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AVANT PROPOS

Le contenu de cette matiére est destiné aux étigddmn niveau Master de spécialités
Biochimie Appliquée, Biotechnologie Microbienne, thition et Sciences Alimentaires.
Ce cours permet aux étudiants d’acquérir des cesanaces élémentaires concernant l'outil de
base du génie enzymatique qui est I'enzyme (latste; le fonctionnement, les propriétés
des réactions enzymatiques et la déterminationpdesmeétres cinétiques en présence ou en
absence des effecteurs de la réaction enzymatigudlameéliorer leurs connaissances sur les
différentes techniques d'extraction, de purifioatiet d'utilisation des enzymes a des fins

industrielles.
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INTRODUCTION

Les organismes vivants sont le siége d’innombrab&stions biochimiques. Ces
réactions s'effectuent dans des conditions « dosiagice a la présence de biocatalyseurs,
appelés enzymes. Ce sont des acteurs omniprésants ld vie de la cellule. Ces
macromolécules biologiques sont indispensables waeacellulaire, ils ont un role vital,

aucune des réactions métaboliques ne serait pessibk elles.

Les enzymes sont des catalyseurs biologiques deenptotéique. L'enzyme présente
des propriétés de catalyse spécifigues d’'une mracathimique du métabolisme de I'étre
vivant qui la produit. Comme tous les catalyselas,enzymes agissent a des concentrations
tres petites. Elles augmentent la vitesse desioéacthimiques, sans en modifier le résultat
ou I'équilibre thermodynamique. A la fin de la réan, la structure de I'enzyme se retrouve

inchangée.

Historiquement, les premieres biotransformationst sailisées empiriquement depuis
des millénaires, il s’agit des procédés de fermmmalu sucre en éthanol dans la préparation
des boissons alcooliques, la production du vingmgneoxydation de I'éthanol, le caillage du
lait par fermentation du lactose ou les activit@gglytiques des enzymes sont responsables de
transformations chimiques. Probablement la prenappdication de I'enzyme acellulaire a été
dans la fabrication du fromage ou la présure olgenpartir d’estomac de veau a été utilisé
pour coaguler les protéines du lait.

De nos jours, les enzymes ont de plus en plus li€appns : agroalimentaires
(alimentation humaine et animale), industriellesirfigpapier, textile et détergents), médicales
et pharmaceutiques. L'utilisation des enzymes patelyser des réactions d’intérét industriel
présente certains avantages par rapport aux precébtiant de la chimie organique et de la
microbiologie appliquée :

+ Simplicité de I'équipement et des opérations quiveat éventuellement étre faites en
milieu stérile, apres filtration des solutions emagiques ;
+ Spécificité de la catalyse ;

+ La rapidité et la possibilité des réactions corgsjlen plusieurs étapes si nécessaires.

Les désavantages principaux des enzymes sont liésurainstabilité et a leur prix.

L’amélioration des techniques de production écogomide diverses enzymes microbiennes
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par fermentation, la découverte des méthodes décpation par chromatographie d’affinité,
la possibilité de fixer des enzymes par différeptscédés et de les réutiliser ou de les

stabiliser marquent la naissance du génie enzyoeatiq

La génie enzymatique est une branche de l'ingé@nigeis bioprocédés qui releve de
I'exploitation des enzymes en passant par l'ideatibn de leurs spécificités, les conditions
de leur purification, leur modification dans le lolaméliorer leurs propriétés et les conditions
optimales de la catalyse enzymatique et enfin @dyction a grande échelle a des fins
appliguéesL utilisation des enzymes dans divers domainessiriels présente un fort intérét
et explique les efforts faits ces derniéres anpéesa communauté scientifique dans ce sens.
Cependant, les enzymes restent des entités fauadie¢ du domaine du vivant et leur emploi
nécessite de prendre certaines précautions notamafien de conserver leur propriétés
catalytigues. De plus chaque enzyme présente désutexités, il n'existe pas de solution

universelle applicable a 'ensemble de cette cldssgrotéines.

Le cours est divisé en 4 chapitres. Le premiapitte donne des notions générales sur
les enzymes (structure, spécificité enzymatiqueatalgse enzymatique classification et
nomenclature). Le deuxiéme chapitre traite la @t enzymatiqgue Michaélienne a un
substrat. Le troisiéme chapitre est consacré audutateurs de la réaction enzymatique et
I'effet des inhibiteurs réversible sur la réactemzymatique. Les deux derniers chapitres sont
consacres aux enzymes industriels (sources, ewimapurification et immobilisation) et leurs
applications dans différents domaines (agroalimezgaindustriels (cuir, papier, textile) et en

biologie moléculaire.




PARTIE | : PARTIE COURS

Chapitre | : Notions générales

[.1.Définition

L’enzyme est une protéine présentant des propride<atalyse spécifique d’une
réaction chimigue du métabolisme de I'étre quirladpit. L'enzyme agit a des concentrations
faibles, elle augmente la vitesse de la réactiomiciue sans en modifier le résultat. A la fin
de la réaction la structure de I'enzyme se retrangbangée. L'enzyme agit a des conditions
relativement douces (Température basse, pH neutr&n enzymologie, on désigne
par substrat enzymatique toute molécule subissaet néaction chimique catalysée par
une enzyme (Exp. L'amidon est hydrolysé par l'asgyl&n glucose). Il peut s'agir de
molécules complexes, de polymeres, de moléculeplasT(Exp. La catalase dismutant du
peroxyde d'hydrogene). On désigne par produit, etoatolécule qui résulte de la
transformation du substrat au cours d’une réadagalysée par une enzyme.
|.2. Cofacteur et de coenzyme

Le cofacteur est un corps chimique (ion ou petitelécule minérale) intervenant
obligatoirement dans une réaction enzymatique.. Bg¥ pour la catalase, Zf pour la
carboxypeptidase, Mgpour la phosphotransférase.

Le coenzyme est une molécule organique, souventitlmines, qui servent de transporteurs
de groupes fonctionnels ou d'électrons intervermamime élement indispensable dans la

catalyse enzymatique d’'une réaction, la pluparitétas dérivés de vitamine B. (Tableau I)

Tableau | : Vitamines hydrosolubles et coenzymes

Coenzyme Vitaminie Principaux types .l:lE réactions
catalysées

Pyridoxal phosphate (PLP)} | Vitamine B6 (pyridoxine) Transamination des acides aminés
Décarboxylation des acides aminés
Déamination des acides aminés

Thiamine pyrophosphate | Vitamine B1 (thiamine) Décarboxylation des u-cétoacide

{TPP) Transcétolisation

Coenzyme A (CoASH) Vitamine B5 (acide Transfert de groupe aétyle, acyle

panthothénique)
Tétrahydrofolate (THF) Vitamine BS (acide folique) Transfert de groupe méthyle
Biotine Vitamine B8 (vit.H) Carboxylation
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1.3. Structure de I'enzyme

L’enzyme est une protéine globulaire, elle adopligsieurs degrés d’organisation
(Figurel):
1- Structure primaire : se définit par la séquesrt@cides aminés,
2- Structure secondaire : La séquence en acideséansubit des repliements pour
former des motifs. On parle de structure en héboefeuillet ou en coude. Ces structures

sont majoritairement dictées par les liaisons hyéne.

3- Structure tertiaire : la structure tertiairergéuprotéine correspond au repliement de la
chaine polypeptidique en trois dimensions donnaetfarme spatiale a la protéine. Ces
repliements nécessitent les interactions covalerdesme les ponts disulfures entre les
atomes de souffre des résidus cystéines, les atitmma électrostatiques comme les
liaisons ioniques (par exemple entre la chaingd&éle I'arginine et de l'aspartate) ou
les interactions de type "liaison hydrogene”, leteractions de van der Waals et les
interactions avec l'environnement de la protéinelvént, ions, lipides, ...). Cette
organisation entraine une localisation: des acaiesés polaires en surface externe et
des acides aminés non polaires vers lintérieurladanolécule (zone hydrophobe
interne) ; C’est au niveau de cette zone que se $# site actif d’'une enzyme. Pour
gu’une enzyme soit fonctionnelle, il faut qu’elléogte une structure tertiaire.
4- Structure quaternaire : Représente l'assoniat® plusieurs chaines polypeptidiques
possédant chacune sa propre structure tertiairaq&hmonomeére est appelé sous-unité et
l'agencement tridimensionnel des sous-unités ediiliseé le plus souvent par le biais

d'interactions non covalentes.

Primaire Secondaire Tertiaire Quaternaire

b N

Figure 1 : Structures des protéines

Met-Glu-Gly-Ala-Cys-
Trp-Tyr-Trp-Léu-Hiz-
Cys-Ala-Asp-Phe-...




On peut trouver :
(O Des enzymes entiérement protéiques (protéine ertiued Exp. chymotrypsine,
lysozyme,...etc.
(O Hétéro-enzymes ou halo-enzymes ou holo-enzymeynezs avec deux parties :
Partie protéique (Apoenzyme non active} partie non protéique (coenzymes et ou
cofacteur) Exp. catalase, phosphotransférase,...etc.

Les cofacteurs et ou coenzymes peuvent étre liésgd@ covalente ou non covalente a
I'enzyme. Ceux qui sont liés fortement (incapall@sre dissociés par dialyse) s'appellent des
groupements prosthétiques Lorsque la liaison est faible on parle d’'un cbsttat ou co-
enzyme. Une enzyme contenant un cofacteur ou unmpgment prosthétique s'appelle
holoenzyme. Le terme apoenzyme est réservé a iftenggns cofacteur.

Les enzymes sont en général des protéines globsilaite site actif est formé d’un site

de fixation et d’'un site catalytique (Figure2) :

Site de fixation

Site actif

RS R ] Site catalytique

cofacteur

Figure2 : Représentation schématique d’'une enzyme.

—le site de fixationreconnait la structure du substrat et détermafénité;

— le site catalytiguepermet la transformation du substrat en produdgééermine la
vitesse de la réaction.
|.4. Spécificité enzymatique

Les enzymes présentent une spécificité pour lehstgat et pour la réaction qu’ils

catalysent. Une classe d’enzyme ne reconnait gypande substrat et la réaction
enzymatique est unique.
1.4.1. Spécificité de réaction Une enzyme ne catalyse qu’un seul type de réaction
parmi 'ensemble des réactions qui sont possipl@sexemple le glucose peut étre
phosphorylé en glucose 6 phosphate (par la gluaskinou isomérisé en mannose (par la
glucose épimérase), la glucokinase et la glucaseésase possedent la méme spécificité de

substrat mais possedent des spécifies de réadtiéredtes.
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1.4.2. Spécificité du substrat :Une enzyme est capable de reconnaitre parmi des
centaines de substrat le composé avec lequel eileadir. Une enzyme est spécifique d'un

substrat ; elle ne peut catalyser d'autres molécAilsi, la glucose-oxydase ne peut catalyser
qgue l'oxydation du glucose. Mise en présence dactgse ou de saccharose, I'enzyme n'a
aucune action sur ces molécules. On distingue gipgtes de spécificité : spécificité liée a la

nature de la liaison (liaisons peptidase, phosgkataestérases,...etc.), spécificité pour un
groupement chimique (carboxyestérases : spééifatx laisons esters ou sont engagées les
acides organiques, Phosphoestérases : spécHigitdiaisons esters ou sont engagées des
groupements phosphatés,...etc.), spécificité abggkmeralement envers des substrats de
faible poids moléculaire : urease pour l'urée) atstéréospécificité (distinction entre les

liaisons optiques (D et L), les anomere®(p), les épimeres,...etc.).
1.5. Classification et nomenclature des enzymeg( est le sigle de « Enzyme

Commission ») : On distingue six classes :

« EC 1 :oxydoréductasegui catalysent les réactions d'oxydo-réducticanéfert
d'électrons ou d'électrons associés a des profomdant sur différents résidus,
associant des coenzymes (NAD (Nicotinamide Adereucleotide), FAD (Flavin
Adenine Dinucleotide), NADP (Nicotinamide AdeninenDcleotide Phosphate), FMN

(Flavin MonoNucleotide)), des cytochromes et degpteurs comme O

Cytochrome C oxydase
4 Ferrocytochrome C +0- 8H" <=> 4 Ferricytochrome C + 2@+ 4H +4¢&

(RéduitFe** Fe’* (oxydé)
Lactatéshydrogénase
CH3;-CHOH-COOH+ NAD'+ 2é<=> CH-CO-COOH+ NACH + H"
(Acide lactique) (Acide pyruvique)

« EC 2 :transféraseqqui transférent un groupement fonctionnel sur uoepteur :

un groupe méthyl (Cg), un sucre comme le glucose, un Nith phosphate,...etc.
On distingue parfois les aminotransféraseanstfiert d’'un groupement-NH, d’'une
molécule sur un céto-acide, en position on obtient un nouvel acide aminé et les
transaminases : le NHh'est pas transféré en: le nouveau composé n’est pas un acide

aminé.




E
A-X + B<=> A+B-X
Phosphokinases
ATP + glucose<=> ADP + glucos&P
» EC 3: hydrolasesqui catalysent la rupture d’une liaison avec Xation des éléments
d’'une molécule d’eau :
A-B + H,0 <=>A-H +B-OH
RCOO-CH-R’ + H,O <=> RCOO H + R-CH , OH
Esterases
» EC 4:lyases (ou synthasesjui rompent diverses liaisons par d'autres pracédé
I'hydrolyse et I'oxydation ;
R-Cd—COOH <=>R-CHO + CO,
Décarboxylases

(d’acide cétonique)
R— CH_$_ COOH<=> R-CH,-NH, + CO,
NH.» Décarboxylases d’'un acide aminé

« EC 5 :isomérasegui catalysent le déplacement d’'un groupe a Fiaté de la

molécule sans que la formule brute ne varie.

C|H3 C|3H2—COOH
H-C-€OO0OH <=> CH,
@) Mutases CCB
EOA Cc;A
Methyl malonyl CoA Succinyl CoA

- EC 6 : ligases (ou synthétasesjui lient deux molécules avec la rupture d'unisdia a
haut potentiel énergétique.
Acetyl CoA synthétase
Acetate + CoA > Acetyl CoA
[\ %
P

AMPPP

AT
Avec : ATP : Adénosine triphosphate
AMP : Adénosine mono-phosphate

PP : pyrophosphate
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La nomenclature ECest une classification numérique des enzymes, ebasar
la réaction chimique qu'elles catalysent. Chaqudecd'enzyme consiste en des lettres
majuscules « EC » suivies de quatre nombres sépamésdes points. Ces nombres
représentent chacun une étape dans la précisitmdassification de I'enzyme. Le premier
nombre de la nomenclature EC indique le type dectid¥qa catalysée, le second
le substrat général impliqué lors de la réactiertydisieme le substrat spécifique impliqué et

le quatrieme le numéro de série de I'enzyme.

