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Introduction

= I.es organismes vivants sont le siege d’innombrables reéeactions
biochimiques.

B Ces réactions constituent le meéetabolisme c’est a dire Panabolisme
et le catabolisme d’un grand nombre de molécules biologiques.

= (Ces reactions s’effectuent dans des conditions physiologiques oun,
normalement, elles seraient trées lente.

- Si elles ont lieu, c’est par ce qu’elles sont catalysées par des

macromolécules biologiqucs: IL.es enzymes




AG® = - 293 KJ/mol




I. Définition des enzymes

Une enzyme est une protéine capable de catalyser des réactions
biochimiques dans les orgamismes vivants, cec: dit:

Des catalvseurs, c’est-a-dire qu’en agissant a des concentrations tres
petites, elles augmentent la vitesse des réactions chimiques, sans en
modifier le résultat. A la lin de la réactuon la structure de Penzyvme se

retrouve 111(“11;1113_.1(;(‘;

- Une enzyme donnee est spécifique d’une reaction, c’est-a-dire qu’elle
catalyse toujours la meéme transtormation, se produisant sur les meémes
corps clumiques mitiaux;

- lles enzvmes sont synthétisées par des étres wvivants (des
biocatalvseurs). Cette synthese est déterminée génetiquement :@  sa
conservation dans le génome est tavorisée par le besoin qu’éprouve cet étre

vivant de faire cette reaction.




II. Structure et Caractéristiques des enzymes

1. Structure des enzymes

I.es protéines natives se replient dans une conformartion ftertaire
toncuonnelle unique d’ou acquisition de leur activité biologique, dans notre
cas, 1l s’agit de la catalyse enzymauque.

Structure tertiaire des protéincs Structurc quatcrnairc des prutéincs



II. Structure et Caractéristiques des enzymes

1. Structure des enzymes

En plas de la partie proteique (apoenzyme) certaines enzymes ont besom d'un

cofacteur pour fonctionner (partie non proteque).

Lin colacteur: molécule non protéaique, quand il existe, cst indispensable a Pactivate

cnzyima nqne.

l.es cofacteurs peuvent etre :

- Des ions métalliques (molécules de nature morganique) comme le Mg="' ou le Zn~

== R %< , < quc : qu'on appelle

vitamines).




II. Structure et Caractéristiques des enzymes

1. Structure des enzvmes

Fu se basant sur la nature de haison COCNZYVME-enNZyme, o dislingne :

-

| .es coenzvmes libres

I .ox sque les coen zvimes sont hés a

enzyme pax des liaisons de type

electrostatnque o plus faitblement

c11Core, celle l.i;uSou (] | L'L'lll)ll\'t.‘ll.“c a
chaque réaction ettectuce.

IIs sont appelés coenzymes libres parce
quis se dissocient de 'enzyme a chaque
réaction catalysée.

I~)$‘|l.\ CC CAaAS lll O 1'7.\"11(' l)' wico ll' 1311

cde cosubstrat.

—

l.cs coenzymes lics
Lorsque anl contrare les coenzymes sont
Liés
covalentes. Ces coenzymes sont appelés
liés

dissocient pas de 'enzyme.

aux par des Lassons

€Nzymes

COCNZYMes parce qu’ils ne se

Dans ce cas la coenzyme porte le nom

de groupement prosthétique.




II. Structure et Caractéristiques des enzymes

2. Caractéristiques des enzymes

a. Elles agisscnt a tres faible dosc :

Une moléecule de catalase peut hydrolyser plus que 5 millions de molécules
d’H, O, en une min dans des conditions de pH et de température

l')ll}'si()logiqlnes-




} .c substrat :

l ~ pruduil

S 4+ E =—=% PBS e P + E
Substrat complexe ES Produit



II. Structure et Caractéristiques des enzymes

2. Caractéristiques des enzymes

c. LLa double spécificitée

I.es enzymes presentent une _double spéciﬁcité, une specificité vis-a-vis du

substrat et une spécilicite vis-a-vis de la réacuon catalyseée.

