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1. Les propriétés remarquables des enzymes

Les enzymes sont des protéines issues de I'expression génétique des cellules.
Elles sont indispensables aux réactions et a la vie des cellules.
Leurs propriétés permettent par ailleurs des applications dans des domaines tres variés.

Problématique générale : Comment agissent les enzymes ? Quelle est I'importance des
enzymes pour les cellules ? Le contenu enzymatique d’une cellule dépend-il de sa

spécialisation cellulaire ?

Activité 9 : les propriétés des enzymes




Afin de démontrer les propriétés des enzymes, on etudie les réactions d'une enzyme « 'amylase » sur un glucide « I"amidon ».

8 GROUPES (A, B, C, D, E, F, G, H) FOUR 3 COMDITIOMS EXPERIMENTALES - CHAQUE GROUFE WA REALISER LE PROTOCOLE ASSOCIE A 5A LETTRE DE GROUPE. EN FIN DE MANIFULATIONS,
CHAQUE GROUPE VA COMPLETER L'INTEGRALITE DU TABLEAU DE LA FICHE REPONSE AVEC L'ENSEMBLE DES RESULTATS DE CHAQUE GROUPE AFIN DYETABLIR LES PROPRIETES DES EMZYMES.

EXPERIENCES A RFALISER EN CLASSE :

Mateériel commun a chague groupe : Portowr / 2 tubes 3 essais (+2 tubes 3 essaws de secours) / Marqueur /1 solution d'empeis d"amidon (sauf pour le groupe H) / 1 becher /1 chronometre / 1 bam
marie 3 37° C {zauflz groupe E} / Un flacon d'ean iodée / Un flacon de liquenr de Fahling / des gants / Une pipette 5 cm’ + propipette (poire) / une pipette | cm’ + propipette / Une pince en bois

Groupe A Groupe B Groupe C Groupe I Groupe E Groupe F Groupe Groupe H

Ean diztilles Amvylaze Empoi: d’amidon + 3 Empoi: d’amidon + 3 Empoi: d’amidon a Empois d’amidon a Amvylaze Sacchareze

gauttes HCL (0,1 molL) gouttes NaOH (0,1 mol L} =C =C (prealablement

3 gowtes de NaOH(D,1 | 3 gouttes de HCL (0,1 Amylase 3 0°C Amyylase & 0°C Lhm""‘"_“_ . 1:E

LTS
LT LL

mal L) malL) Clace labaratoire puis

Papier pH Papier pH refroidie)
1- hlatire 5 cm’ 1- hiatire 5 cm’ 1- hlatire 5 cm’ d'empoiz 1- hlatire 5 cm’ d'ampoiz 1- hlatire 5 cm’ 1- hlatire 5 cm’ 1- hiatire 5 cm’ 1- hlatire 5 cm’ de
o' empais d'amidon d'empais d° amidon d'amidon + 3 gouttes d'amidon + 3 gouttes de d'empoiz &' amidon 2 d'empois d"amidon 2 d'empais d° amidon zaccharose dans
dans chacun des tabes & | dams chaoan des tobes @ | 4"HCL dans chaom des MalH dans chaom das 0FC dans chaoum dag 0FC dans chacun dag dams chacun des nabes | chaoan des tabes &
ezzais ezzaiy tubes 2 essaiz avec um tubes 2 essaiz avec 1m tubes 2 eszaiz tubes 2 essaiz 4 ezaais azzzis,
2- Ajouter | om3 desn | 2- Ajouter 1 cod ot ges COmpte- ERRiES. 2- Ajouter | om3 2- Ajouter 1 om3 2- Ajonter | com3 2- Ajouter 1 om3
distillée dans chague d'amylase dans chague | 2- Ajouter 1 om3 2- Ajouter 1 on3 d'amylaze | dlamylase 3 0°C dans d'amylase 3 0°C dans d"amylase bouillis d"amylase dans
tbe gui -8 d"amylase dane chague dams chagus fuhs chagua tuba. chagua tuba. (puis refroidie) dans chamua fuba.
3- Plomger les mbes 3- Plomger les ubas b 3- Plomger les mbes dans le | 3- Plonger les mbes 3- Plonger les mbes chague tube. 3- Plonger les mbes
dans le hain—marie dams le ham—marie 3-Plonger les tubes dans le | bain-maris ragler 3 37°C dans da la glace 3 0°C. dans le hain—marie 3- Plomger les ubes dans le hain—marie