Exemple : l'enzymeripeptide aminopeptidasea le codeEC 3.4.11.4qui est construit
comme suit:3 signifie unehydrolase 3.4 signifie hydrolases agissant sur des liens
peptidiques, 3.4.11 implique celles qui détachent anide aminémino-terminal
d'unpolypeptide et3.4.11.4implique celles qui détachent cet acide aminé artenminal

d'un tripeptide.

|.6. Catalyse enzymatique (Energie d’activation eétat de transition)

Soit la réaction suivante S (Substrat)1—> p (Produit)
«-—
2

L’énergie est la capacité d’'un systeme a effecturetravail. L’énergie libre de Gibbs
(G) exprime I'énergie potentielle d’'une moléculeA&° est la variation de I'énergie libre
d’une réaction. Le sens de déroulement de la wradiépend dAG° qui elle-méme dépend
de I'état initial de (S) et I'état final (P).

- si S possede plus d’énergie que P, la réactidaisspontanément dans le sens 1 la
réaction est dite exergoniqu&QG°< 0).

- Si P possede plus d’énergie que S, la réactioserfait spontanément dans le sens 1
La réaction est dite endergoniques>0).

Les lois de la thermodynamique expliquent qu'uaetién puisse se faire spontanément
mais prend beaucoup de temps a se faire et lesneszyccélerent le taux de réaction.
L’enzyme augmente la vitesse d’'une réaction thdgmamiquement possible sans en
modifier I'équilibre et sans qu’elle ne soit mod#i. La plupart des réactions chimiques, non
catalysées, bien que thermodynamiquement possibl&G°<Q), n’aboutissent
gu’accidentellement a la transformation des mokEein produits et ceci avec de tres faibles

vitesses.
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En effet, les molécules participantes a une réaaiomique passent par un état dont la
structure est intermédiaire entre celles des f8aeti celles des produits. Cette structure
intermédiaire est appelée ktat de transition » qui implique des liaisons extrémement
faibles lui conférant une grande instabilité (c’Bétat le plus instable de la réaction). Pour
atteindre I'état de transition, les nuages éléafues des deux réactants doivent enter en
contacte, ceci nécessite un apport d’énergie d@alié «Energie d'activation: AG »
(Figure3).

AG*=-RTInK;,

ol AG : est I'énergie d’activation, R la constante des parfaits, T la température

absolue en Kelvin,La constante d’équilibre K,

Energie
libre

Réaction

Figure 3 : Diagramme énergétique de I'état de transition
La réaction ne se ferra que si les réactants seemewavec suffisamment de force pour
libérer de I'énergie capable de rompre les liaigdingure4).
P -
- 1“ ‘A//o
v AG*
Produit

Figure 4 : Heurtement des réactants, dégagement de chalprodetction d’énergie

d’activation

Les enzymes sont capables d’abaisser I'énergidivBsion des réactions, de ce fait

augmentent les vitesses des réactions.
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L’enzyme accélere (catalyse) une réactm stabilisant I'état de transition, par

conséquent diminue I'énergie d’activation@*)

(Figure 5). L’enzyme est capable de lier les

réactants au sein de son site actif et former amsiomplexe ES.

Energie
libre

Non

. 5
T / \ « catalysée

\
\ Catalysée

AG" I

Reaction

Figure 5 : Effet d’'un catalyseur enzymatique sur le diagranémergétique d’'une réaction

Exemple : Soit la décomposition de I'eau oxygénée.

H20,

»

H.O + %2 02

Energie 4

ETAT DE TRANSITION

pas de catalyseur

catalyseur chimique

catalase

Etat initial

»

-~
EA = 18 Keal/ mol

EA = 12 Keal / mol Etats activés.

EA =6 Keal / mol
Y,

Etat final

Evelution de la réaction

Figure 6 : Le diagramme énergétique d’une réaction de décoitiposge I'eau oxygénée en

présence et en absence de catalyseurs
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La formation du complexe ES permet de :

- orienter les substrats dans une position progieair interaction ;

- Diminuer I'hydratation des molécules ;

- Stabiliser I'état de transition ;

- Augmenter la réactivité du substrat.
La catalyse enzymatique se caractérise parfoiplpard’'un état de transition séparant des
intermédiaires réactionnels plus au moins stalblggife 7)

Réaction non
-~ ~ catalysée

Enzyme - oy
substrat

Energie
libre

Intermédiaire

Réaction

Figure 7 : Diagramme énergétique des réactions intermédiaires
- AG" d'une réaction enzymatiquexG (ES 1) +AG (ES2)+AG (ES3)........
- AG (enzyme)x AG' (catalyseur chimiquej AG (réaction non catalysée)
- AG(enzyme) =AG (catalyseur chimique) AG (réaction non catalysée\G ne change

pas en présence et en absence de catalys8sGp-GS)
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CHAPITRE |l : CINETIQUE ENZYMATIQUE M ICHAELIENNE

La cinétique enzymatique est I'étude des variatides vitesses de la réaction en
fonction de la concentration en substrat. La véeds la réaction est le nombre de mole de
substrat transformé ou en produit formé dans uamaelet dans un temps donné.

[I.1. Notion de la vitesse initiale

On considere la réaction enzymatique suivante :

1‘(] kcal
E+S 1:'_: ES —®» E+P
-1

AvecKi : constante de vitesse de réaction élémentaire

La vitesse initiale mesure I'apparition du prodaut cours du temps dans les conditions

expérimentales : T°, pH, salinité,...etc. optimaux.

_ds__dp
dcdt

=

[S]>>>>[E] et le temps court : on cherche a resl@ms les conditions ou [S]>>>>[P], dans
ces conditions [S] et [ES] sont considérés comnsecdastantes : c’est la phase stationnaire
(Figure 8).

(Sourla § —p
L
Sl
a5 | [5] [F]
52l
| v=-98 _dP
dt dt
P2l .
dpf_
Flls
1 ] ] I.

o ("

Figure 8 : Les phases de la cinétique enzymatique

*» phase pré-stationnaire
* phase stationnaire
* phase post-stationnaire
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[1.1.1. Influence de la concentration en enzyme sua vitesse
On augmente progressivement la concentration eazyme et on maintient la
concentration en substrat constante. Lorsque leecdration de 'enzyme augmente la vitesse
initiale augmente aussi.
A t1, en condition de vitesse initiale, il ypsoportionnalité entre la [E] et la
quantité de produit forme. La courbe V = f ([Eft une droite (V = d[P] / dt)

A t2, les conditions initiales ne sont plus véeBeil n’y a plus proportionnalité (Figure 9).

t'l tz

Figure 9 : Influence de la concentration en enzyme sur |lasséale la réaction
[1.1.2. Influence de la concentration en substratw la vitesse

On augmente progressivement la concentration seibstrat et on maintient la
concentration en enzyme constante. La vitessealmitaugmente avec l'augmente la

concentration de substrat (Figure 10)

[F]

Avec > S> S

Etat quasi- Temps
stationnaire

Figure 10 :Influence de la concentration en substrat surtksse de la réaction
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ll. 2. Equation de MICHAELIS MENTEN et représentation graphique

(L INEWEAVER -BURK ET EADIE-HOFTSEE)

k—l k]
Soit laréaction: E+8 +————ES — _E+P
ks ks
Vi=k: [E].[S] V:=ka[ES]
= k2 [ES] 4~k [EL[P] =1)

La vitesse de disparition du substrat est : -dS/dt=V, -\,
La vitesse de ’apparition du produit est: +dP /dt =V
Donc: Vi =Va=V;

Dol: ki [E]. [S]=[ES] ( kot ka)

Alors _LEJIS]_k2+k3
dhi 1T e vy

Km : constante de Michaélis est la constante de dissociation du complexe enzyme substrat

Soit [E7] la concentration totale de ’enzyme dans le milien.
La [E] libre s’écrira: [E] = [E1] —[ES]

Km devient alors : Km = ([Er] - [ES]) [S]/[ES]
Km = [E1] .[S]/[ES] - [ES].[8] /[ES]
Km = [Eq]. [S]/[ES] - [§]
Km + [8] = [Eq]. [S] /[ES]
[ES] = [Ex]. [S] / Km +[S]

Sachant que la vitesse de la réaction : V =K. [ES]
On peut donc écrire en remplacant [ES] : V = ks [E1]. [S] / Km+[§]
La vitesse est maximale lorsque tout E est combiné a5 [E+] = [ES]

V=ks. [ES]
Vmax = k}l IE]’]

¥V max .[S] _
 Km + [S] y= ax avec a= Vmax/km + [S] (Figure 11)
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La détermination des parameétres cinétiques esicitiffet peu précise a partir de
I'hyperbole. Expérimentalement, il n'est pas poside déterminer Max on ne connait

gu’une valeur approchée.

ik

Vmax ;o

751

Y¥max
50

: [S]
Wi e e
max ‘E‘I:n-iu[g:'

Yo =

1

|
|
25.-?‘h :
I

Courbe de Michaelis

Figure 11 :Hyperbole de Michaelis-Menten
On peut retrouver les deux valeurs importantgg, ¥t Km grace a différents
traitements mathématiques, parmi lesquels Ila résemtation en double inverse.
Représentation Lineweaver-Burk (type: Y=ax+b) (ffeg 12) et Représentation d’Eadie
Hoftsee (Type Y= - ax+b) (Figure 13).

Représentations linéaires

A

- Linewearer-Buck : %; f

| Km 1
= + —
V Vm[S }0 Vim
1_ -
[v]
3
Vma:{-

Vmix _______________________ E \
3!
/ i Pente =Km/ Vmax

1 - 1/Km

Y
= 1 2 1
3Km 2Km Km Km Tel

Figure 12 : Courbe des doubles inverses (Lineweaver-Burk )
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11.3. Signification de la vitesse maximale V. et la constante de

Eadie-Hofstee : V = f{L]

.[S:|()
v K
Vim = M =V + _ —Km
[S], [S]
V=Vm-Km L
[s],
oA
Vmax
pente -Kygq
Vmax/Km

/

.
_—

v/ STy

Figure 13 : Courbe des doubles inverses (Eadie Hoftsee)

Michaélis K,

La vitesse maximale (Vhax)

v
v
v

Correspond a la vitesse initiale quand I'enzymesagirée par son substrat ;
Renseigne sur 'efficacité catalytique de I'enzywhgu= ko [Et] =>Vimae Ko E] ;
Keat : Turn Over Number « TNO », nombre de moléculesudestrat transformé en
produit par unité de temps, c’est l'efficacité ¢tgigue de I'enzyme : la fréquence

de I'acte catalytique (8.

La constante de Michaelis K,

v

v

Km a la grandeur d’'une concentration et représgatfinité de I'enzyme pour
son substrat, Km est d’autant plus élevée queidigdf de I'enzyme pour le
substrat est plus faible (inversement proportidergel’affinité) ;

Concentration initiale de substrat pour laquelle ¥/2 Vinax donc la moitié des

sites actifs de I'enzyme est occupée par le substra

Quand :
[S]>>> Kin =>Vi= Vimas KealEf]
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Quand :
[S]<<< K =>Vi= (Keal Km) [EY] [S]

v Le rapport Ko/Kn, : constante de spécificité liée au substrat, pedaaléterminer
le meilleur substrat pour une enzyme. Le rappdrs@svent donné comme mesure
de l'efficacité catalytique, car il correspond & wonstante de vitesse pour de
basses concentrations de substrat [(S) s<dénc (E) = (ET)]

I1.3. Unités enzymatiques et activité spécifique

La vitesse est exprimée en unités :

v' Unité internationale (Ul) est la quantité d’enzyme transformant uoeole de
substrat par minute dans les conditions optimateda$age.

v Katal est I'activité enzymatique exprimée en mole de sabtransformé par seconde.
L’unité usuelle est le nanokatal (1 Ul = 16,6 naatak).

v' Activité spécifique (AS)est I'activité enzymatique exprimée par Ul ou Katat mg
de protéine partiellement purifiee (Ul/mg de pioeg ou (Katal/mg protéine).

v Activité spécifigue molaire (ASM) est le nombre de moles de substrat transformé
par mole d’enzyme et par seconde. C’est une caistc@e de I'enzyme et ne peut se
calculer que si la préparation enzymatique est.duASM correspond a la constante

catalytique (k) ou turn over de la réaction et s’exprime en sdeon
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CHAPITRE |ll : LES EFFECTEURS DE LA REACTION ENZYMATIQUE

Toute molécule qui modifie la vitesse d'une réactienzymatique est appelée
un effecteur. Les effecteurs qui augmentent I'@étienzymatique sont des activateurs, a

I'inverse, ceux qui la diminuent sont des inhihigseu
l1l.1. Influence des paramétres physicochimiques

[11.1.1. Effet de la température

La plupart des réactions chimiques s'accélérentc al@ chaleur. En effet,
'augmentation de la température augmente I'énetijggmique (la chaleur) fournie aux
particules impliquées. Cette énergie thermiquecesivertie en énergie cinétique, et plus
d’énergie cinétigue signifie que les particules d@placent plus vite et se heurtent plus
frequemment. Dans le cas de réactions contrbléesupa enzyme, l'augmentation de
I'énergie cinétique signifie que les substrats voeetcuter plus frequemment le site actif de
I'enzyme et former plus de complexes enzyme-sutbstrdonc plus de produits. Si pour une
méme durée, plus de produits sont formés a des émtupes plus élevées gqu'a des
températures plus basses, la vitesse de réactiardanc augmenté.

L’activité de I'enzyme augmente avec l'augmentatoba la température jusqu’a un
certain seuil qui provoque la dénaturation de Rene (une protéine), diminuant ainsi son
activité. La somme de ces deux effets donne unebeowaractéristigue de I'activité

enzymatique (Figurel4)

@ A i Activation

g [T

™ [

E  F

= i

o Dénaturation

o

pL

=

[T

< -
Hopt Temperature

Figurel4 : Courbe caractéristique de l'activité enzymatigndamction de la température

On peut le voir sur le graphique de la figure 1%.a0 point 1, allant de 0°C a 60°C, la
vitesse de réaction augmente a mesure que la taetapgEraugmente. Le point 2 a 55°-
60°C correspond a la température optimale de l'erezyC’est la température a laquelle la
vitesse de réaction est la plus élevée, ou il yracde plus de produits formés par unité de

temps. Cependant, une fois que la température sE€B&SC au point 3, les enzymes
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commencent a se dénaturer car la température @stélevée. Au-dela d’'une certaine
température (a partir de 60°C) on observe une getteent irréversible de l'activité : c’est la
thermolabilité. Ceci est valable pour la majoritésdenzymes sauf pour les organismes

thermophiles. Exp. ADN polymérase d@dermus aquaticuonctionne a haute température

(72°C)

Temperature
__________ optimum

-

\\\Zx"
>

Vitesse de réaction

20 30 40 S0 60 70 80

Temperature, °C ———m=

Figurel5 : Effet de la température sur la vitesse de l'aidienzymatique

111.1.2. Effet de pH

Le pH, également connu sous le nom de puissanpeteatiel hydrogéne, correspond a
la concentration d’ions hydrogene dans une solutibme concentration plus élevée en ions
hydrogene indique une solution plus acide et unppid bas. Une concentration plus faible
d’ions hydrogéne indique que la solution est plasidue, ou alcaline, et a donc un pH plus
élevé.