-  Spécificité de substrat : 'enzyme n’agit que sur un substrat ou une classe
de subsrtrar;
- - Spécificité d’actuon : 'enzvine ne catalyse, pour un substrat donneé,

qu’un seul type de réacuon.



II. Structure et Caractéristiques des enzymes

2. Caractéristiques des enzymes

Spéciﬁcité de substrat:

Jenzyme peut agir avec un grand nombre de
composés possédant un seul caractére structural commun.

Exp Hexokinase. enzvme qui catalyse la phosphorvlation d’hexoses. comme le D
P . . | | .

glucose, le D-mannose et le D-fructose

[’enzyme ne lie qu’un seul substrat.

Lxp La Glucose 6-phosphatase,une hydrolase qu catalyse la réaction d’hydrolyse

du glucose-6-phosphate en D-glucose avec hibération de phosphate mnorgamque



II. Structure et Caractéristiques des enzymes

2. Caractéristiques des enzymes

d. activite enzymatique c¢st modulable (controlablce)

[activitée d'uine enzyme est controleée par des modulateurs :
- Les activateurs augmentent Pactivite.
- Les inhibiteurs la dimmmuent.
Ce qui permet d’ajuster la wvitesse globale d'uin meétabolisme an besoin

cellulaire




II. Structure et Caractéristiques des enzymes

3. Le site actif des enzymes

l.e site actt est une zone privilégiee, qui a la torme
d’'une cavite, situe dans la zone hydrophobe de la e '
proteine. Il s’apit geéneralement d’une peute zone de

Penzvime.

Cest la région de Penzyme qui  permet la

reconnaissance et la hixation de substrat, il est auss: le

siege de la catalyse.




VII. Dosage enzymatique

- 1acuviteé cn'/,_\'maliquc se¢ mesure par la vitesse de la réacuon qui
consiste a ¢valuer la qu;mlilé de S transformé ou de P apparu par unite

de temps dans des condinions opératolres bien déterminees.



VI. Dosage enzymatique

1. Les Conditions opératoires du dosage

) L 'enzyme ctudice doat étre en quantité¢ hmitante;

. Le substrat dost ¢tre uilisé a concentration saturante S > 10 km (pour atteindre

la V..
o Pour une concentranon de S = 10 Km.  la Vi= 91 2% Vin
o Pour une concentranton de S = 100 Km. la Vi= 99 % Vim

. e pH optimum de Venzyme: le pH est Li1xe par un tampon pour éviter toute

vanatuon du pll ;
-  La température optimale de 'enzyvme: ixer de maniére précise est constante ;
- La force ionique ¢st Lixée par un tampon ;

- Les besowns de l'enzyme ¢n activatcurs ou cofacteurs (Ajout en quanuté gon

Loylanie s1 nécessare).

our re



VI. Dosage enzymatique

2. Méthodes de mesure
2.1. Méthodes en deux points : cinétiques en un temps fixé

- Il consiste a mesurers la qnnntité de ptndnit apparie ou de substrat dispzu'nv anr bout
d'un temps Lixé.
l.a durée de la réeaction doit étre mesurée avec une extreme pu"(‘x\i( 1.

P

Il vy aura deux pomnts :
- un point t=0 : est celus on la réacuon
st d("('l('tlt‘h("(' .

- It un point t : c’est le point determuné

a un temps expéanmental (1), i1 don

Temps



VI. Dosage enzymatique

2. Méthodes de mesure
2.1. Méthodes en deux points : cinétiquces en un remps fixé

-

Lorsque la durée d’incubaton s’est eécouléee, i1l est neéecessaire d’arrerer la

reaction soit par une methode ph\'siqlw ou (‘luxniq\w.

l.a concentration en S restant ou en P tormé dans le milieu réactionnel est
dosée par la suite par une technique approprice (specuophotoméetrie, par

exemple).