iolar 3 37 iolar 3 37 i ja pégler 3 37° ) ) iglar 3 37 3 : ' iglar 3 37

reglar 3 37°C reglar 3 37°C bain—pnaria ragler 3 3750 4- < min et 4- 3 + min reglara 37°C da;.erle}:_llaf:—cmm& reglara 37°C
4- Chronometrer Tmin | 4- Chronometrer Tmin | 4- Chronometrer Tminm et | zortir les fubes avec la pince | ot sortir les tubes avac 4- Chronométrer Tmin | oo o 4- Chronometrer 7
et sortir les tobes aver | et sortir les tabes avec zartir les mbes avec la en bois, 1z pince en bods. et sortir les tabes avec 4- Chranomeétrer 7 ;i et sortir kas tubey
1z pince en bods. 1z pince en bois. pince en boiz. 5 Rétshlir 12 alité avec | 5 Metize me & deim 1z pince en bois. m.lllElt:D.ItLTlEE‘L'::::- aver 1z pince en bods.
S Matremedder | 5 Metreumeidam | 5- Btshliv |z nevtralits 3 goutter de HCL == souttes 4 ean indée EMatremeddar | oo P EIBEE g b fatre ume & dem
pouttes d'ean indee goutte: d'ean iodee avec 3 pouttes de MaDH vérifier aver le papier pEL dams tabe 1 & ume 2 Eouttes &' ean iodee S Rhlstreime 2 dewre | goutte: dean jodee
dans tabe 1 & ume & dams tube 1 & une & = verifier avec le papisr 6o Matire 1me & g = dewx gouttes de liguenr | damsmbe l Sumea Zouttes dean indée damzmabe 1 &1umea
ders gouttes da liguenr | dewrs poaftes de liguenr | pH- A aan iods dmtube_lﬁa de Fehling dans le ubs | deux gouttes de liguenr | dans tube 1 &une a deux gouttes da
:eFeMmgdmslemte ieF&thgdanslemte PRy e & dem e b d : da i fF&thgd.'mslemte ;mgwd:t;z-de E—ml‘;debziﬂmg

gouttes dean indée dans ligueur de Fehling dans le G- Felever les resultats dsm_lle a1 = fube L.
G- Felever les rasultatz | 6- Flelever les résultatz | fube 1 & une a deux tube 2. et compléter latablaan | G- Felever les rasultats tune L. G- Falever les
et completer latablean | ot completer ls tablean | gouttes da ligueur da . e Jes 1 da la fiche réponsa. at comnpleter latablean | G- Felever les resultats et complater
di 1 fichs répansa. da 1a fiche répanss. Fehling dans le tube 2. da 1 fiche répanss. résultars et compléter | le tableau de la fiche

le tableau de 1z fiche. | répomse.

7- Balever les rasultats.




CONCLUSIONS

. . Temps Test a I'eau Test a la liqueur ) )
Groupes Experiences T°C FrE de Fehli [comparez les expériences 2 a 2 en tenant compte
l:mn] logee € Ing de la variation d'un seul parametre)
5 cm? d'empoi . ract | i
A Eﬁam;n;’:mi 1cm® d'eau distillée 7 37°C + - C'est I'enzyme amylase qui est
responsable de la transformation de
F = K
5 5 cm? d'empois R i e I"amidon en sucres réducteurs
d'amidon e G amyase - T (glucose), & 37°C
5 cm® d'empois Ratablir la neutralits avant les tests en ajoutant
d'amidon + HCl 1 . 3 gouttes de MaOH (base)
c (acide) 1 em? d'amylase 7 3rc L'enzyme n’agit ni & un pH acide ni &
(3 gouttes) T - pH basique
Reétablir la nesutralits avant les tests en ajoutant P
5 cm® d'empois 3 gouttes de HCI (acide) .{dl:lﬁl: Elg.lt d pH nEU'FI'E}
D d'amidon + NaOH 1 cm? d'amylase 7 37°C Pour information : pH optimal = 6,9
(base) (3 gouttes) + -
5 cm® d'empois o
E d'amidon a O°C 1cm®d’ | a 0°C 7 0°C . a . .
armiaen @ cm” damylase a (glace) T - Le froid empéche la réaction de se
T : faire mais ne dénature pas l'enzyme
5 cm® d'empois ) .
F d'amidon @ 0°C | 1cm?®d'amylase a 0°C 7 37°C - + qui conserve sa fonction
(glace)
G 5 cm® d'empois 1 cm? d'amylase . 17°C 4 La chaleur dénature I'enzyme qui
d'armidon bouillie {puis refroidie) - perd définitivement sa fonction
g Une réaction enzymatiqgue est
S5cm® de
ERE o -— Y . ] '
H caccharose 1 cm?® d'amylase 7 37°C - spécifique : l'amylase agit sur

I'amidon mais pas le saccharose




Document : Digestion de I'amidon par I'acide chlorhydrique a chaud
On place dans un ballon en verre 200 mi d’empois d’amidon avec 5 ml d’HClL. Le mélange est porté a ébullition pendant 60 mn. Toutes les 10 mn, on effectue un prélévement
{environ 2 ml) sur lequel on pratique les deux tests cités précédemment.