Chaque enzyme a un pH optimal; C'est le pH aumosl site actif est le plus
susceptible de percuter avec succes un subst@dbnet de catalyser une réaction le plus
rapidement possible. Lorsque le pH est signifieatient modifié au-dessus ou en dessous de
ce pH optimal, les enzymes commencent a se déna@igka modifie la forme du site actif de
I'enzyme, de sorte qu’il n’est plus complémentaira molécule de substrat et que la réaction
contrdlée par 'enzyme ne se produira plus. Le patlifre I'état d’'ionisation des protéines et
affecte l'activité enzymatique (modifie la struautertiaire de I'enzyme ou la charge des
acides aminés du site actif).

Le graphigue suivant (Figurel6) montre les changesnde l'activité enzymatique en

fonction des variations de pH. Lorsque le pH augmeate 2 a 7, la vitesse de réaction
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augmente. D’'un pH 7 a un pH 12, la vitesse de i@adiminue. Dans des conditions trés

acides ou alcalines, la vitesse des réactions estiynes est faible.

(2) pH optima

S & pH T (3) pH

3 faible = ! élevé=

L vitesse ! vitesse de

3 de : réaction

g réaction | faible

@ faible ,

> L pH

2 3 4567 8 9101112

Figure 16 : Effet du pH sur la vitesse de la réaction enzyquai

La plupart des enzymes présentent un maximumidtgcentre des pH allant de 6 et 8.
Certaines cependant requierent des conditions ldemsnt plus acides ou plus alcalines
(Tableau I, Figure 17)

Tableau Il : pH optimal de quelques enzymes

Enzyme pH optimal

Pepsine

Lysozyme
Phosphatase acide
Chymotrypsine

Phosphatase alcaline

~N © oo o1 o0 N

Lipase pancreéatique
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Pepsin  Saccharase

Trypsin

Activité enzymatique

Z L 6 8 10

Figure 17 : pH optimal de quelques enzymes (acide, neutresid i)

111.1.3. Effet de la force ionique

La force ionique influence sur la conformatioon{sation de site actif, structure
tertiaire, ...etc.) et la solubilité de I'enzyme ai dubstrat (diminue ou en augmente leur
affinité envers la phase aqueuse).

Une enzyme n'est active que si elle est solubild&ées le milieu ou elle agit. En
solution, chaque molécule d'enzyme est hydratéest-a‘dire en interaction avec des
molécules d'eau. Si on introduit un sel dans cdtation, il est aussi hydraté. Cependant, si
ce sel est a une concentration beaucoup plus gmuneldenzyme, il monopolise toutes les
molécules d'eau et I'enzyme n'a plus d'enveloppgditation : elle est séparée du solvant
aqueux. C'est le processus de relargagesaliirig-out. Outre le pH, la charge de la chaine
latérale des acides aminés dépend de la forceuenilg fixation des substrats chargés dans le
site catalytique et leur mouvement sont influermaasla composition en ions du milieu.

L'expression la plus simple de la force ioniqusetl:e

1
=3 Z(ci. z{)
1

Ou G est la concentration molaire de l'ion i gs& charge.
La figure suivante (Figurel8) montre un exempld'effet de la force ionique sur l'activité

enzymatique de la peroxydase (POD).
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5 L
4 i
3 | T
Act POD+ NaCl
g 1 L

Activité POD en nKat/g MF

uJ

) 0,5 1 1,5 2

NaCl en mol/L

Figure 18 : Effet de la force ionique sur la peroxydase (POD)

l11.1.4. Métaux et cations divalents
Les ions métalligues (Fe Cd?...etc.) sont parfois nécessaires a Iactivité
enzymatique. lls interviennent :
- Comme éléments dans la catalyse (cofacteurs) ;
- Comme stabilisant de la structure tridimensiolenéé 'enzyme

Quelques exemples :

CU?* : cofacteur pour le cytochrome c oxydase (enzyek@haine respiratoire) ;
Fe* ou Fé" : stabilisant pour les cytochromes et cofactewr e catalase ;
Cd" : stabilisant pour les protéases de la coagulation
Mg®* : stabilise la structure de la phosphatase tyeosih joue également le réle d'un
cofacteur.
Zn®* est un inhibiteur pour la phosphatase tyrosineetofacteur pour la carboxypeptidase.
[11.2. Protéolyse

Les enzymes sont synthétisées sous forme de peécsiimactifs, leur coupure par les
protéases va conduire a leur activation. Exp. Lgsine (enzyme pancréatique) est
synthétisée sous forme de trypsinogéene (inactweil sin clivage par I'entérokinase (enzyme
intestinale) pour devenir active (trypsine).

[11.3.Inhibiteurs

Un inhibiteur est une substance qui a pour effetlidenuer la vitesse d’'une réaction
enzymatique. Il existe des inhibiteurs réversilgiedes inhibiteurs irréversibles.

22|




Inhibiteur irréversible : Agent qui se lie de fagon covalente avec I'enzyroer f'inactiver
totalement. Exp. L'acide cyanhydrique (HCN) (pois@spiratoire). Il forme un complexe
stable avec le fer des cytochromes et provoquaribition.
Inhibiteur réversible : Agent qui se lie a I'enzyme avec des liaisons &bl liaison
vanderwals, électrostatique,...l'inhibition n’est pdgfinitive. On distingue trois types
d’inhibition : inhibition compétitive, non compétie et incompétitive.
[11.3.1. Inhibition compétitive

On parle d’inhibiteur compétitif lorsque l'inhibite se fixe sur 'enzyme en compétition
avec le substrat. Le complexe El (enzyme-inhibjtaia pas d’activite.
Un inhibiteur compétitif possede généralement unessemblance structurale avec
le substrat et tous deux entrent en compétitiorr geufixer sur le méme site enzymatique
(effet isostérique). On parle également d’'une iitioib compétitive lorsque l'inhibiteur est

volumineux et empéche ainsi I'accés du substrat.

Ks et K sont les constantes des équilibres de dissocidésrcomplexes intermédiaires E-S et
E-I. Dans le cas de cette inhibition, la concerdgratotale de I'enzyme s’exprime par :
[Elo = [E] + [E-S] + [E-I]

[Ele = [E] + [E-5] + =L

ik}
ou encore :
_ [Ele - [E-5]
- 1
1+ X
Dans le cas de I'inhibition compétitive, I'équatidavient :
[Elo [%]

[E-5]=
KM[I + %]I]+[S]

La vitesse de la réaction enzymatique ainsi inhgé&eprime alors par :
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Figure 19 : Inhibition compétitive (hyperbole)

L’équation de LINEWEAVER-BURK devient :
.
FL =_M[1+ m]l_ L1
T“TO Vmax KI [S] Vmax
L’intercepte demeure 1/\ix et la pente est accrue par le facteur (1 + [)]/Ka valeur de

1/[S] lorsque 1/¥= 0 est telle que :

LB m)
Vmax T Vmax KI [S]
1 1 11
5] - Km[l * KJ

Une caractéristique importante de I'inhibition catipive réside dans le fait que les
droites tracées pour différentes concentrationkir@biteur convergent toutes en un méme
point sur 'ordonnée a une valeur égale akkvOn reconnait ainsi facilement I'inhibition
compétitive (Figure 20).

Parmi les caractéristigues de l'inhibition comiiés :

1. En présence d'une concentration fixe d’inhibiteam, observe une augmentation du
Km (Kmi > Km) => une diminution de l'affinité dedhzyme pour le substrat

2. Pas de modification de la Vmax quand [S] >>> Kmi
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3. Il est possible de lever I'inhibition en augmentntoncentration du substrat.

1
v

% :
T - K -
-1/Km /Kmi  Kml— =@ Ko 5]

Figure 20 : Inhibition compétitive (double inverse)

[11.3.2. Inhibition non compétitive

Un inhibiteur non compétitif peut se lier a la fost avec une méme affinité, sur
I'enzyme libre et sur I'enzyme liée au substrapeddant, l'inhibiteur et le substrat n'entrent
pas en compétition pour se fixer sur un méme s$aesubstrat se lie au site actif, et I'inhibiteur
a un autre site de fixation. L'inhibiteur entraimee modification de la conformation du site
actif, ce qui empéche la transformation du substratproduit mais n'influe pas sur la
reconnaissance entre I'enzyme et le subdteatcomplexe El (enzyme-inhibiteur) et ESI

(enzyme-substrat-inhibiteur) n’ont pas d’activite.

/ , [ - "
G L E+S S E-S - E+P
; “ E + | = E-I
a a3
E-S+| = ESI
= ",

Dans le cas de cette inhibition, la concentratodalé de I'enzyme s’exprime par :

[G] [E]o = [E] + [E5] + [E-1] + [ES]]
oll [E-I] = [EI]{EI] et [ESI] = %

L’équation [G] se réécrit ainsi :
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Elo = [E] + [E-S [E1 (] | [E-5]1(]
[Elo =[E] + [E-S] Rt Ry

Il faut remarquer que les réactions de formatios demplexes £S et ESI sont de méme

nature, les constantes &t Ks, seront vraisemblablement identiques.

-5y 1+ )

11
K1

Dans le cas de l'inhibition compétitive, I'équatidavient :
[Elo [3]
11

KM[1+ ]J+[S] o

E -
1+

[E-5]=

La vitesse initiale de la réaction enzymatique @ffe par une inhibition non compétitive
s’exprime alors par :

Wmax [5]
[1]

-I;UT(_:.:
(Kpr+ 5] [1 + E]

[E] (L] _ [E-5][I]
[E-I] [ESI]

avec K=

Figure 21 : Inhibition non compétitive (hyperbole)

L’équation de LINEWEAVER-BURK devient :
Ky 15 1 1 (1]
[H] 1 [1+——+—1+—
Vo TUTmax K1 [S] TUTmax K1

Sion trace 1/ versus 1/[S], I'interceptds, devient :
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_ 1 (.,
b_vmax [1+ Klj

et la pentea, a la droite s’écrit :

Epr [ [I]]
a=011+ =
Vmax I“’:I

La valeur de 1/[S] lorsque 1{\+ O peut se recalculer :

K_M[ m]l___l_[ E]
Vmaz & R[S T Vms b T K

Une caractéristique importante de l'inhibition raampétitive réside dans le fait que les
droites tracées pour différentes concentrationki@biteur ne convergent pas en un méme
point de l'ordonnée mais plutbt en un point commde I'abscisse correspondant a la

valeur— 1/Ky. On la distingue ainsi de l'inhibition compétitiggigure 22).

Figure 22 : Inhibition non compétitive (double inverse)

Parmi les caractéristiques de I'inhibition comipési :

v' Ce type d'inhibition n’est pas levé par un excesulastrat
v |l se produit une diminution de la vitesse maximed@s aucune modification du Km car

il 'y a pas de compétition entre le substratiaehibiteur pour le site actif
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[11.3.3.Inhibition incompétitive
Un inhibiteur in compétitif ne se fixe jamais akgme libre mais seulement a I'enzyme
complexée avec le substrat ES et empéche la fammdéas produits. Généralement, la liaison
du substrat sur l'enzyme entraine une modificattten la conformation de Il'enzyme
par ajustement induit, révélant ainsi un site datfon pour l'inhibiteur. L'inhibiteur, en
retour, modifie la conformation du site actif dsbyme, et empéche la réaction.
|

&

E+S S E-S-E+P
¢ E-S +1 S ESI
“ ]

L’analyse du mécanisme réactionnel donne :
Vimax [5]

V. = 1
Ear+ (s [1 + —]
E-Z1[1
avec EKEp = [[ES]I[]]
.
I - Sans |
Avec |
II Hiax 5 -
--_ll r o
= --.-l-
4
.r'-.'.... i e |"-.

Figure 23 : Inhibition incompétitive (hyperbole)
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Le graphique de LINEWEAVER-BURK se réécrit de lamégie suivante :

T VAT T ()
J Vo " Vimax 51 T Veazt

Si on trace 1/yversus 1/[S], I'interceptda, devient :

1 I
(D)
et la pentea, a la droite Vinax K

S’écrit : Kpf
[

B Vmax
La valeur de 1/[S] lorsque 1/¥ O peut se recalculer :

B (), )
-I;"'TmEiX [S] B Hmax KI
1 1 1]

5] -~ Ku [l * Klj

Dans ce cad/maxetKy diminuent du méme facte(t +

[1/K}), alors

queKy / vmax reste inchangé. L'affinité apparente de I'enzymer pe substrat augmente et

une partie de [ES] reste bloquée sous forme de][BBhax diminue). Dans ce type

d’inhibition le substrat a une affinité supérieyveur I'enzyme (Figure 24). L'inhibition

incompétitive se retrouve rarement pour les enzyspésifiques a un substrat. Par contre, les

enzymes pouvant réagir avec plusieurs substrataetidrce type de cinétique en présence

d’unhibiteurs

(1L >[1]
[1],>0
(11=0

1)y = {THIVKYV,,

max, app

1/v

e

K oo = -{(1+IVK YK, 1/[8S]

Figure 24 : Inhibition incompétitive (double inverse)
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CHAPITRE IV : LES ENZYMES INDUSTRIELLES

IV.1. Préparation des enzymes

Les enzymes industrielles sont obtenues par eiiraét partir des cellules animales,
végétales et microbiennes. Les cellules microbiersomt les plus largement utilisées ; elles
présentent de nombreux avantages comme sourceydiesz croissance exponentielle

(bonne production d’enzymes en un minimum de tempaglction et rétro inhibition facile.
IV.1.1. Sources

IV.1.1.1.Cellules végétales

L’induction se fait souvent en changeant quelquasampetres d’environnement par
exemple, on induit les cellulases par I'éthylenedeul’acide indolylacétique, I'amylase par
I'acide gibberellique,...etc. La différence majeurar papport aux enzymes microbiennes
réside dans la présence chez les plantes d’'un mséoaontrolé de dégradation des enzymes
en tant que méthode de régulation. La fabricaties dnzymes d’origine végeétales est
soumise aux contraintes d’approvisionnement deaaéme premiere (caractere saisonnier des
récoltes).
IV.1.1.2.Cellules animales

Divers organes, glandes et liquides biologiquest st@#s sources d’enzymes. Les
facteurs déterminants sont: I'age, I'espece, laniara de tuer les animaux (guillotine,
exsanguination,...etc.) et la rapidité d’exécutionfaitide la présence d’une grande quantité
d’enzymes protéolytiques. La fabrication des enz/nukorigine animale est soumise
€également aux contraintes d’approvisionnement dedsiere premiere. Les organes sont
également collectés dans les centres d’abattagsplas apportés aux conditions de collecte
et de stockage sont déterminants pour la qualitéadeatiere premiére et le colt final de
'enzyme. Il faut éviter les contaminations micrefones qui provoquent une perte d’activité
enzymatique.
IV.1.1.3.Cellules microbiennes

Pour obtenir une bonne sécrétion d’enzymes, il ¢watsir une bonne souche, un bon
milieu de culture, des inducteurs, bien détermiteer conditions de fermentation (pH,
température, lumiére, £..), rechercher les mutants ne produisant pas peeggeurs et
augmenter le nombre de génes pour synthétisenteaziésirée.
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Milieux de production

Les matieres premiéres qui vont apporter aux raiganismes leurs €léments nutritifs
(énergie et sources de carbone, d’'azote, de phosplde soufre, de sels minéraux, de
vitamines,...). Elles sont choisies en fonction dégres suivants :
- Compatibilité avec les reglementations en vigudgs pays pour ce qui concerne les normes
des produits destinés a I'alimentation : absenaatdeptiques, d’antibiotiques, de pesticides,
de métaux lourds,...etc.) ;
- Approvisionnement stable en quantité et en quaditit au long de I'année ;
- Colt aussi peu élevé que possible, y comprikatmret transport.
Pratiquement tous les produits reglementairessésli proviennent des industries agricoles et

alimentaires (Tableau IlI).

