coloration toutes les minutes. (même durée que expérience précédente)
                                                                                                                             Appelez le correcteur pour validation des résultats finaux des tests

- Présenter les résultats obtenus.

- Conclure sur l’effet de la température 
- Proposer une ultime manipulation pour mettre en évidence l’effet réversible ou non d’une très haute température sur l’activité de la phosphorylase.                                                                                                                                                                                                     
                                                                                                                                                   Appelez le correcteur pour validation de la proposition
- Réaliser l’expérience validée et les tests nécessaires
- Présenter les résultats obtenus.

- Conclure et expliquer précisément l’action des hautes températures au niveau de la molécule d’enzyme 
4.   Laisser la paillasse en ordre et le matériel expérimental propre.
	Expérience correctement réalisée
Résultats correctement relevés
Conclusion exacte
Test bien choisi et bien réalisé
Résultat correctement relevé
Conclusion exacte
Tubes bien choisis et justifiés
Tubes correctement confectionnés

Manipulation soignée

Respect des règles de sécurité

Mode de présentation judicieusement choisi avec légende complète et présentation soignée

Conclusion correcte en relation avec l’objectif de l’expérience (hypothèse)

Tubes bien conçus (tableau bien rempli)

Tubes correctement confectionnés

Manipulation soignée

Respect des règles de sécurité

Mode de présentation judicieusement choisi avec légende complète et présentation soignée  
Conclusion correcte en relation avec l’objectif de l’expérience .

Proposition correcte

Manipulation soignée

Mode de présentation judicieusement choisi avec légendes complètes  et présentation soignée

Conclusion correcte à partir des connaissances et en relation avec l’objectif de l’expérience .
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Protocole expérience 1 :

Dans 3 tubes à essais déposer respectivement 

· 1 ml d’empois d’amidon

· 1 ml d’eau distillée

· 1ml  solution de glucose -1- phosphate


Expérience 2 
Désignez les tubes choisis au correcteur 

	Tube n°
	1
	2
	3
	4
	5

	Conditions
	20°C
	20°C
	20°C
	20°C
	20°C

	Contenu
	1 ml d’empois d’amidon

+

1 ml d’eau distillée
	1 ml d’empois d’amidon

+

1ml de filtrat de pomme de terre
	1 ml de solution de glucose – 1- phosphate

+

1 ml d’eau distillée
	1 ml d’eau distillée
+

1ml de filtrat de pomme de terre
	1 ml de solution de glucose – 1- phosphate
+

1ml de filtrat de pomme de terre


Exemple présentation résultats (compléter, légender , titrer etc….)

Temps 


Tube ....


Tube ……..



Expérience 3 
	Tube 
	
	

	Condition
	
	

	Contenu
	
	


       Reproduire ce type de  tableau et le compléter
	Fiche d’évaluation    TP enzyme et température

En gras ( à corriger pendant l’épreuve TP

  En italique ( résultats secours à fournir 
Normal ( correction sur fiche (feuille)élève
	Barème
	Nom des élèves

	
	
	
	
	
	
	
	

	1/ Justification de l’emploi du lugol pour létudier cette expérience

· 3 tubes correctement confectionnés , désignés (légende) avec résultats corrects

- Le lugol (jaune orangé) ne devient bleu noir qu’au contact de l’amidon 

- Le lugol = le réactif spécifique de l’amidon. Il permettra de constater (visualiser l’apparition  de l’amidon donc de suivre le déroulement de la réaction)
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	2/ Réalisation de la réaction chimique de synthèse de l’amidon :
Expérience préliminaire : 
· utilisation du lugol pour colorer le filtrat (dans un des godets)

· Résultat : le lugol reste jaune orangé donc le filtrat ne contient pas d’amidon

Expérience 2 : 
· Choix des tubes 3 et 5  +  justification = substrat dans les 2 tubes/ même t° mais avec ou sans enzyme  

                                        ( si erreur , indiquer les bons tubes (pas les 2 points)
· 2 tubes correctement confectionnés , désignés avec légende ( n° ou contenu)

· prélèvement + test au lugol toutes les minutes pour le 2 tubes en même temps/ organisation judicieuse du plateau de coloration (légende etc …)

· Bon résultats finaux (sinon au bout de 5 minutes donnez les résultats de secours)

- Présentation des résultats : tableau correct avec coloration du plateau, légendes tubes et de leur contenu/ temps indiqués /titre/ signification des couleurs 

- L’eau iodée devient bleue au bout de ……..minutes pour le tube n°5 (contenant du filtrat de pdt donc l’enzyme phosphorylase) (apparition de l’amidon donc synthèse d’amidon
- Dans le tube 4 sans filtrat de pdt (donc sans enz), pas d’amidon qui apparaît donc réaction de synthèse d’amidon ne se déroule pas  
( Enzyme phosphorylase permet la réaction de synthèse de l’amidon = catalyseur biologique
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	3/ Influence de la température sur l’activité de l’enzyme phosphorylase :

Expérience 3 : 

· tableau bien complété avec glucose 1P et filtrat et une température de 20 et 100°c  

· Un seul tube nouveau doit être réalisé (celui à 100°C)  *
· Précaution particulière : Le glucose 1P et le filtrat doivent être préalablement portés à 100°C avant mélange) **
                          ( si erreur dans le tableau , donner la réponse (donc pas de point)

                  ( * sinon le préciser au candidat  qu’un seul nouveau test doit être effectué car témoin déjà fait (donc pas 0.5 points)
                  ( ** si précaution non formulée,, l’indiquer absolument au candidat (donc pas de 0.5 point)
· Tube à 100°C  correctement confectionné , désigné avec légende (n° ou contenu)

· prélèvement + test au lugol toutes les minutes pour ce tube / organisation judicieuse du plateau de coloration (légende etc …)

· Bon résultats finaux (sinon au bout de 5 minutes donnez les résultats de secours)

Présentation des résultats : tableau correct avec coloration du plateau, légendes tubes et de leur contenu/ temps indiqués /titre / signification des couleurs

L’eau iodée ne devient pas bleue (  l’amidon n’apparaît pas (  la réaction  chimique ne se produit pas
Les très hautes températures (100°C) rendent l’enzyme phosphorylase inactive .
Ultime manipulation :

· Le tube porté à 100°C est replacé à  20 °C. (sinon le préciser au candidat donc pas 1 point)
· prélèvement + test au lugol toutes les minutes pour ce tube / organisation judicieuse du plateau de coloration (légende etc …)

· Bon résultats finaux (sinon au bout de 5 minutes donnez les résultats de secours)
Présentation des résultats : tableau correct avec coloration du plateau, légendes tubes et de leur contenu/ temps indiqués/titre/signification des couleurs 

L’eau iodée ne devient pas bleue (  l’amidon n’apparaît pas (  la réaction  chimique ne se produit pas. 

Les très hautes températures (100°C) rendent l’enzyme phosphorylase inactive irréversiblement
Par modification de la structure 3D donc disparition du site actif de l’enzyme  (rupture des liaisons chimiques entre les aa : liaisons H, pont di S et même liaisons peptidiques)
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	4/ Paillasse propre et correctement rangée
	1
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Ajouter dans les trois tubes 2 gouttes de lugol et agiter.