TEST A L'EAU I0ODEE TEST A LA LIQUEUR DE FEHLING

eeee0@0| T

TO T10 T20 T30 T40 T50 T60miIn

En comparant les résultats des « digestions » par les deux méthodes en présence d’amylase (expériences) et par
I’"HCIl (document), on en déduit que les propriétés remarquables des enzymes sont :
e elles transforment un « substrat » (amidon) en « produit »(glucose),
* elles sont spécifiques de leur substrat (I'amylase agit sur I'amidon mais pas sur le saccharose),
* elles ont un fonctionnement maximal pour une température donnée (37° C),
e aun pH optimal (I'amylase agit a un pH de 7),
» elles accélerent (catalysent) les réactions normalement lentes (I'amylase agit plus vite que I'HCI),
* |eur vitesse de réaction est rapide (qgs secondes a gqgs min),
* le froid empéche la réaction mais ne dénature pas I'enzyme,
* lachaleur dénature ’enzyme. = -




Bilan activité 9 :
Les enzymes ont donc des propriétés précises et possedent également une double spécificité :
une spécificité d’action et une spécificité de substrat.

Remarque : Cette double spécificité est utilisée pour les classer et les désigner.

- Le suffixe « —ase » désigne une enzyme et le nom de I'enzyme désigne la plupart du temps le substrat : amylase = enzyme
assurant la transformation de I'amidon. Saccharase = enzyme assurant la transformation du saccharose.

- La spécificité d’action permet de les classer dans des catégories. Par ex. I'amylase qui réalise des hydrolyses peut étre classée
dans la catégorie des hydrolases (qui dissocie par I'action de I'eau). Les synthétases qui effectuent des liaisons...

Quelques définitions:
Une enzyme : une macromolécule de nature protéique (une protéine) ayant des propriétés catalytiques. On

parle de biocatalyseur.
Un catalyseur : une espece chimique qui augmente la vitesse de transformation sans figurer dans I'équation de

la réaction et sans modifier la composition du systeme a I'état final.
Substrat : molécule dont 'enzyme catalyse la modification.
Produit : molécule obtenue apres catalyse enzymatique d’un substrat.

S ( substrat) + E (enzyme) = E (enzyme) + P (Produit)

Comment expliquer que lI'action d’une enzyme est spécifique de son s;g?_ trat %



Activité 10 : Mode d'action des enzymes

Amylase

Acides ammes
catalytiques

_ Amidon

Les enzymes sont donc des catalyseurs biologiques.
L’amylase catalyse I’hydrolyse de I'amidon au cours de
la digestion. Le site actif de 'amylase permettant cette
hydrolyse comporte 3 acides aminés importants : le 233,
le 300 et le 197. On connait une amylase mutée pour
laquelle ’hydrolyse de I'amidon est impossible.

Probleme posé : Comment expliquer I’absence
d’activité enzymatique de 'amylase mutée et la
spécificité de substrat d’une enzyme ?




Document 1 : La saturation des enzymes

® Lorsque la concentration d’enzymes est

augmentée, pour une concentration
d’enzyme définie, on constate que la vitesse

de C'est
[saturatinn de I'enzyme. ]

la reaction se stabilise. la

® |La saturation observée suggére que les
substrats, bien que trés fortement présents,
ne peuvent plus étre transformés par

I’enzyme. On émet donc I’hypothése que le
substrat doit se fixer sur l'enzyme, au
niveau d'une zone particuliere nommée

site actif.
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Document 2 : La découverte du site actif

* La plupart des enzymes sont /na;r; =

sensibles a de fortes températures ou o€ k‘ P
(N~

aux variations de pH. En effet, les P e 2 N
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protéines perdent alors leur structure /q:_-,c\‘ = \ N\ / R
NG ‘5* :

tridimensionnelle  (3D). On parle de (™S \ / l\

“’;‘.’\ s T-/ ‘

dénaturation des protéines. Ce -’ )A

processus est généralement réversible TN —
lorsque les conditions reviennent a la Protéine normale Qenatura\'\"“ Protéine dénaturée
de

normale : on parle alors
renaturation des protéines.