Tableau Ill : Exemple de matiéres premieres utilisées commieundle production
Substrats Exemples
Source de carbone et d’énergie Farine de cérdatew de soja, amidon de mais|et

de pomme de terre, son de blé ou de riz, .... Aingi
gue les sous produits tels que le lactosérum et les
mélasses.

Source d’azote (organique) Farine de poisson,igélataséine, farine de soja
son de coton, mais et d’arachide, corn-steep (abte
a partir des eaux du trempage de mais).

Sels minéraux et substances de croissandextrait de levure, corn-steep, huiles végétales,
exigées farines de graines oléagineuses.

Préparation et stérilisation du milieu
La pureté de la culture doit étre maintenue jusguidoment de la récolte. Ceci

implique un traitement thermique suffisant des ara8 premieres. Cette stérilisation peut se
faire par des échangeurs de chaleur a plagues oinjeation de vapeur. Le traitement
thermique ne doit pas provoquer I'apparition dedpits défavorables a la croissance et a la
synthese (produits de la réaction de Maillard).
Conduite de la fermentation

Elle se fait dans un milieu riche, fortement aé agité ou les parametres
physicochimiques sont régulés en continy, (@H, Température). Dans les milieux riches en
protéines I'agitation et I'aération provoquent Pagpition de mousses qui sont réduites par
I'addition d’anti-mousses (composés a base d’haileémales ou végétales,...).

Dans certaines synthéses il faut un inducteur, dandres il faut éviter la présence de

métabolites répresseurs au début ou leur appargioncours de la fermentation. Les
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inducteurs doivent étre présents dans les miligeiqproduction (exemple: I'amidon pour
I'amylase, l'urée pour l'uréase, le xylose pouxyll@se isomérase ...). Certaines molécules
agissent comme inducteurs a faible concentratiorcoshme répresseur a fortes doses
(exemple: cellobiose pour les cellulases). Un efféticteur est trés souvent démontré par des
analogues de substrats (exemple: isopropyl-bétaiddalactoside qui est I'analogue du
lactose pour la B-galactosidase). Les co-enzymes peuvent aussi avoeffet inducteur
(exemple: la thiamine augmente la production deylavate carboxylase). Les produits de la
réaction enzymatique peuvent agir comme inductéexemple: maltodextrine pourad’
amylase, maltose pour la pullulanase).

La répression catabolique: De fortes concentratemsucres rapidement assimilables
peuvent entrainer la répression de la synthéséedeyme. Le glucose, le cellobiose, le
glycérol, I'amidon répriment la cellulase deichoderma viridae Le glucose inhibe la
synthese de linvertase paspergillus nidulans La synthése de polygalacturonases par
Aspergillus nigerest inhibée par le glucose et l'acide galacturomiq

IV.2. Procédé d’obtention

Le processus d’obtention des enzymes pures siétdges suivantes (Figure 25):

1°"® étape :I'extraction donnant un mélange de molécules $ounse solubles ;

2°M® étape : Fractionnement du mélange en jouant sur les diffégs de solubilité pour
obtenir une famille moléculaire ;

3°™¢ étape :la purification par des méthodes physicochimicquedio-spécifiques conduisant
a une molécule pure.

I\VV.2.1. Extraction

Les enzymes peuvent étre divisées en deux cagsgeglon leur localisation : les
enzymes extracellulaires (exo-enzymes) sont syisded a l'intérieur de la cellule, puis
secrétées dans l'espace extracellulaire ; les eegymtracellulaires sont synthétisées et
utilisées entiérement a l'intérieur de la cellu@elles-ci sont généralement présentes en
agrégats ou liées ou emprisonnées dans des pesticubcellulaires ou membranes
intracellulaires, rendant leur isolement plus difé.

L’extraction consiste en la libération des enzynues cellules ou constituants
cellulaires nécessitant donc un éclatement derai pa de la membrane cellulaire, par des

procédés mécaniques, physiques ou chimiques.
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Matiere premiére

Animale Végétale Microbienne

Extraction
\ 4

Extrait total

Fractionnement
\ 4

Extrait brut

Purification
\ 4

Enzyme pure

Figure 25 : Représentation schématique d’'un processus d’igieet de purification d'une
enzyme.
IV.2.1.1.Procédés utilisés pour les tissus veégétaurt animaux (procédé
meécanique)

La plupart des enzymes d’origine animale sont Ieéak dans des organes particuliers
ou dans les muscles. Les organes sont émincégl@ tain hachoir et ensuite agités dans le
milieu d’extraction. On peut également obtenir ymeée a l'aide d’'un homogénéisateur
(mixeur). Il est important de respecter le rapfloitie/poids organes, qui peut varier dans les
ordres de 2:1 a 4 :1. Cette étape se résume enopeuations : broyage et homogénéisation
tissulaire et cellulaire.

IV.2.1.2. Procédés appliqués aux cellules microlmees

Un bioréacteur, appelé aussi fermenteur (Figure @&)un appareil ou une cuve qui
permet la croissance d’un micro-organisme pourdayction de la biomasse, de métabolites
primaires ou secondaires ou encore la bioconversiore molécule d’intérét.

C’est une enceinte permettant la culture de tque tye microorganisme et répandant a
des criteres de conception permettant d’'influecatiement sur la culture et de contréler et de
piloter les paramétres physicochimiques. Le bidetacdoit permettre une stérilisation facile
et un maintient de I'asepsie pendant toute la ddeteulture et étre caractérisé par une

résistance mécanique et chimique aux contrairgées & la culture du micro-organisme.
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Systeme d’agitation

= systéme de sulv

; Sondes

Enveloppe thermigue

Effluent

Figure 26: Schéma général d’un fermenteur

IV.2.1.2.1. Fermentation en milieu solide

La fermentation en milieu solide (FMS) est un pdeeéechnologique qui reproduit les
conditions de vie naturelle des microorganismes,particulier celles des champignons
filamenteux et des champignons supérieurs, en pEmtdéeur développement (adhésion) a la
surface d’'un support organique. D’'un point de voiredamental, la FMS est définie comme
une fermentation impliquant des particules solii@sides en absence ou tres faible présence
d’eau libre. Elle differe de la fermentation en igul liquide, ou le milieu nutritif est
complétement solubilisé dans un grand volume d'edude la fermentation en milieu
submergé ou le milieu nutritif est par exemple séoisne d'une suspension de fines
particules dans la phase liquide. La principaldééd#ince entre ces procédés réside dans la
variation des proportions des phases solide, leeidyazeuse. La FMS est donc constituée de
trois phases : une matrice ou un support solide plnase liquide absorbée ou complexée dans
la matrice solide et une phase gazeuse prise ga gans les particules ou entre celles-ci.
Les champignons filamenteux sont particuliérentéen adaptés a ces cultures du fait de leur
résistance a une faible Aw et a une pression ogm®télevée. Le développement des
champignons filamenteux en FMS (figure 27) se fat extension et ramification des
filaments formant le mycélium. Aprés l'inoculatidifun substrat par des conidies, les hyphes
se développent pour former un tapis mycélien gitesid a la surface des particules solides. A
partir de ce tapis mycélien, des filaments se afypeEnt dans les espaces gazeux et des
filaments pénetrent a l'intérieur des particules (d matrice solide) ou dans les espaces
interparticulaires (par croissance) a la recheddeomposés nutritifs, notamment dans les
pores remplis de liquide. A des taux normaux d’hlitéj les espaces entre les filaments
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aériens sont remplis de gaz (aérobie), tandis egiilaments en contact avec le substrat sont
remplis d’eau (anaérobie). Les activités métabekgse produisent principalement pres de la
surface ou a l'intérieur des pores, mais les filatm@ériens peuvent présenter une activité due
a des phénoménes de diffusion. Pour finir, les sy hydrolytiques diffusent dans la
matrice solide et dégradent les polymeres afin eéempttre la production de molécules
assimilables par le champignon.

Mycélium aérien
Interface air-liguide —p

Couche humide de myeélium

Myeélium pénétrant

Substrat

Figure 27 :Modele de développement d’un champignon filamentukMS.

(O Les paramétres influencant la FMS

1. Le support
Le support est I'un des parametres les plus imptsten FMS. Il doit étre choisit avec

attention en fonction de plusieurs facteurs commeallle des particules, la porosité, la

composition biochimique, sa capacité de rétentiawd et/ou sa capacité a contenir les

éléments nutritifs (source de carbone, d’azoteeesels minéraux), sa disponibilité et son

colt. lls sont classés en deux catégories, lesosigppmertes et organiques, et se présentent
sous trois formes :

1) Sous la forme de matériaux organiques naturels @@y ou lignocellulosiques) : ce
sont généralement des sources de polymeres inssjubbmplexes et hétérogenes
(bagasse, pulpes de betterave, paille, bois, sdmédenanioc,...). lls servent a la fois
de substrat (source de carbone) et de support ;

2) Sous la forme de matériaux synthétiques (mouss® polyuréthane). lls servent
uniquement de support et nécessitent par consétjagpbrt d’'un milieu nutritif ;

3) Sous la forme de matériaux minéraux (granulésgde, perlite, pouzzolane). lls servent
uniguement de support et nécessitent par consétiagport d’un milieu nutritif

2. La température
La température est 'un des facteurs les pluctie’s a réguler en FMS. La faible

conductivité thermique de I'air (en comparaisorcdie de I'eau), des
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supports et I'absence d’eau libre limite le trartstle chaleur et son élimination favorisant
ainsi une élévation de la température pouvant plgru’a 20°C au dessus de la température
d’'incubation. Cette élévation de la températureedépdu type de microorganisme, de la
porosité, de la taille des particules et de lagmdéur du support. Ce phénomene se produit
surtout lors de la croissance de la souche et iestteiment proportionnel & son activité
métabolique génératrice de chaleur, de I'ordreGk&l300 kJ par kg de masse cellulaire. Une
mauvaise dissipation de la chaleur peut entraieer gtadients de température au sein du
milieu de culture durant la fermentation et peubvpquer des déviances métaboliques,
'asséchement du milieu, la dégradation des predsiécrétés, une diminution de la
disponibilité des nutriments ou encore l'arrét dephase végétative au profit de la phase
reproductive du champignon filamenteux (productabgconidies).
Plusieurs possibilités existent pour limiter ounéher cette chaleur avec :
- de maniére passive : le phénoméne d’évaporatiesu (mais avec une diminution de la
disponibilité de I'eau) ou l'utilisation d’'une fineouche de support (favorisant I'évacuation de
la chaleur, contrairement aux couches profondes) ;
- de maniere active : l'agitation mécanique duiguilde culture (de maniere modérée et
intermittente), la circulation d’eau froide a I'érteur des plateaux (dans le cas d'un réacteur a
plateaux), I'aération forcée du milieu de cultuve@de I'air humidifiée et refroidie (le plus
efficace, avec une dissipation de plus de 80% d&dteur).
3. L’humidité relative et I'activité de I'eau

En FMS, l'eau est présente sous deux formes : stausorme d’eau complexée a
I'intérieur de la matrice solide, et sous la ford¥@ne couche mince qui peut étre absorbée a
la surface des particules ou contenue dans lesnmggipillaires. La teneur en eau nécessaire
pour les cultures est avant tout dépendante daeshesuwitilisées, mais sa limite basse serait
fixée a 12%, seuil en dela duquel les activitésalmgiques cessent, et sa limite haute
dépendrait principalement du support et de sa dg&pde rétention (mais elle serait de 90%
pour les substrats ligno-cellulosiques). Le contemu eau, ou plutdét la quantité d'eau
disponible, est vraiment trés important puisqu’'daiele humidité limiterait I'nydrolyse du
substrat, la solubilisation et la diffusion desriménts et/ou I'accumulation de composés
inhibiteurs dans les particules solides, tandisuge’ forte humidité réduirait la porosité
(espace interparticulaire), le volume des gaz stéiehanges gazeux, tout en favorisant la

contamination bactérienne.
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4. L'aération
L’aération est un facteur important en FMS puistigli va permettre : I'oxygénation (surtout
pour les organismes aérobies comme les champigfi@ansenteux), la dissipation de la
chaleur métabolique (régulation de la températurendieu) et I'élimination des produits du
métabolisme (CO2, vapeur d’eau, composés volaflkg. peut étre passive (de surface) ou
active (forcée par l'injection d’air humidifiée afde ne pas assécher le milieu). Le choix d’'un
support poreux et la calibration de la taille destipules par broyage (de 1 mm a 1 cm)
permettra d’optimiser I'aération du milieu de cudten facilitant la circulation de lair. Il faut
cependant noter gu’'un changement dans la porasiséipport (pour les supports organiques)
se produit lors de la dégradation du substrat deecisque d'un tassement ou d'une
compaction des particules, provoquant la formatierchemins préférentiels et une réduction
de I'apport d’oxygene.
5. Le pH
Le pH est trés difficile & homogénéiser et a ddatren FMS. En effet, au cours de la
culture, I'activité métabolique des souches va tivadie pH du milieu soit en I'acidifiant, par
la production d’acides ou par I'absorption d’iommmaonium, soit en l'alcalinisant, par la
libération d’'ammoniac provenant de la dégradatierpbtéines, d’'urée ou d’autres amines.
Une régulation partielle de ce facteur au courtadermentation peut cependant étre réalisée
par I'ajout d’acide ou de base a I'eau utilisée rpajuster le taux d’humidité du milieu. Un
autre systeme de régulation (passif) consisteligartides systéemes tampon, comme I'emploi
de résidus agro-industriels présentant naturellemen excellent pouvoir tampon ou
I'utilisation d’'un mélange de sels d’ammonium atrde.
O Les différents types de réacteurs industriels
Lors de la conception d’'un réacteur, deux factesost principalement pris en compte :
la hauteur de couche (mince ou profonde, c'esta-flisqu’a un metre) et I'aération.
L’optimisation de ces parameétres permettra notanliériter ou de limiter I'hétérogénéité
du milieu et 'accumulation de chaleur. Le nombeerdacteurs congus pour la FMS reste
cependant encore limité et ceux-ci ne sont pasnigds. Les quatre principaux types de
réacteurs communément utilisés sont :
1. Les bioréacteurs a plateauxTray bioreactor)
Ce type de bioréacteur est constitué de platedagés (en bois, en métal ou en
plastique), contenant une couche mince de suppatlc cm), et placés dans une chambre a
atmospheére controlée (température, humidité). Llaurmuse déroule en principe de maniere

statique et l'aération de celle-ci se fait généralet de maniére passive (sans aération
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forcée), bien qu’une aération puisse étre réaksémisant circuler de I'air du bas vers le haut
de la chambre. La température peut éventuellenteatcéntrdlée par circulation d’air ou
aspersion d’eau. Enfin, le principal désavantagealéype de bioréacteur est le nombre de
plateaux et le volume nécessaire, rendant complejaangement d’échelle.