Frant en condition samirante en substrar:

AlP]
LaVigx=
At



Daus le cas d’ua dosage spectrométuque

on ne trace pas la [P] formé ou la [S] disparu en fonction du temps
mais on trace 'absorbance obtenue en tonction du temps

Il suthit d"appliquaat la lor de Beer Lambert :
DO=¢.LC—— C=DO/s.l

Avec :

¢ : coclicent dexuncton molure en M-1. an-1;

C : concentration molure dans ka cuve de S ou P mesuze ;
1 2 teaget oplque (Cpassseur de la cuve en cm).

Done Pacuvité enzymatique sega égale a ¢

ADO
(AE) = -

1 |
s Upnité: — .M.cm.cg! En mol/lmin
e.l - '

min Mais par hitre de milicu réactionnel

At



Si l'enzyme est diduée dans le mlieu séactionnel
Avec:
Vt: le volume total du miien réactionnel apres didution

Ve : le volume de solution contenant lenzyme,

O obtient :
ADO 1 W
(AE) = T
A e] Ve




2. Méthodes de mesure
2.2. Méthode cinétique

Cette méthode consiste a suuvre en conunu "appantion du produit ou la dispantion du
substzat généralement par specurophotométne pendant une phase sullisamment
longue pour obtenir une cnétque saustaisante,

- Elle peut fournir des valeurs en conunu ou a des mtervalles de temps relativement
courts

- Les méthodes en cméuque sont préférentellement utilisées s les condiuons le
S P

permettent, car elles permettent de s'assurer que la réaction se déroule dans la

partie linéaire initiale (phase statonnaure).

SR I Tt awm

4

Sy
/ 1y
- On va déternmuner de la méme facon la ;
» » » - - » - /
vitesse intiale maximale de la réaction en S
mesurant la pente pendant la phase [ el
stationnaire. |
i
.
O —— ,.7*



Concentration
© 4

La méthode cinétique

Période initiale stationnaire

> (1
Temps

- Onréalise
- Un suivi de mesure de I'apparition du produit généralement
- Par spectrophotométrie
- Pendant une phase suffisamment longue pour obtenir une cinétique satisfaisante.
- On n‘attendra pas que tout le substrat soit consommeé puisque seul nous intéresse
la période stationnaire.

- lci la mesure du temps est peu précise




Concentration

” - - (C) A
La méthode cinétique
Période initlale stationnaire
[Pl I//"
[P]l i i H > ()
ey Temps
ty )

- Ainsi
- On détermine la vitesse initiale de réaction ou la vitesse de formation du
produit en mesurant la pente pendant |la période stationnaire

__[Pl2=IP]y _ AlPlforme
YeP) = ks T Af

- Etant a concentration saturant en substrat :

: __[P]2=[P], _ AlPlforme
Vimax (c,P) = ty—tq — At




Concentration
A

” - > (C)
La méthode cinétique
Période initiale stationnaire
(71, I i §
Py L7 ; : Giat
Temps
lq t2

- Ainsi
- On détermine la vitesse initiale de réaction ou |a vitesse de formation du
produit en mesurant la pente pendant la période stationnaire

= [Plz-[Ph T A[P]formé
Yier) = "¢, o, T At

- Etant a concentration saturant en substrat :

; == [P.'Z_IP]I = A[P]formé
Vimax (c,P) = t—ts AL




Concentration

(©) T

La méthode Cinétique

Période initiale stationnaire

|

..--..:‘,( !
[Pl L~} o
- En pratique ¢ ‘_’t Temps
- On réalise une étude spectrophotométrique . ?
__[Al,-[A]; _ AA

V; —— —
imax(A,P) ty—tq At

- En appliquant de la méme facon la loi de Beer Lambert on obtient :

" _ 1 AA, mol-cm 1 1
Lmax@E) " sl At l cm min

mol.L-.min?
en litre de milieu réactionnel
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