®* |a dénaturation des enzymes
prouve qu'une enzyme fonctionnelle
doit posséder une forme 3D bien

particuliere. En effet, le site actif est
une poche dont la forme est
complémentaire de celle du substrat.
Ceci permet la spécificité de substrat
(reconnaissance).

‘v,

* De plus, le site actif comprend des
acides aminés qui peuvent interagir
avec le substrat pour permettre la

4 LU'enzyme carboxypeptidase visualisée par un logiciel de modélisation
oléculaire, seule ou avec son substrat. Au sein de l'enzyme, le repliement des
chaines d'acides aminés crée une zone qui permet d'accueillir le substrat (en bleu) et d'établir
une interaction étroite avec lui. Cette zone (en jaune dans l'image) est appelée le site actif.

catalyse enzymatique. Ce sont des

acides aminés catalytiques.
N

TN D

- -



Document 3 : Le principe de la catalyse enzymatigue

Substrat

fam;dun par ex) Produits (glucides

. 5|mplrfés}
/' Complexe \

Enzyme_Substrat

"\_//

» Le site actif présente 2 types d'acides amings :

Enzyme

(amylase par ex)

Enzyme (non modifiée)

2 \ (- les acides aminés structuraux : ils permettent
Q:, de donner la forme du site actif et contribuent 3
Sites de l'enzyme 1 site de fixation la spécificité de substrat. En effet, le substratest

(reconnaissance) reconnu et se fixe au site actif.
B 2:sitede >— Les acides aminés catalytiques : ils sont <

catalyse responsables de la réaction enzymatigue en
| 1+2= Site actif interagissant avec le substrat.

J \,




Document 4 : L'action des mutations sur le site actif

1: site de fixation
(reconnaissance)

% » 2:sitede
! catalyse
Catalyse enzymabique ra9= Site actif
(Enzyme fonchonnels) ST s imeE
En normala

s « Les mutations peuvent donc

; \ ffecter soit :
%g # Les acides aminés

catalytiques, ce qui fait

Pas de catalyse gue le substrat est

e reconnu (fixation) mais

Wodibcation des ne peut pas etre
aminés catalybiques \ transforme en produit. j
(> les acides aminés )
structuraux, ce  gui

Pas de catalyse
enzymatique implique que le
substrat  n'est  plus
Modification de la
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» ETAPE 1 : Proposez une stratégie expérimentale
Proposez une démarche pour identifier la nature de la mutation portée par 'amylase mutée.

Ce qu’on fait = On va chercher a comprendre l'origine de cette impossibilité a hydrolyser 'amidon en glucose.
(Hypothese a noter dans le compte-rendu =>) Si une enzyme doit se fixer, par son site actif, sur son substrat pour
fonctionner, on suppose alors que pour I'amylase mutée, le site actif de I’enzyme n’est pas fonctionnel et ne
permet pas de fixer le substrat, 'amidon (son hydrolyse en glucose sera alors impossible).

Comment on le fait =

Pour vérifier notre hypothese, nous devons comparer la structure des sites actifs d’'une amylase fonctionnelle
et d’'une amylase mutée. Nous allons cibler la comparaison sur I’'étude de les 3 acides aminés importants du
site actif de I'amylase : le 233, le 300 et le 197, a l'aide du logiciel Geniegen 2 permettant de comparer les
séqguences nucléotidiques du gene de I'amylase fonctionnelle et de celui de I'amylase mutée, du logiciel Libmol
permettant de comparer la configuration spatiale des deux enzymes et des informations apportées par les
documents 2, 3 et 4.

Ce qu’on attend =

Si notre hypothéese est vérifiée, alors nous nous attendons a observer une mutation de la séguence
nucléotidigue du gene de 'amylase non fonctionnelle, mutation qui modifiera la structure primaire de I'enzyme
(protéine) et donc la configuration spatiale du site actif de I'enzyme (cas d’étude), rendant impossible la fixation
de I'amidon et par conséquent la.réaction enzymatique d’hydrolyse de I'amidon en glucose:"Nous devons*donc .
trouver que l'action d’'une enzyme sur son substrat dépend de leur complémentarité. = 1‘

al - .
.-_;‘“- el B o R




> ETAPE 3 : Présentez et exploitez vos observations (logiciels + docs) selon une forme judicieuse dans votre

compte-rendu
E 610 620 630 D 640 650 660 670 680

| | | | I | | |
V]Amylase pancréatique 3ACATTGGTGTTGCAGGGTTCAGACTTGATGCTTCCAAGCACATGTGGCCTGGAGACATAAAGGCAATTTTGGACAA

V]Amylase pancreatique mutée MACATTGGTGTTGCAGGGTTCﬂGACTTGCTGCTTCCAQGCJQCATGTGGCCTGGAGACﬂTAﬂAGGCﬂATTTTGGACAﬂ