2. Les bioréacteurs a lit fixe Packed bed bioreactor)

Ce type de bioréacteur est généralement composee cdtolonne (en verre ou en
plastique) contenant le support solide. L’enceirgeut éventuellement étre équipée d'une
double enveloppe permettant une circulation d’égaaeconséquent une meilleure régulation
de la température. La culture est généralemeridjséaet une aération peut étre appliquée par
le bas de la colonne. Les principaux inconvéniatgsce type de bioréacteur résident dans
I'obtention d’une culture non homogene, dans l&dalifté a récupérer le produit (support) et
dans le changement d’échelle (compliqué)

3. Les bioréacteurs a tambour rotatif Rotating drum bioreactor)

Ce type de bioréacteur est composé d’'une cuve,@yveans baffles, tournant autour
d’'un axe (comme une bétonniére). Ce systeme pemeedération adéquate (forcée ou non)
et une homogénéisation du milieu par une rotat@mogique (afin de limiter le cisaillement)
ou continue. Le principal désavantage de ce tygaatéacteur est son remplissage qui ne
doit pas excéder 30% afin de garantir une agitafioace.

4. Les bioréacteurs a lit fluidisé Fluidized bed bioreactor)

Ce type de bioréacteur consiste a mettre des pledicen suspension dans lair a
I'intérieur d’'une colonne. Ce systeme permet uniéaign et une aération continue, évitant
ainsi l'agrégation des particules et favorisantiiéation de la chaleur métabolique.
Cependant, le principal désavantage de ce typeiatéaoteur réside dans son colt (trop)
élevé.

IV.2.1.2.2. Fermentation en milieu liquide

La fermentation en milieu liquide est particuliéeh bien adaptée aux cultures des
micro-organismes unicellulaires, comme les badéeieles levures, alors que la FMS est,
elle, bien adaptée aux organismes mycéliens. Emt, effagitation nécessaire pour
homogénéiser les milieux liquides (et les oxygépaur les cultures aérobies) entraine des
contraintes de cisaillement que peu de soucheslimygnés sont capables de supporter (méme
si des souches fongiques ont pu étre adaptéessacees a ce type de culture). En outre, il
n'y a pas de contraintes d’oxygénation en FMS, jeéhum étant directement en contact

avec I'oxygene de l'air.
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(O Types de fermentations

On distingue 3 types de fermentation en phasede&uiculture discontinue (batch ou
non renouvelé), culture discontinue alimentée (Batth) et culture continue.
1. Culture discontinue (batch)

Consiste a mettre en contact la biomasse et letratibsne fois pour toute. La
fermentation est arrétée lorsqu’il ya épuisemensuostrat et / ou accumulation de produit.
L’entiéreté du substrat est apportée dés la mis®@e de la fermentation. Le volume reste
constant et la biomasse augmente selon la courleoiksance a 5 phases (Figure 28). Le
procédé présente les avantages de la simplicite fetible cout. L'inconvénient majeur de
cette technologie réside dans le risque de répressitabolique, productibilité faible due a la
taille de I'inoculum qui est souvent faible et caitda des phases de latence longues et le
démarrage de la culture associé au temps néceadairemise en service du réacteur (lavage,
stérilisation).

1 2 ¥ 4 £

: phase de latence.

: phase de croissance exponentielle,
: phase de ralentissement,

: phase stationnaire.

: phase de declin.

=

B B

1

Figure 28 : Cinétique de croissance microbienne en milieu mowouvelé (batch)
2. Culture discontinue alimentée (Fed batch)

La fermentation est initieée dans un plus faibleunot (pied de cuve). Pour une méme
taille d’inoculum la fermentation va démarrer phase. Lorsque la culture est en phase
exponentielle de croissance, le substrat stérileajesité progressivement dans la cuve. Le
débit est réglé de sorte que la concentration batgt et en biomasse soit constante dans la
cuve. Lorsque la cuve est remplie, on coupe [|afitagon la culture évolue alors
conformément a la courbe de croissance disconti@lest une technique trés utilisée en
pratique pour les avantages suivant : gain de tengs productibilité, possibilité de modifier

la composition du milieu durant l'opération et pb#gé d’orienter si nécessaire le
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métabolisme de la souche et de stimuler la prodniate métabolites apres avoir favoriser la
croissance.
3. Culture continue

Dans un réacteur fonctionnant en continu, il y aapport permanant du substrat en
contrepartie, une partie équivalente du contenuréhcteur doit étre soutirée. Deux cas
peuvent se présenter : soit les cellules sont sixdens le réacteur par différents moyens
(cellules immobilisées) (réacteur hétérogene) i stles sont libres et le réacteur est
homogénéisé (réacteur homogene). La productil@télus élevée qu’en discontinu ou semi
continu (volume utile de la cuve mieux utilisé, euvest pas vidée, nettoyée et stérilisée). Le
procédé présente l'inconvénient de contaminatibdeamutation.

(O Types de réacteurs
1. Bioréacteur a biomasse en suspension (réactewrhogene)

Dans un réacteur a biomasse en suspension, degés'ubiologiques” sont
perpétuellement agitées de facon a optimiser leeraction avec le substrat et a éviter toute
accumulation locale. Les "unités biologiques” ersiion peuvent étre constituées soit de
cellules indépendantes, soit de cellules agglomséétee elles en vue de former un floc, soit
de cellules fixées sur un support mobile ou ende® cellules enfermées dans des capsules
poreuses.

2. Bioréacteur a biomasse immobilisée (réacteur h&togenes)

L'utilisation de bioréacteurs a particules en sosma impligue un processus de
séparation en aval de la fermentation pour récupsoé les cellules, soit les molécules
intéressantes. Pour éviter cette opération, consdriu® de temps et d'énergie, les
technologues ont pensé a immobiliser les cellubiisem les emprisonnant dans des matrices
de plus ou moins grandes tailles, soit en les fixam un support inerte. On parle alors de
biofilm pour désigner I'ensemble de la biomassédisur le support ou la membrane de
confinement. Dans cette configuration, le mouvemeatatif entre substrat et biomasse
indispensable pour éviter les carences et/ou lasnaglations - est obtenu en faisant s'écouler
le substrat sur la biomasse qui est, quant a elleobile dans le réacteur. La fixation
cellulaire n'est cependant pas toujours appliceatedes difficultés de transfert de nutriments
et particulierement d'oxygene peuvent apparaities Bont causées par I'épaisseur du "film"
cellulaire, qui empéche une bonne diffusion deméhés nécessaires aux cellules, ce qui se
traduit par un ralentissement du métabolisme daesh&s sous-jacentes. De méme lorsque la
biomasse est enfermée dans une membrane ou intdgrée un gel, la translation des

nutriments et des produits aux travers de ceweat gtre ralentie. Enfin, on peut assister a
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des phénomenes de "relargage" (détachement deofaafse [ex : autocurage d'un lit
bactérien]) qui imposent malgré tout souvent dascgssus de séparation en aval de la
fermentation.

Dés que la fermentation est terminée, la cultureedmidie entre 3 a 5°C. Les enzymes
doivent alors étre séparées des cellules et deumdui moyen d’une centrifugation et d’'une
filtration. Dans le cas des enzymes endocellulaitesrécupération est plus difficile et
suppose une étape supplémentaire de broyage owsae des cellules microbiennes
[sonication (ultrasons), congélation/décongélatibrgyage ou agitation avec des abrasifs
(agitation violente en présence des microbilleseatee appelées « ballotinis », désintégration
a haute pression, lyse enzymatique (lysosyme msu6Gram positifs), lyse chimique par des
traitements alcalins (ce traitement dépend dealailgé de I'enzyme recherché a ces pH) Exp.
La L-asparaginase extraite a pH 12 pendant 20 erimgt d’hydrolyser la membrane].

I\V.2.2. Fractionnement

Apres éclatement des cellules et des organisatiohsellulaires, les composants non
protéiques sont séparés des enzymes en jouanewusolubilité. La précipitation est le
procédé le plus utilisé. Cette méthode repose autifférence de solubilité des protéines.
L’addition d’un réactif ou un changement de comditprovoque le passage d’'une protéine de
I'état soluble a I'état insoluble. Diverses techugg sont utilisées : addition de sels neutres ou
d’alcools, variation de pH,...etc.

IV.2.2. 1. Fractionnement par les sels ou relargag@rocédé le plus utilisé€)

Les protéines sont solubles dans les solutionsesah des pH éloignés de leur point
isoélectrique. La solubilité décroit rapidemene@va concentration en sels et les protéines
précipitent. Tout se passe comme s'il y avait cditipg entre les protéines et les ions vis-a-
vis des molécules d’eau. Ce phénomeéne de relargagespond a une déshydratation des
macromolécules. Pour chaque protéine, on déteromeezone de concentration en sel pour
laquelle il y a précipitation totale (dénaturatiaversible). Cette technique permet ainsi de
fractionner, en partie, les constituants d’'un mgéafFigure 29). On utilise préférentiellement
le sulfate d’'ammonium en raison de son faible cdétson pouvoir précipitant élevé, de sa

grande solubilité et de son faible effet dénatuvésg-vis des protéines.
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Extraction ) ) )
Centrifugation (20min /100003 g

. |

Précipité P1 écarté Surnageant 31

Fractionnement sulfate d"ammonium a 4°C

(0-45%, 0-1,75M0) |

45-60%
(1,75-2.3414) P2
‘ Phosphorylases
60-75% ' l
(2,34-2,92M) 53 P3:LDH, PK, PGL, GDH,
PGM, PGluM, Aldolase
75-90% ¢
(282350 54 P4 : CK, PGK, Enolase,
Myokinase
55 P5: TIM, GAP- DH

Abréviations : LDH : Lactate deshydrogenase, PKruRate kinase, PGIuM : Phosphoglucomutase, PGl :
Phosphoglucose isomerase, GDH : Glycerol-3-phosptashydrogenase, PGM : Phosphoglycérate mutase,
CK : Créatine Kinase, PGK : 3-Phosphoglycerate kmallM : triosephosphate isomérase, GAP-DH :
Glyceraldehyde-3-phosphate deshydrogenase

Figure 29 : Exemple d’'un fractionnement par le sulfate d’ammond’un extrait musculaire
de lapin

IV.2.2. 2. Précipitation isoélectrique

Comme toutes les protéines, les enzymes ont ummuim de solubilité au voisinage de
leur point isoélectrique (pH pour lequel la molécui’a pas de charge électrique nette,
empéchant par la toute répulsion électrostatiqtre égs molécules protéiques voisines. A ce
pH, les protéines ont tendance a précipiter. Chago&ine a un pHdifférent selon leur
contenu en acides aminés possédant des chainegdatidnisables. La principale difficulté
d’utilisation de cette technique réside dans ldikt& des enzymes a certains pH pouvant
conduire a leur dénaturation.
IV.2.2. 3. Coagulation par la température

La solubilité des protéines globulaires augmentxda température jusqu’a un seulil
limite (40 a 50°C) ou ces protéines deviennentilnst et se dénaturent. On peut alors jouer
sur leur différence de stabilité a haute tempéeapour dénaturer sélectivement certaines
enzymes contaminantes. Cette technique est peeus®imais exige un contrdle rigoureux

pour éviter toute perte du produit recherché.
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IV.2.2. 4. Précipitation par les solvants organique (surtout les alcools)

L’addition de solvants organiques neutres miscildld®au a une solution protéique
aqueuse, entraine une diminution de leur solubfité effet, les molécules protéiques tendent
a réagir entre elles plutdt qu’avec I'eau, les iras s’agregent jusqu’a précipitation, lorsque
on ajoute des quantités croissantes de solvargré@pitation doit étre effectuée a trés basses
températures (a la limite du point de congélationrdlieu, car les solvants sont dénaturants).
A cet inconvénient il faut rajouter que la plupdgs solvants organiques sont inflammables et
trés colteux.

I\VV.2.3. Purification
IV.2.3.1. Chromatographie d’exclusion (filtration sur gel, permeéation ou
diffusion)

Cette méthode permet la séparation des protéindsypgpoids et leur taille. Le milieu
utilisé est généralement le Sephadex; milieu ukdicprésentant des macromolécules
exemptes de groupements ionisables se différenpamiieur degré de réticulation, donc par
leurs propriétés de gonflement. Les molécules dedsions supérieures aux plus gros pores
de gel gonflé, ne pouvant pénétrer dans les lsles exclues et traversent la colonne dans la
phase liquide circulant autours des perles et isolés premieres. Les solutés de petite masse
moléculaire diffusent dans le gel et sont d’aufaos retardés que leur masse est plus faible.
On élue donc les solutés dans I'ordre des masskExutaires décroissantes (Figure 30).

Grosses molécules

exclue: By .- ®
u .+_ i Tl

Petites molécules—#+ "« = " Retard .. %+«

. [ ] " "

inclues >

[ 3
Granules de gel >
d’exclusior

Elution
. [
avec \imas * 0 g8 g
Figure 30 : Chromatographie d’exclusion

IV.2.3.2. Chromatographie d’échange d’ions

Cette méthode utilise le comportement acido-basitpseprotéines pour leur séparation.
En effet, les enzymes sont des macromolécules gasséde nombreux groupements
fonctionnels chargés électriquement et qui se cot@pbcomme des poly électrolytes. L'état

d’ionisation de ces amphoteres varie en fonctiomnilieu ambiant. Si on utilise un matériel
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portant une charge opposée a celle de la protéiseler, celle-ci sera retenue. Dans le cas
contraire, on retiendra les protéines contaminanite&agit d’'une colonne en verre contenant
de la résine synthétigue (polymére insoluble) sagquélle sont fixés des groupements
sulforiques (SQ) (résine échangeuse de cation) ou d’ammonium maite (NH) (résine
échangeuse d’anion). Dans le cas des échangeusesiate le pH de la solution tampon de
départ est acide, & ce moment la tous les acidegarseront chargés positivement ; plus ils
sont basiques plus ils sont fortement liés a lmeésulfuré. Par 'augmentation du pH de la
solution tampon la charge positive des acides asnest trés progressivement neutralisée
lorsque le pH de la solution tampon atteint lg pel la protéine, celle-ci est détachée de la
résine. Dans le cas des échangeuses d’anion, ldepk solution tampon de départ est
basique, a ce moment la tous les acides aminésatsdrargés négativement ; plus ils sont
acides plus ils sont fortement liés a la résineagghuse d’anion. Par la diminution du pH de
la solution tampon la charge négative des acidéséanest tres progressivement neutralisée
lorsque le pH de la solution tampon atteint lg pel la protéine, celle-ci est détachée de la
résine (Figure 31).

Résine échangeuse d'anions (anionique) :

groupement POSITIF
lié par covalence au support

— Gt X

!

contre-ion échangeable

Figure 31 : Schéma de l'intéraction entre la résine et l'eianu dans le cas d'une résine
anionique.

IV.2.3.3. Chromatographie d'affinité

Cette méthode ne fait pas appel aux propriétési@gEmiques mais a une interaction
moléculaire du constituant a étudier, c’'est a threapacité de fixer de fagon réversible et
spécifigue une autre molécule appelée ligand. Gant attaché covalentiellement sur un
support insoluble placé dans une colonne, permgiardir d'un mélange de protéines
contenant I'enzyme a isoler, de retenir spécifigaieircelle ci, tandis que toutes les autres
protéines n’'interagissant pas avec le ligand, pasaddravers la colonne. On élue ensuite
'enzyme par différents moyens. Plusieurs facteanst importants : choix de la matrice, du

ligand, de la méthode de fixation du ligand, et desmditions de I'élution de la molécule
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recherchée pure. Pour I'élution, on utilise en géhén compétiteur qui dissocie le complexe
ligand-molécule a purifier. Il devra étre en cortcation suffisante (supérieur a son Km)
(Figure 32).

@ P4

_K. comntaminarts
@ |7
— @ O

FIXATION

Figure 32 : Chromatographie d’affinité
IV.3. Enzymes immobilisées et leurs intéréts

Les enzymes présentent un fort intérét dans le ohende la biocatalyse. Cependant,
leur colt et leur stabilité limitée dans le tempstsdes facteurs limitant leur utilisation
industrielle. Afin de palier ces inconvénients, stratégie fut proposée : I'immobilisation des
enzymes qui permet de stabiliser celles-ci au cdergur utilisation, de pouvoir les réutiliser
et de séparer I'enzyme des produits de la réaeti@agmatique.

IV.3.1. Méthodes d'immobilisation des enzymes

Les méthodes d'immobilisation des enzymes sonbenbre de trois:
IV.3.1.1. Adsorption physique

Elle se réalise sur des supports inertes (veaiylose, charbon actif). La fixation se
fait par interaction des groupes fonctionnels @mayme et du support (liaison hydrogéene,
force de Van der Waals, interaction ionique,...etEijure 33). Cette adsorption exige des
conditions de pH et de force ionique tres prédisemoindre variation d’'un de ces paramétres
provogue une desorption, inconvénient majeur de ¢ethnique.

Cette technique d’'immobilisation présente plusiauantages. C'est une méthode trés simple
a mettre en ceuvre nécessitant seulement de mett@néact I'enzyme et le support dans des
conditions de pH, température et de force ioniquandes. De plus elle est facilement
réversible, économique et ne requiert aucun réabiihique pouvant dénaturer I'enzyme.
Cependant, elle présente un inconvénient majewqgpai du fait des interactions faibles liant

I'enzyme au support, ces systémes sont peu stdlelesyme se désorbant au cours du temps.
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Support vierge Support modifié

Figure 33 : Adsorption des enzymes sur un support.
IV.3.1.2. Encapsulation (inclusion dans un gel)

L’enzyme est emprisonnée a l'intérieur d’'une matschématisé comme suite :

( Enzyme W

l _I_ | Matricesoluble |

( Phase homogéne w

l ( traitement w

( Réseau 1

L'immobilisation se fait de maniere physique et dasmaniére chimique contrairement
au greffage covalent (Figure 34). Les mailles denktrice assurent de maniere purement
physigue la rétention de I'enzyme et permet lfudibn du substrat (la matrice doit permettre
la diffusion des petite molécules seulement gfile les enzymes ne puissent pas s’en
échapper. Les matiéres les plus utilisées sontgtds: de polyacrylamide, d'alginates,
d'amidon, les fibres de polyacétate de cellulodesimicrocapsules de nylon. Cette méthode
présente un certain nombre d'avantages et d'ino@mé présentés dans le tableau IV:

Tableau IV : Avantages et inconvénients de I'inclusion dangein

Avantages Inconvénients
- Elle permet en une seule étape - La localisation de I'enzyme a l'intérieur du pogre
d'immobiliser la totalité de I'enzyme pose des problemes stériques (efficacité limitéeapees
- Elle ne présente aucun caractéere de délicat du substrat vers I'enzyme et du produidedmors
spécificité du

et est applicable a n‘importe quelle enzymepolymere).

- Elle ne met pas en jeu les groupements | - Les conditions de polymérisation (Exp. pH élevé)

actifs peuvent s'avérer dénaturantes pour l'enzyme.
de l'enzyme. - Méthode applicable que pour des substrats deepeti
- Economique et facile. tailles.
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e Enzyme

Matrice

Support vierge Support modifié

N UV ; persulfate...

NN -méthyléene BIS acrylamide

acrylamide

—= réseau 3D
—= inerte chimiquement
— conditionnable

Figure 34 : Encapsulation des enzymes.
IV.3.1.3. Greffage covalent

Il s'agit d'établir des liaisons covalentes eiierzyme et le support utilisé, tout en
préservant |'activité catalytique de I'enzyme (FégB5). Les principaux supports utilisés sont
les suivants:

- Polyosides (dextrane, agarose, cellulose).
- Protéine (collagéne).

- Polymeres synthétiques (polyacrylamide).
- Silice et verre poreux.

En général, les groupements fonctionnels de cegosigp sont des fonctions
carboxyliques, thiols, hydroxyles ou encore amif@ss groupements sont tres peu réactifs et
doivent de ce fait étre activés afin de pouvoirgnéavec les groupements de I'enzyme,
n’intervenant pas dans la catalyse enzymatiques das conditions dites douces afin de ne
pas dénaturer la biomolécule (Figure 36). Les tablesuivants représentent respectivement
les méthodes d'activation selon les supports éili®t les avantages ainsi que les
inconvénients de cette méthode.

Tableau V : Méthodes d’activation des supports

Groupe Méthode
fonctionnel d'activation
Enzyme Support
NH2 NH2 Glutaraldéhyde
NH2 COOH Azoture
carbodiimide
NH2 OH Bromure de
cyanogene
SH SH Pont dissulfure
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Tableau VI : Avantages et inconvénients du greffage covalent

Avantages Inconvénients

- solidité de la liaison enzyme-substrat (fixer L'immobilisation est plus complexe a réaliserighaes

'enzyme de fagon permanente). groupements a activer...).
- L'établissement de pontage entre les - Les quantités d'enzymes immobilisées sont infiéee
molécules d'enzymes leur confére une par rapport aux deux précédentes méthodes.

résistance aux facteurs dénaturants (stabilité)es réactifs indispensables au greffage risqdent

dénaturer I'enzyme et donc de provoquer une perte

d’activité.

enzyme

Support vierge Support medifié

Figure 35 : Greffage covalent des enzymes.

exemple : immobilisation au bromure de cyanodene (BrCN)
actfivation
imidocarbonate
— OH —
agent C = NH
3 L oH d'activation 3 =: C)’
o o
e e o BrCmiN Sm—- =
= H— oH = O
S < C = NH
— OH L O
fixation
NH
1
— O — O-C-NH
@ . C =NH |-
S e S
= + ol — 2w
D @ 5
S o S —o-c-NH -‘
C =NH
— O — OH

Figure 36 : Exemple d'immobilisation au bromure de cyanogen€NB

étapel: activation du support, étape 2: fixatiotietezyme
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IV.3.2. Propriétés des enzymes immobilisées

Propriétés physico-chimiques :Une des propriétés importantes et caractéristiglees
'immobilisation est :

6. L'amélioration de la stabilité dans le temps.

7. La résistance vis-a-vis de la dénaturation.

Propriétés cinétiques :Les propriétés cinétiques d'une enzyme immobilisg€esont pas
parfaitement corrélées a celles de I'enzyme libeediminution du transfert de masse du
substrat dans le support résultant de I'immobibsataugmente la valeur du KM de I'enzyme.
De plus, l'orientation stérique de I'enzyme faié dg site actif ne peut étre que partiellement
accessible, voire inaccessible au substrat: etre&termes, I'enzyme est maintenue dans une

conformation telle que la fonction catalytique gattiellement ou totalement bloquée.
IV.4. Domaines d’application des enzymes

IV.4. 1. Application dans I'agroalimentaire

L'utilisation des enzymes sous leurs principalesnies (préparation enzymatique ou
purifiée) connait son essor essentiellement au 3i¥ele. Le développement et la maitrise des
procédés d’extraction des enzymes des cellulesrgbienne, végétales et animale) ont
permis les diverses utilisation largement connwgsuad’hui.

IV.4.1.1. Usage dans la panification

Etant donné la prépondérance et la diversité desrammlécules végétales dans le
monde vivant, les possibilités d’applications degyenes pour transformer et modeler les
matieres premieres végétales sont innombrables.

L'utilisation de différentes enzymes permet d'amedr la qualité des produits de
boulangerieet depatisserie :

_ L’apport do- et b-amylase a la farine de blé permet d’acaaitr peu la teneur en
oses libres fermentescibles (en moyenne de 1 ad2r¥ la plupart des farines). Cet apport
permet unemeilleure fermentation avec production de gaz et un bon gonflement déie p
boulangére : on obtient des pains bien lacunai@s,collants. De plus, on peut déterminer la
proportion de dextrines produite en réglant le catpp /b des amylases de la farine. On limite
ainsi la réaction de Maillard a la cuisson et otiestt des crodtes ni trop épaisses, ni trop
colorées.

L’hydrolyse partielle des constituants du glupar un apport de protéases bactériennes

avant la formation de la pate coupe certaines oimsendopeptidiques, ce quéduit
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I'élasticité et améliore I'extensibilité de la pate ; en conséquence, le pétrissage méeaniqu
devient plus efficace car la déchirure de la pateeproduit plus.
_ De méme, avec certaines exopeptidases fongigoes;croit la libération d’acides aminés,
modulant ainsi la réaction de Maillard, donc seaséguences sur la flaveur du pain, la
consistance et la couleur de la crodte.
_ Les hémicellulases jouant un réle en panificatboh essentiellement comme substrat les
pentosanes des farines. Les farines de blé coeti¢ran effet entre 2 et 3 % de pentosanes
constitués principalement de D-xylose et de Lamd®n En conséquence, les enzymes
efficaces sont principalement des endoxylanasesutdgs a une dose optimale aux farines
(entre 50 et 100 ppm), ces biocatalyseurs consgeritsen partie les pentosanes insolubles, a
caractére defavorable pour la qualité boulangere,pentosanes solubles qui sont eux
bénéfiques. Cela se traduit par une amélioratia adeactéristiques de pate (extensibilite,
élasticité, collant) et de pain (volume, aspece)ritn cas d’addition excessive, une trop forte
proportion de pentosanes est dégradée ce quiesmahiites molles et collantes.
_ La farine contient également une acide ascorbaxyelase. Elle catalyse I'oxydation par
I'oxygene moléculaire de I'acide L-ascorbique - iildouramment utilisé en panification
- en acide L-déshydroascorbique. Ce dernier oxgdglutathion en présence de glutathion
déshydrogénase. Le glutathion oxydé devient atatsponible pour participer aux réactions
d’échange de ponts disulfures avec les protéifles;résulte un raffermissement de la pate.
_ L'utilisation de difféerentes enzymes permet deéx@r le pouvoir sucrant (Invertase :
saccharose_,  glucose + fructose) et dmmaglla qualité des produits de boulangerie et
de patisserie.
Parmi les autres oxydoréductases présentes dpatelal convient de mentionner :
— les polyphénoloxydases qui oxydent les compokésgiques pour former des quinones,
lesquelles, aprés une série de réactions, condusis polymeres colorés en brun ;
— la glucose oxydase qui catalyse lI'oxydation ducgbe en D-gluconolactone et eau
oxygénée. Cette enzyme n’existe pas dans la famaés ['utilisation de préparations
fongiques de glucose oxydase a été préconisédelansde raffermir les pates.
IV.4.1.2. Usage dans la préparation des boissons

Les enzymes dmacération sont caractérisées par leur forte activité polygal@anase.
L’action de ces biocatalyseurs se limite a une dlyde partielle des pectines de la lamelle
moyenne, suffisante pour dissocier les cellule$ éoules conservant intactes en suspension

dans un jus rendu visqueux par la présence demegdolubilisées. Du reste, la charge des
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pectines solubilisées et dégradées est importanie Ip stabilité et la qualité des produits
obtenus.

Dans le cas de lequéfaction de tissus végétaux I'hydrolyse de la paroi celtelaloit
étre plus importante que lors de la macératios djit non seulement de désorganiser les
tissus, mais également de favoriser I'écoulementytioplasme et du contenu vacuolaire. Par
conséquent, la liquéfaction la plus performante @stenue par I'action simultanée des
enzymes pectinolytiques et cellulolytiques.

IV.4.1.2.1.Clarification enzymatique des jus de fruits

Dans le cas du jus de pomme, la baisse de viscesttéobtenue par une activité
combinée de la pectine estérase et de I'endo-plalgysonase sur des pectines hautement
estérifiees en solution ; la clarification du jusptenme est possible avec la pectine lyase
mais cette enzyme est moins efficace dans la ckrdit du jus de raisin qui contient entre 45
et 60 % de pectines estérifiées. Il faut une conatom préalable (a 45-50 °C) pour arriver a
une clarification et dépectinisation compléetes. kignage avant pressurage entraine une
baisse de viscosité qui améliore la filtrabilité fless Il permet de réduire le temps de filtration
lors de la clarification des modts, ainsi que lepserat I'énergie nécessaires a I'évaporation

des jus limpides pour la fabrication des concentrés

Tableaux VII: Principales pectinases

Nom N Type Substrat Produits
Pectine EC 3.1.1.11 Hydrolase Haut DM Méthanol + GalA
mcthylesicrase
Polygalacturonace
endo EC 3.2.1.15 Hydrolase Pectate  Chaines plus courtes, oligos:
X0 EC 3.2.1.67 Hydrolase Pectate Mono OU dimére
Pectine-lyase EC42210 Lyase;  Haut DM Chaines plus courtes
endo
Pectate-lyase
cndo EC4222 Lyasec DM bas
X0 EC4229 Lyase Diméres