Les deux alleles codant pour 'amylase pancréatique fonctionnelle ou mutée sont formés de
1536 paires de nucléotides, sur le chromosome 1 pour l'espece Homo sapiens (d’apres

« Informations sur une séquence »). Une seule différence apparait entre ces deux alleles : une
substitution en 635° position : un nucléotide a cytosine remplace un nucléotide a adénine.

[ ]Amylase pancreatique ARN PRO
[ ]Amylase pancreatique mutee ARN PRO

[ 210 220
| I
[ JAmylase pancréatique  ATTGGT|GTT/GCAGGGTTCAGACTTGAIGCTTCCAAGICACATG[TGGICCT/IGGAGACAT!
[JAmylase pancréatique mutée AATTGGTGTTGCAGGGTTCAGACTT|GCTIGCTTCCAAGCACATGTGGCCTGGAGACAT!
1Amylase pancréatique ARN AJAUUGGUGUUGCAGGGUUCAGACUUGAUGCUUCCAAGCACAUGUGGCCUGGAGACAU!/
/1Amylase pancréatique mutée ARN A[AUUGGUGUUGCAGGGUUCAGACUUSEGCUUCCAAGCACAUGUGGCCUGGAGACAU/
A
A

Ile Gly Val|Ala Gly Phe Arg Leu Asp Ala Ser Lys His Met Trp Pro Gly Asp Ile
Ile Gly Val|Ala Gly Phe Arg Leu Ala Ala Ser Lys His Met | Trp Pro Gly Asp Ile

En ce qui concerne I’ARN, cette différence entraine une substitution d’'un nucléotide a guanine pour I'amylase
mutée a la place d’un nucléotide a uracile pour I'amylase fonctionnelle dans le cas du brin transcrit.
Pour les séquences d’acides aminés des deux protéines, |a aussi, on releve une différence dans la séquence = i,

.y

primaire de ces protéines : en 212° position, une alanine (ALA) remplace un acide aspartique (ASP). e

X
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Amylase pancréatique fonctionnelle

avec son substrat : I'amidon (en rouge) Acides aminés du site actif de I'amylase
fonctionnelle

ASP 300

Lamylase fonctionnelle est une proteine de forme globulaire, |



ACIDES AMINES DU SITE ACTIF DE ACIDES AMINES DU SITE ACTIF DE
LAMYLASE FONCTIONNELLE ’AMYLASE NON FONCTIONNELLE

Alanme
’ ALA 197

Pour 'amylase mutée, une seule différence : une alanine en position 197 a la place de l'acide
asparthue => modification de Ia sequence primaire de la protéine enzymatique.

o

Acide
aspartique
ASP 197




Grace au logiciel de séquencage Geniegen 2, on constate que le gene de I'amylase pancréatique
muté comporte une mutation d’'un nucléotide a la position 635, il s'agit d’'une mutation par
substitution : une Cytosine a la place d’'une Adénine.

Cette modification va se répercuter tout au long des étapes de la synthese protéique qui
conduit a former I'enzyme « amylase ».

Ainsi, apres transcription, le brin d’ARN muté comportera a cette position une Guanine a
la place d’un Uracile et cela modifiera, a la traduction de I'ARN en acides aminés, un acide
aminé dans la chaine polypeptidique constitutive de la protéine enzymatique « 'amylase ». Il y
a aura, en position 212 dans la chaine polypeptidique de I'amylase mutée, une Alanine a la
place d’un acide Aspartique, en position 212, dans la chaine polypeptidique de I'amylase
fonctionnelle.

Cette modification d’'un acide aminé, due a une mutation génétique par substitution,
modifie donc la structure primaire de I'enzyme mutée.

(Transition =>) On peut se demander ce que va entrainer cette modification de la structure
primaire de 'enzyme sur sa configuration spatiale. Nous allons le vérifier grace a l'utilisation du
logiciel de modélisation moléculaire Libmol en comparant les configurations spatlales de.
I'amylase fonctionnelle et de I'amylase mutée. a ‘ .‘



En comparant la configuration spatiale de la molécule au niveau du site actif de I'amylase
fonctionnelle et de celui de l'amylase muté, on remarque que la mutation entraine le
changement d’un acide aminé (I’Alanine 197 a la place de I’Acide Aspartique 197) et modifie |la
configuration spatiale de la molécule au niveau du site actif.