DM : Degré de méthylation
IV.4.1.2.2. En brasserie

En brasserie les principales sources d’enzyme Isomialt, les enzymes ajoutées au
brassin et enfin la levure. Depuis le début du Xsx&le, il est possible d’améliorer la

conservation, de remplacer ou suppléer les enzgmesalt, de régulariser la qualité et de
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produire de nouvelles biéres grace a la mise enmexalignzymes exogénes (figure 9). En
malterie, I'usage d’enzymes exogenes est peu frégudééanmoins, des cellulases et
hémicellulases peuvent accélérer la trempe deagadila germination. Des pentosanases
et -glucanases peuvent éventuellement étre ajQuaéamisées sur le malt. Elles ne vont
agir qu’au moment du brassage mais dans ce cast, @lat6t un remede a des malts
défectueux. En brasserie au contraire, ce sontodéitss extrémement efficaces pour
hydrolyser 'amidon des grains utilisés crus damsuve de trempe (mais, blé, riz). A la
gélification, I' -amylase évite a I'amidon d’étreop collant. L'usage d’enzymes trés
thermostables & un pH compris entre 6 et 7, sowd/ergine bactérienne, comme celles de
Bacillus amyloliquefasciensu deB. licheniformisqui supportent des températures de 70 a
90°C et méme jusqu'a 160 pour la seconde sont indispensables pour peemettr
I’hydrolyse de grains crus comme ceux de riz osagho qui nécessitent un empesage a
68-78C. Elles sont utilisées a 1/1000 avec les grains.dElles sont calcium dépendantes
(200 ppm). L'usage dedamylase évite la rétrogradation de I'amidon logsla chute de
température. Cet amidon rétrogradé géne la fittmatet diminue le rendement de
conversion de I'amidon en sucres fermentesciblessDa cuve matiére, I@sglucanes, les
xylanes et autres pentosanes, certaines protéicessren cystéines sont des freins a
I'nydrolyse de la maische et finalement a sa filbra Les -glucanases bactérienngs (
subtilis) et fongiquesA. niger, T. reesei, P. emersan)i sont efficaces. Leurs optima de
température sont croissants et s’étalent de 50€ Bosubtilis & 80°C pouPenicillium
emersonii Les activités pentosanases, souvent contaminalesspréparations dp-
glucanases, sont tres importantes car les pentogarieun trés fort pouvoir de rétention
d’eau et vont donc particulierement géner la fiitna. Elles ont pour effet une accélération
tres significative de la filtration, donneront ddr€ches moins humides mais leur effet sur
le rendement est moins net. Les surdosages denzgsies ne sont pas favorables car cela
conduit a une altération du lit filtrant. L’enseralile ces enzymes sont dénaturées lors de
I’ébullition de la maische. Les dextrines réside®l(20 a 60 g/L dans une biére de type
Pilsen) sont a l'origine de 30% du pouvoir calogqule la biere. L'utilisation
d’amyloglucosidases (5 a 10 unités/L) permet deirécce niveau de dextrine mais retarde
la fin de la fermentation. L’ajout de -amylasesdaupullulanases peut permettre de gagner
jusqu'a deux jours de fermentation et diminue digaiivement la teneur en
oligosaccharides de la biere. Certaines enzymes ra@es en ceuvre pour acceélérer le
processus de maturation de la biere. C’est le eds-dcétolactate decarboxylase (ALDC)

qui transforme rapidementaFacétolactate présent dans le moQt en acétoinét mjuten
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diacétyle. En présencecdacétolactate et d’oxygéne, une accumulation deétiike se fait
spontanément, ce qui oblige a une garde de la Ip@uve éviter les notes aromatiques
beurrées liées a sa présence au-dessus de 0,1 Awgdours de la garde, le diacétyle est
réduit en acétoine, cela fait disparaitre la notamatique de beurre. L'utilisation de
I'ALDC. (Produite parBacillus subtiliy permet de réduire de cinq a six jours le temps de
fabrication de la biére. Elle est détruite lorsfldsh pasteurisation qui permet de conserver
la biere. Les polyphénols présents dans la bieowgre étre a I'origine de troubles. Un
traitement avec des protéases permet d’éviter@agome (ancien remede). Aujourd’hui la

papaine (1 a 3g/hL) est largement utilisée a éette

IV.4.1.3. Usage dans la transformation des matieragasses et raffinage des huiles

alimentaires

IV.4.1.3.1. La lipolyse

La lipolyse permet grace a la libération d’acidessg

1—d’'améliorer les propriétés émulsifiantes des ingdients lipidiques : libération des
mono et diacylglycérols tensioactifs.

La digestibilité des lipides peut étre amélioréi sn réalisant des hydrolyses partielles, soit
en accroissant l'interface entre la phase lipidighda phase aqueuse pour augmenter la
surface réactionnelle.La mise en ceuvre de lipasesocee a des traitements
d’homogénéisation permet d'y parvenir ; I'hydrolydat étre partielle, d’une part, pour éviter
I'apparition de flaveurs indésirables et, d’autret,ppour accroitre le taux de mono- et de
diacylglycérols qui, par leur caractére amphiphitéduisent la tension interfaciale et

permettent d’accroitre la surface interphasique.

2— Libération des AG volatils et amélioration de laflaveur des aliments :L’hydrolyse
des acylglycérols conduit en effet a des acides gra ont une action importante sur les
caractéristiques olfactives de certains fromagesomment les pates persillées (roquefort,
bleu des Causses, bleu d’Auvergne...) par suitelede transformation en cétoacides,
méthylcétones, lactones. Ainsi, Certains acides,gramme les acides caproique (C6 :0),
caprylique (C8 : 0) et caprique (C10 : 0) donnengadt piquant, poivré au fromage.
IV.4.1.3.2. Raffinage des huiles alimentaires

Le dégommage enzymatique est la méthode la pleht&@pour dégommer les huiles
végétales, y compris I'huile de soja. Elle constitine technique adéquate pour le raffinage

physique qui requiert de faibles teneurs en phagpbbqui ne peuvent étre atteintes grace
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aux méthodes conventionnelles de démucilaginaticaitdment a I'acide, dégommage a

'eau, super-dégommage, etc.). Le but de ce procgsté de convertir grace a une

phospholipase, les phospholipides non hydratablesuree forme hydratable avec pour

avantages un accroissement du rendement en hede;adits de fabrication réduits ainsi que
la diminution des effluents. Les huiles obtenuels &uite de ce procédé de dégommage
poursuivent un raffinage physique. Elles sont aemsvoyées directement a la section de
décoloration sans passer par I'étage de neutialisdEn effet, I'élimination des acides gras

libres dans ce cas se fera par distillation sods &u cours de la désodorisation.

IV.4.1.4. Usage dans les produits laitiers

La premiere étape de la transformation du laitremége est la coagulation. Quand elle
s'effectue par la voie enzymatique, elle résuliend’ déstabilisation de la fraction caséinique
par hydrolyse spécifiqgue de la caséine capa (liaBbal05Met 106) sous l'action de
chymosine. Dans la présure extraite de la cailld&eveau nourri au lait, cette enzyme se
trouve en compagnie d’'une autre protéase coaguldmigepsine.

Il existe quatre sources principales de présurpréaure animale (extraite de I'estomac
des veaux ou de porc), la présure microbiennehyanosine recombinante obtenue grace aux

OGM (organismes génétiguement modifiés) et la petgégétale, issue des plantes.

La plupart des fromagers utilisent aujourd’hui de présure animale, mais plus
récemment, divers facteurs ont conduit a un regimérét pour l'utilisation de sources
d'origine végétale dans la fabrication du fromd&grmi ces facteurs, on trouve le prix élevé
et la disponibilité les ressources en quantitéstdes d’estomacs de ruminants, les régimes
alimentaires tels que le lacto-végétarisme, lesricdiens religieuses (casher et halal par
exemple) ou linterdiction de la présure de veacom&inante dans de nombreux pays

européens (France, Allemagne et Pays-Bas).

Remplacer la présure animale par des enzymestestde plantes pour fabriquer du fromage
n'est toutefois pas la solution la plus simple. difet, ces enzymes péjorent la saveur et la
qualité de la texture du fromage. Elles ont égaféme@ rendement inférieur a celui d'autres

sources de présure.

Parmi les plantes habituellement employées commeasale présure végétale on trouve : le
Galillet jaune Galium verunp, le chardon, lartichaut et d'autres especes elrafynar,
l'ortie piquante Yrtica dioica) et le pommier SodomeCalotropis procera et le figuier

(Ficus carcica.
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IV.4.1.5. Usage dans les produits carnés

Les enzymes protéolytiques musculaires jouent lentrés important dans le processus
d’attendrissage des viandes. Elles sont en effgioresables des altérations structurales et
biochimiques des muscles conduisant a une fratidisade ce tissu et, par voie de
conséguence, a 'amélioration de sa tendreté, tgualiplus recherchée par le consommateur.
La variabilité importante de cette qualité, quicporigine une grande diversité des matiéres
premieres, a conduit les industriels a s’intéreasertechnologies d’attendrissage « artificiel
» des viandes et, plus particulierement, a cell@sfant appel a des enzymes exogenes
comme la papaine, la ficine ou les collagénases.

L’attendrissage artificiel n'offre d’intérét que pola viande bovine car les viandes de
porc, d’agneau ou de volaille sont généralementisamfiment tendres du fait de l'age
d’abattage de ces animaux qui est physiologiquenmésatbas. L’'attendrissage enzymatique
de la viande grace a l'action de protéases exog#&pegines diverses est interdit en France
au niveau industriel. Seule I'utilisation de sdtemdrisseurs est autorisée et cette autorisation
ne concerne que la papaine, enzyme extraite dadayp. Le sel attendrisseur a base de
papaine est exclusivement réservé a la consommdtorestique avec une proportion de
papaine comprise entre 20 et 30g/kg de sel deneuiBiar contre, I'utilisation d’extraits de
fruits (papaye, ananas) est autorisée. Comptedarua viande est généralement stockée a
basse température, ces protéases ne seront pleinaatiees que lors de la cuisson. Pour la
papaine, I'optimum d’efficacité est atteint aux ieons de 40-50 °C et son activité ne cessera
gu’'apres dénaturation de I'enzyme elle-méme pahkdeur, dénaturation qui intervient aux
environs de 75-80 °C. Pour cette raison, les sendrisseurs sont ajoutés a la viande juste
avant cuisson.

IV.4.1.6. Enzyme et qualité hygiénique des aliments

Des produits agricoles, en particulier, ceux d'imgganimale comme l'ceuf et le lait
contiennent des protéines qui ont un pouvoir baiter ou bactériostatique. Ces
biomolécules sont soit lytiques (lysozyme E.C.327}, soit inhibitrices de micro-organismes
(peroxydase E.C.1.11.1.7). Ces propriétés sonb@gpk pour maitriser la qualité hygiénique
des aliments. Par ailleurs, certaines enzymes cofanmatalase (E.C.1.11.1.6) ou la B3-
lactamase (E.C.3.5.2.6) peuvent détruire des mi@eaui ont été introduites dans le milieu
(peroxyde d’hydrogene, antibiotique); d’autres biatyseurs (par exemple, la glucose

oxydase E.C.1.1.3.4) généerent dans le milieu deduits inhibiteurs. Le lysozyme est utilisé
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pour améliorer la conservation des produits madoegelés comme les huitres ou les
crevettes.
IV.4.2. Applications dans le domaine de la biologimoléculaire

L'utilisation des enzymes dans les méthodes deogies moléculaire est bien ancrée
dans les principes méthodes analytigue de la hmlagoléculaire. Les propriétés
extraordinaires que possédent certaines enzymel&aenrrence leur action sur les acides
nucléique (synthése, restrction, ligation, trammon...) font d’elles des outils
incontournables dans le génie génétique. Ici, ndéselopperons quelques exemples
d’utilisation d’enzymes dans les techniques dea@net d’amplification de 'ADN.
- Enzymes de restriction:Les enzymes de restriction agissent au niveauteldien précis
au niveau de I’ADN. Elles sont dites endonucléaseesties coupent a l'intérieur de 'AND et
non pas au niveau de ces extrémités. Les couporegedt des « bouts francs » ou extrémité
cohésives.
- ADN Polymeérase: L'utilisation la plus connue est la réplication d&DN. Ainsi, en
présence des bases ACTG+enzyme+ADN, le fragmerD N’ Aeut étre dupliqué. En vivo,
cette enzyme est responsable de la synthese deNI'AD partir des monomeres
deoxynucléotides. Cette enzyme est utilisée dameddes étapes vitro de techniques de
biologie moléculaire faisant appel a la réplicatibnbrin d’ADN.
- Transcriptase inverse:Enzyme servant a synthétiser de TADN complémeatADNCc a
partir de 'ARN. Etape cruciale dans la RT-PCR émvtranscription-PCR). Le principe de
son fonctionnement est lié€ a sa composition. Emtefélle comprend en général une
polymérase de 'ADN ARN-dépendante et une polyneérds I'ADN ADN-dépendante,
lesquelles travaillent en synergie pour réalisdrdascription en sens inverse de la direction
standard. Cette transcription inverse ou rétrotndpison permet comme son nom l'indique de
transcrire a I'envers c’est-a-dire d'obtenir d®M\a partir d’ARN.

IV.4.3. Applications industrielle
IV.4.3.1. Industrie du papier

Le blanchiment est I'élimination de la lignine daglpes chimiques du papier. Cette
étape de la fabrication du papier est nécessaine gs raisons esthétiques ainsi que pour
améliorer les qualités du produit final. Le blamsbnt est constitué de diverses étapes et varie
en fonction du type de substances utilisées. Qisautraditionnellement pour le blanchiment
de la pate kraft des composés chlorés. Cette métipodduisant des déchets toxiques

(mutagenes, cancérigenes, bioaccumulables) quaieait de nombreuses altérations des
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systémes biologiques, l'utilisation de ces agetasdhissants est interdite dans divers Etats
développés. Les enzymes sont une bonne alternatixe agents blanchissants chlorés.
L'utilisation de xylanases dans I'étape de blandninde la pate kraft permet d'éviter le
chlore et de réduire les déchets toxiques, d’éimlietape du goulot de bouteille (en raison
de la capacité limitée des cuves de dioxyde derehld’augmenter le degré de blanc de la
pate et de diminuer les colts de l'opération, natemt dans les usines qui utilisent de
grandes quantités de dioxyde de chlore. Enfin, Hétraitement aux enzymes permet
également d’augmenter le degré de blanc final geta et de réduire la présence des agents
chimiques dans I'étape du blanchiment. Le désemcies} une étape nécessaire si l'on
souhaite utiliser comme matieres premieres desdibEcupérées dans la fabrication de papier
et de carton ; la réutilisation de ces fibres dépée I'élimination des encres et des autres
polluants. Le désencrage présente néanmoins desviimients, notamment dans le cas du
papier recyclé et produit de nouveaux déchetsesl@ liquides. Voici les enzymes utilisées
dans les étapes du désencrage : les lipasestéeases, les pectinases, les hemicellulases, les
cellulases et les enzymes lignitiques. Les deuxnpnes, les lipases et les estérases,
dégradent les encres a base d’huiles végétalesautess (les pectinases, les hemicellulases,
les cellulases et les enzymes lignitiques), madlifia surface de la fibre de cellulose ou les
unions proches des particules d’encre, ce quidillarteinture de la fibre et permet de la
séparer par flottation ou lavage.
IV.4.3.2. Industrie des détergents