Or on sait, d’apres le doc.4, que lorsque les acides aminés structuraux sont modifiés par
mutation, le substrat peut ne plus étre reconnu. De plus, on sait également d’apres le doc. 3
qgue le site actif d’'une enzyme est composé de deux parties : un site de reconnaissance qui doit
étre complémentaire a une portion de son substrat pour pouvoir s’y fixer et permettre aux
acides aminés catalytiques du site de catalyse d’établir |la réaction enzymatique,
transformant le substrat en produit.

On peut ainsi en déduire que 'amylase mutée ne pourra pas se fixer sur 'amidon du fait de |la
modification de son site actif a la suite d'une mutation empéchant la reconnaissance de
I'amidon et la réaction biochimique d’hydrolyse en glucose.

RQ. Vous noterez une différence dans la position de la mutation obtenue avec Geniegen et Libmol (212 pour I'un,

197 pour l'autre). Méme si la mutation est la méme ce changement de position reste inexpliquée. On peut == = Y
supposer une erreur dans l'un des deux logiciels utilisés. 2R ‘

LN



> ETAPE 4 : Conclure sur l'origine de I’absence d’activité de I’'amylase mutée et sur la spécificité de substrat d’une
enzyme.

Présenter la conclusion finale

En conclusion, I'labsence d’activité enzymatique, c’est-a-dire, pour notre cas d’étude, I'absence
de la digestion (hydrolyse) de I'amidon en glucose par I'amylase mutée, s’explique par la
mutation d’un nucléotide au niveau du gene codant pour 'amylase, mutation qui est a l'origine
de la modification de la structure primaire de I'enzyme et donc de sa configuration spatiale au
niveau du site actif, empéchant la reconnaissance de son substrat, I'amidon et par conséquent
son action.

La spécificité de substrat d’'une enzyme s’explique ainsi par la complémentarité de forme entre |la
configuration spatiale du site actif de I'enzyme et celle de son substrat.




La séquence des acides aminés conditionne la configuration spatiale de I’enzyme par suite de
I’établissement de diverses liaisons entre les acides aminés plus ou moins voisins. ( Ces liaisons sont
des liaisons hydrogene, des liaisons ioniques, des ponts disulfures.)

L'activité d’'une enzyme repose sur sa configuration spatiale.

Une modification de la configuration spatiale de la protéine enzymatique peut entrainer une disparition
de l'activité de I'enzyme.

Des changements de |a structure primaire peuvent donc modifier I'activité de 'enzyme : ces
modifications peuvent étre dues a des mutations génétiques, des facteurs de I’environnement
(température, pH).

Par sa séquence d’acides aminés (structure primaire), ’enzyme possede une configuration spatiale
qui régit le mécanisme de reconnaissance du substrat.
Le site actif de 'enzyme est constitué de cavités dues au repliement de la protéine.
Le site actif comprend un site de reconnaissance au substrat et un site catalytique.
- Le site de reconnaissance ou site de fixation montre une complémentarité de forme avec une portion
du substrat.
Ainsi, la majorité des enzymes ne peut agir que sur un seul substrat.
- Le site catalytique permet la réalisation de la réaction. Une enzyme ne peut catalyser qu’un seul type
de réaction biochimique.
Les enzymes présentent donc.une double spécificité : spécificité liee au substrat en.relation avec le site d
reconnaissance et spécificité d’action en relation avec le site catalytique. s % j
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'association entre I'enzyme et son substrat est étroite mais transitoire : le complexe enzyme-
substrat, favorise (catalyse) la transformation par I'enzyme du substrat en produit.
Une fois les produits libérés de I'enzyme, celle-ci n’est pas modifiée et peut fixer un nouveau

substrat.
Produits
Substrat /

0 Formation du complexe
enzyme- substrat

Liaison

Site
actif

Enzyme

8 La fixation du substrat 9
sur I'enzyme provoque Les produits sont libérés

la rupture de la liaison lenzyme peut fixer
un nouveau substrat

9 La formation d’un complexe entre 'enzyme et son substrat. Un modeéle a été proposé pour décrire linteraction entre
une enzyme et son substrat: une association étroite mais transitoire, le complexe enzyme-substrat, favorise la transformation par

'enzyme du substrat en produit et accélére donc la réaction chimique considérée.
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La cinétique enzymatique

'activité d’'une enzyme s’évalue en mesurant la vitesse de la réaction catalysée.

Au cours d’une réaction enzymatique, la quantité de substrat
diminue au fur et a mesure de son déroulement, tandis que celle du
(ou des) produit(s) augmente.

La vitesse de la réaction est donc la quantité de substrat transformé
ou la quantité de produit apparu par unité de temps.

Quelle que soit la concentration en substrat, on constate toujours
gue cette vitesse diminue au cours du temps : a chaque instant, elle
correspond a la pente (coefficient directeur) de la tangente a la
courbe en ce point.

La vitesse maximale d’une réaction enzymatique (Vi,,,) est donc la
vitesse initiale de la réaction (= la vitesse dans les premieres
secondes de la réaction).

On peut évaluer la vitesse de la réaction par la méthode graphique
des tangentes. Pour cela, on réalise un graphique montrant la
concentration de produit formé au cours du temps. La vitesse est
alors évaluée par la tangente a l'origine Vi. Plus la pente de la
tangente Vi est forte, plus la vitesse est importante.

Vitesse initiale de la réaction en fonction de

(P]

la concentration en substrat

A

[S3]>[S2]>

vitesse initiale




La vitesse de la réaction varie :
1- En fonction de la concentration en substrat

Vitesse initiale de réaction (en U.A.)
25t | Légende
Concentration de substrat
3 Vmax #“ @ | Faible
C A > S| £ | concentration
L5 a & 1}0 Concentration
B & | Intermédiaire
- o
! € a° vitesse initiale de la réaction
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A A Enzyme Vitesse de réaction approche V.,
% 2 H 6 8 10 9 substrat 1/2Vmax{ .- hd [E]
Concentration en substrat (en U.A.) [S]
'Gruphique Vi =f (S).1l y a peu de complexes enzyme-substrat pour de faibles concentrations en ©
substrat, la vitesse initiale de la réaction est donc faible. Elle augmente avec la concentration en : @ [ES]
substrat jusqu’a un seuil qui correspond @ un nombre maximum de complexes enzyme-substrat.
v [P]
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courbe qui présente un plateau a partir d'une 4 *}

certaine concentration en substrat élevée. A partir
de ce moment, la vitesse de la réaction enzymatique
est proche de la vitesse maximale (V

max)'



2- En fonction de |la concentration en enzyme

Lorsque la concentration en enzyme est inférieure a celle du l

substrat, la vitesse de l|a réaction est proportionnelle a Ia E

concentration de I'enzyme : on obtient une fonction Vi__, = f[E] ‘%

linéaire. P

La vitesse de réaction augmente lorsque la concentration de §

I'enzyme augmente et ceci est vrai pour n'importe quelle

enzyme. [Enzyme] —

La vitesse de la réaction varie donc selon plusieurs parametres :

- Elle est forte au début de la réaction et diminue avec le temps (moins de substrats présents) -
- Elle augmente quand on augmente la concentration en enzymes ou la concentration en
substrat, mais a une concentration importante, la vitesse n‘augmente plus : c’est la saturation.

Il faut donc des quantités raisonnables d’enzyme et de substrat, ce qui suggere la formation d’un
complexe ENZYME — SUBSTRAT et permet de confirmer que les enzymes se lient au substrat via

un site actif.




_Méthode

réaction enzymatique ci-conftre.

m Concentration en produit
formé au cours du temps

Une enzyme est placée au contact de son subs-
trat dans un bécher a t = 0 min.

Eb CONSEILS

" SOLUTION

Etape 1 La pente de la tangente a la
courbe représente la vitesse de réaction.
Elle est maximale en début d’expérience.

Etapes 2 et 3 La pente de la tangente
est donnée pary,/x, = 9/12 =0,75.

Concentration
en produit (umol. L
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Calculer la vitesse initiale d’une réaction enzymatique

L'activité d'une enzyme peut étre caractérisée par sa vitesse initiale de réaction
(v,) : la vitesse a laquelle I’enzyme catalyse la réaction de transformation du
substrat en produit, en début de réaction. Calculer la vitesse initiale de la

.
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Concentration
en produit (umol L™}
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w

o

3 6 9 12 15 18
Temps (en min)

Etape 1 Tracer la tangente a la courbe au début d'experience.

Etape 2 Choisir un point A situé sur cette tangente, par exemple a t =12 min.
Etape 3 Calculer la pente de la tangente a l'aide des coordonnées de A.
Etape & Exprimer la vitesse initiale avec les unités adéquates.
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Etape & La vitesse de réaction est égale 2 0,75 pmol - L-! - min™".
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Une vidéo pour mieux comprendre le calcul de la
vitesse initiale d’'une réaction enzymatique :
https://youtu.be/j Ysv UzVzc

Etude de la cinétique enzymatique

Mesrue de I'absorbance du produit au cours du temps
A = f(temps)

» Mesure de la vitesse en période
initiale

Absorbance

=5
- o N

o
(\m

o
-
o
o

. i Vitesse de réaction constante
» Mesure d’une vitesse initiale

Vi)

200 300 4(‘)0 5(‘)0 6(’)0 7(‘][
> Vitesse initiale = vitesse la plus lemps (enseconde)

élevée
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https://youtu.be/j_Ysv_UzVzc

Apres un repas riche en glucides, les effets conjugués de la digestion et de I'absorption intestinale entrainent une élévation
transitoire du taux de glucose dans le sang. Pour un régime équivalent ces pics de glucose sont plus importants chez une
personne atteinte de diabete. Cet exces de glucose peut avoir des conséquences graves a long terme. Il existe toutefois un
médicament que l'on peut donner pour certains patients atteints de diabete. Ce médicament a comme principe actif I'acarbose

A partir des documents, expliquez comment I'acarbose peut diminuer les pics glycémiques a la suite d’un repas.

Document 1 : La réaction d’hydrolyse de I'amidon par les enzymes digestives

Amylases salivaire
€l pancréatique

Doc. 2 : Variations de la vitesse d'hydrolyse de I'amylase

pancréatique (enzyme agissant dans l'intestin), en absence ou en
2 (CgHyOg) + n H0 # N CizHaOn présence d'acarbose '

Amidon  + Eau makose Concentration en produit (Glucose) (umol.L?)
A
Malase [ TR —————— e eesaseae s
NC12Hz20y + nH20 . anCeH2e S T
Maltose + Eau Glucose :

DOC 3 Modeles moléculaires de 'amylase en présence d’amidon ou en présence d‘acarbose. Shie Acsbass

Avec Acarbose

-

Temps (en min)

Amylase (blanc) et amidon (rouge)

Amylase (blanc) et acarbose (orange) i e i



Une enzyme est une protéine issue de I'expression du patrimoine génétique
d’une cellule et un marqueur de la spécialisation cellulaire

L%ranscription
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Protéine Q Q
enzymatique
( Une enzyme est un catalyseur de réaction chimique

J
-0 9.~ 0 Q
o ‘'@

Substrat Produits Enzyme Substrat Produits Enzyme
Réaction en absence d’enzyme Réaction en présence d'enzyme ik
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Enzymes du métabolisme
de la chorophylle

Enzymes du métabolisme
des anthocyanes




La structure tridimensionnelle de I'enzyme permet une interaction
avec un ou des substrats et explique sa double spécificité

Structure tridimentionnelle

Je Vertiie Site actif
Spécificité
de Enzyme 1  Substrat 2 Substrat 2
substrat
Spécificité
de Enzyme 1  Substrat 1 Produit 1 Produit 2
réaction
catalytique
z — — ’ + @ +

Enzyme 2 Substrat 1 Produit 3 Produit 4



Complexe Produit Enzyme retrouvée
Enzyme-Substrat intacte en fin de réaction

SITE ACTIF =
Cavité de forme
tridimensionnelle
spécifique

Bordée par des acides

aminés se liant au substrat
= SITE DE FIXATION

Et par des acides aminés
réagissant avec le substrat |
= SITE CATALYTIQUE |



VOCABULAIRE

Catalyseur : espece chimique qui augmente la vitesse de transformation sans figurer dans I'équation de la
réaction et sans modifier la composition du systeme a |’état final

Enzyme : macromolécule de nature protéique ayant des propriétés catalytiques. On parle de biocatalyseur.
Substrat : molécule dont I'enzyme catalyse la modification

Produit : molécule obtenue apres catalyse enzymatique d’un substrat

SITE ACTIF =

Site de reconnaissance : partie du site de fixation de I'enzyme dont les Acides aminés réalisent des liaisons
faibles avec le substrat =

Site de catalyse ou site catalytique : partie du site actif dont les acides aminés sont responsables de Ia
transformation su substrat en produit

Vitesse de réaction : quantité de substrat dégradé ou de produit par unité de temps. Vitesse initiale de
réaction : vitesse de réaction, en début de réaction —
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