L’industrie des détergents utilise le plus grotuame d’enzymes, c’est-a-dire 45 % du
total du marché. Les enzymes utilisées dans celgesbnt les protéases, bactériennes et
fongiques, les amylases, les cellulases et lesdgpales enzymes les plus présentes sur le
marché sont les protéases bactériennes, dontsteeactuellement une grande variété. Ces
enzymes possedent des propriétés nettoyantes ammssset une grande stabilité face aux
oxydants. Les alpha-amylases sont tres efficaceseequi concerne la dégradation des
chaines d’amidon, ce qui est la raison pour lagquelles améliorent I'élimination des
particules de poussiére et de terre qui resteseptés dans les tissus a cause de la trame des
polyméres de I'amidon. Utiliser les protéases stdmylases conjointement permet d’obtenir
un meilleur lavage des tissus ; en effet, il ymidution de la charge des produits chimiques
dans le détergent et de la température de lavagecellulases sont quant a elles utilisées a la
place des tensioactifs ioniques pour améliorer dacdur des tissus en coton. Elles sont
également actives dans I'élimination des particdiepoussiére et de terre car elles éliminent
les microfibrilles des fibres de coton, ce qui pribdde plus un effet de brillantage de la
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couleur. Les lipases catalysent I'hydrolyse deghtcérides présentes dans les taches de
graisse, ce qui les rend hydrophiles et permetélingnation facile au lavage. Il faut signaler
que les enzymes utilisées dans les détergentsnantpact sur I'environnement positif. Elles
entrainent en effet des économies énergétiques a@uasréeduction des températures du
lavage, permettent la réduction de la teneur emyi® chimiques des détergents, sont
biodégradables, n’ont pas d'impact négatif dansplexessus d’épuration des eaux et ne
présentent pas de risques pour la vie aquatique.
IV.4.3.3. Désencollage de textile

L’amidon est la substance naturelle dont on reml(fil & coudre pour augmenter sa
résistance avant le tissage. Cet amidon doit &im@n€ avant de procéder aux traitements
finaux du tissu: blanchiment, teinture, traitemespgciaux, etc. L’élimination traditionnelle
s'effectuait auparavant en milieu acide. Aujourd’He désencollage enzymatique utilise des
amylases en remplacement de I'acide. L'industrileeutilise ce procédé biotechnologique
depuis le début du XXe siécle. Les amylases sest éfficaces dans le désencollage et ne
génerent pas de problemes de déchets dangereuX’gaouronnement comme c’est le cas
des acides minéraux, des bases ou des oxydants.
IV.4.3.4. Industrie de cuir

Le tannage des peaux est I'un des processus imsstux enzymes les plus anciens.
En voici les étapes traditionnelles : séchage, pigaga, €limination des poils et de la laine,
raclage et tannage. Le tannage utilise de nomhpeaduits chimiques pour éliminer les poils,
les graisses et les protéines non-désirées (@adtématine, albumine et globuline), laissant
intact le collagéne dans I'étape précédant le @@rde la peau. Les produits chimiques
utilisés nuisant considérablement a I'environnement utilise aujourd’hui des protéases
telles que la trypsine et les lipases. Ces subssamui réduisent I'utilisation des sulfites, des
solvants organiques et des tensioactifs synth&jquermettent d’obtenir un produit doté de

meilleures propriétés finales.
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PARTIE Il : TRAVAUX DIRIGES

Exercice 1

La lactase hydrolyse le lactose en glucose et gaac On détermine la vitesse
d’hydrolyse du lactose par la lactasg-gélactosidase) (E.C. 3.2.1.23) dans les commdtio
initiales. Il apparait 0,672x¥0moles de glucose en 10 minutes. On a introduits de
milieu 1 mL de solution enzymatique dont la teremi protéines est de 2,85 g.L
a) Ecrire I'’équation de la réaction
b) Que signifie le terme « conditions initialesPseciser les conditions de concentrations en
substrat.

c) Calculer la concentration d’activité cataly#gule la préparation en enzymatique en
Ul.mL™ et en Kat.m[*

d) Calculer I'activité spécifique de I'enzyme €hmg* et en Kat.mg

e) Calculer I'activité molaire spécifique en coésant que I'on est en présence d'une
enzyme pure.(PM = 135000 Da)

Solution de I'exercice 1

a) Réaction
Galactose
CH,OH
HO OH
CH;OH OH OH
) )
H @ p-Galactosidase OH
OH
0 CHoOH
OH CH,OH
e OH
Lactose
HO
OH
Glucose

b) Conditions initiales : ce sont les conditions pgrmettent de mesurer la vitesse initiale de
la réaction, en particulier le substrat doit &ndarge excés par rapport a 'enzyme pour que
v = vi le plus longtemps possible.

c) Calcul de la concentration d’activité enzymatique
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— En UL.mL* : I'unité internationale est la quantité d’enzymei catalyse la transformation
de 1 umole de substrat par minute.
Il apparait 0,672x16 moles soit 6720 umole de glucose en 10 minutesi,ai’aprés la
stcechiométrie de la réaction, 6720 umole de lacinsété hydrolysée en 10 minutes soit 672
pmole par minute pour un volume de 1 mL. Donc lacemtration d’activité enzymatique est
de 672 Ul.mL*
— En Kat.ml*: le katal est la quantité d’enzyme qui catalia transformation de 1 mole
de substrat par seconde. donc la concentraémtivdté enzymatique est égale a 0,672 10
/60x10x1 = 1,12 18 kat.mL-1
d) Activité spécifique de I'enzyme S’exprime en Ugfnou en Kat.mg
La concentration en protéines de la solution es2,86 g .[*, dans 1 mL de solution il y a
donc 2,85 mg de protéine D’oul activité spécifiqed’dnzyme = (672/2,85) x1 = 236 Ul.fMg
ou (1,12 16/2,85)x1 = 3,92 Kat.my
e) Activité molaire spécifique de I'enzyme
Le poids moléculaire de I'enzyme est 135 000 D&5 2ng représentent donc 2,85°10
/135000 = 2,1.18 mole.
D’ou activité molaire spécifique de I'enzyme = (622.10°%) x1 = 3,18.18° Ul.mol™ = (1,12
10°/2,1.10°%) x1 = 530 Kat.mot
Exercice 2

Pour I'étude d’'une poudre A possédant une actet&ymatique, on en dissout 0,1 g
dans une solution tampon convenable et on complé®@ ml, on obtient ainsi la solution B.
Les mesures d’activités enzymatiques sont effesta@ees dilution de 1 ml de solution B
dans 9 ml de solution de substrat (S). La conceotr&n substrat dans le milieu réactionnel
est de 10 Km (Km =1 mmol.L-1)

t (en min)
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Question 1

- A partir des résultats reproduits sur le grapbjogalculer la vitesse initiale (a exprimer en
pmol.Lt.min™).

- En déduire la concentration d’activité catalygqde la poudre A exprimée en unité
internationale par g de poudre (Ul/g).

Question 2

- On prépare une solution C en dissolvant 0,3 galelre A dans 10 mL de tampon. Puis le
reste du protocole est identique a celui utilisscpdemment. Calculer la vitesse initialg&
exprimer en umol.t.min).

Question 3

-Calculer le % de substrat consommé apres 10 nsmlitecubation selon le protocole évoqué
dans la question 1

-Calculer le % de substrat consommeé apres 10 nsmlitecubation selon le protocole évoqué
dans la question 2

Question 4

- Si on admet que pour étre en condition de \atesdtiale pendant les 10 minutes
d’incubation il faut que la consommation de suligtendant ce laps de temps soit inférieure
ou égale a 5 %, quelle est la concentration d’aétenzymatique maximale mesurable avec

cette technique (concentration d’activité enzymagiqu milieu d’'incubation en UI/L) ?

Solution de I'exercice 2

Question 1
— En déduire la concentration d’activité catalytigde la poudre A exprimée en unité

internationale par g de poudre (Ul/g).

[P] (umal.L-)

L R Pente = v, =1 pmol.L-!.minc?

* 1 (en min)
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Les mesures de vitesse initiale ont été effectusg@es dilution de la solution B au 1/10 (1 mi
de solution B + 9 ml de solution de substrat).

La concentration d’activité de la solution B eshdd.0 fois plus élevée que celle du milieu
réactionnel ayant permis les mesures de vitessaléni

Concentration d’activité de la solution B = 10 pol.L-1.min-1 = 10 UI/L

La solution B a été obtenue par dissolution de @d.goudre dans 10 ml de tampon : Quelle
est 'activité enzymatique de 0,1 g de poudre? t@gal a I'activité de 10 ml de solution B
Dans 1 L de solution B : 10 Ul, donc dans 10 ml1: Ol

Concentration d’activité de la poudre A : 0,1 Ul dans 0,1 g donc 1Ul/g

— En déduire la concentration d’activité catalygde la poudre A exprimée en unité
internationale par g de poudre (Ul/g).

Définitions :

— 1 Ul = activité enzymatique permettant la transftion d’'une micromole de substrat par
minute (Lmol. min-1)

— Concentration d’activité catalytique = activit@ mnité de volume (L) ou par unité de masse
(9) (UL.L™* ou pmol.mift.L™* ou UL.g* ou pmol.mirt.g%)

Remarque :

Concentration d’activité catalytique est exprimée:qumol.mint.L™* = umol. L' .min* =
unité de vitesse initiale. Donc mesurer la conegiuin d’activité catalytique = mesurer la
vitesse initiale

Question 2

— On prépare une solution C en dissolvant 0,3 galelre A dans 10 mL de tampon. Puis le
reste du protocole est identique a celui utilisscpdemment. Calculer la vitesse initiag&
exprimer en umol.t.min).

On sait que v= kcat [Et] [S] / (Km + [S])

La solution C est faite en mettant 3 fois plus dadse que pour la solution B, il y aura donc
une concentration d’enzyme trois fois plus grandacdune vitesse initiale trois fois plus
grande.

Vo = 3 umol.L*.min

Question 3

— Calculer le % de substrat consommé apres 10 esndincubation selon le protocole

évoqué dans la question 1.
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La concentration de substrat dans le milieu réangb au temps 0 est de 10 km donc 10
mmol/L. Apres 10 minutes d’incubation la concentmnaten produit est de 10 pmol/L. Donc
par L de milieu réactionnel : 10 pmol de substparifi les 10 mmol = 10 000 pmol de
départ) ont été ransformées en 10 pmol de produit.

Le % de substrat transformé est donc : [(10/1000000] = 0,1%.

Calculer le % de substrat consommé apres 10 minkitesibation selon le protocole évoqué
dans la question 2. Méme raisonnement. Le % ddratirmnsformé est donc : [(30/10000) X
100] = 0,3%.

Question 4

— Si on admet que pour étre en condition de vitaeg@le pendant les 10 minutes
d’incubation il faut que la consommation de suligtendant ce laps de temps soit inférieure
ou égale a 5 %, quelle est la concentration d’aétenzymatique maximale mesurable avec
cette technique (concentration d’activité enzymagiqu milieu d’'incubation en UI/L) ?

Une concentration d’activité catalytique du milielincubation de 1 Ul/L entraine la
consommation de 0,1% du substrat en 10 minutescubation. Pour avoir 5% de
consommation de substrat en 10 minutes avec ceft@emechnique, il faut avoir une
concentration d’activité enzymatique 50 fois plumportante, donc de 50 Ul/L =
concentration d’activité maximale mesurable avetedechnique.

Les concentrations d’activité supérieures entrairat la consommation de plus de 5% du
substrat en 10 minutes : nous ne serions plus reditcns de vitesse initiale pendant toute la
durée des mesures et donc les mesures de viteske sunutes ne seraient plus exactes.
Exercice 3

Une enzyme présente dans le plasma a une massiemigar0 kDa (Km = 3.1bM). Sa
concentration catalytique mesurée dans un plasina &s conditions conventionnelles est
égale 3126 UL. T

Question 1

- Exprimer cette concentration en pkat.L

- Pour quelle concentration en substrat la vitesesaction enzymatique sera-t-elle égale au
guart de la vitesse maximum?

Question 2

- En admettant que, dans les conditions convemtites de I'énoncé, la vitesse de réaction
enzymatique correspond a vmax et en sachant questad’essai de sérum est diluée au quart

dans le volume réactionnel final, quelle est la xmmeesurée dans ce mélange réactionnel?
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Question 3

Sachant que la concentration en enzyme dans lemeotéactionnel final est de 35 ng,L
calculer la constante catalytique de I'enzyme

Solution de I'exercice 3

Question 1: Exprimer cette concentration en pkat.lPour quelle concentration en substrat
la vitesse de réaction enzymatique sera-t-ellecémalquart de la vitesse maximum?
Concentration catalytique = 126 Ul/L = 126 *1ol.min*.L™* = (126 . 1¢)/60 = 2,1. 10

mol. s*.L" = 2,1 pkat/L

Vo= vmax [S]/(Km + [S]) = vmax/4

[S)/(Km + [S]) = V4

(Km+[S])/[S]=4

Km/[S]+1=4

Km/[S] =3

[S] = Km/3 =1.10' M

Question 2: En admettant que, dans les conditions convemtikes de I'énoncé, la vitesse de
réaction enzymatique correspond a vmax et en saghana prise d’essai de sérum est diluée
au quart dans le volume réactionnel final, quelle la vmax mesurée dans ce mélange
réactionnel?

Vmax = kcat [E]

Si dilution au % dans milieu réactionnel

[Eo] (milieu réactionnel) = [g] (sérum) / 4

Vmax (milieu réactionnel) = Vmax (sérum)/4 = 3pHol.min-1.1*

Question 3: sachant que la concentration en enzyme dansllene réactionnel final est de
35 ng.L%, calculer la constante catalytique de I'enzyme

Vmax = Kcat [E]

Kcat= Vmax/[k]

[Eo] = 35.10% 70 000 = 5. 18* M

Kcat = (31,5 . 16/ 60)/ 5. 10°= 1,05. 16°*

Exercice 4
L’acétylcholinestérase (EC 3.1.1.7) est purifigeaétir d'un homogénat de torpille électrique.
A chaque étape de la purification on dose la camagon catalytique (U/mL) et la

concentration en protéines totales. Les résultatsreportés ci-dessous.
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Etape de purification Volume (ml}  Protéines (g/mliConcentration catalytique (Ul/ml
Homogénat 150 600 12

Précipitation par (N§°SQ; | 10 300 150

Affinité (éluat) 20 6 51

Question 1 : Calculer l'activité spécifigue de chaque fracti@msi que les rendements et
degrés de purification pour I'ensemble de la pcatiion.

Le Km de I'enzyme pour son substrat est de 0,30 rRBuUr mesurer les concentrations
catalytiques du tableau ci-dessus, chaque fraetorpréalablement diluée au 1/18650 le
temps de mesure est de 1 min et les conditions dsagd (dans les conditions
conventionnelles retenues pour la définition deité& de I'activité enzymatique) sont telles
que 90% des sites actifs de I'enzyme [(ES)/(E)t ,9] Gont occupés par le substrat
aceétylcholine.

Question 2 :Quelle doit étre la concentration en acétylcho{gr®e mM et en unités Km) dans
les conditions du dosage?

Question 3 :

a) Calculer pour la 2eme étape de purificationdipigation par (NH),SQy] la vitesse initiale
(v0) mesurée dans le milieu réactionnel. Quellais&a Vmax?

b) En déduire, aprés 1 min d’incubation, la coneditn résiduelle en substrat (en mmol/L et
en unités Km).

c) Calculer la vitesse (v) correspondant a cetteentration et I'exprimer en % de la vitesse
initiale (Vo) mesurée.

Solution de I'exercice 4

L’acétylcholinestérase (EC 3.1.1.7) est purifigeaétir d'un homogénat de torpille électrique.
A chaque étape de la purification on dose la camagon catalytigue (Ul/mL) et la
concentration en protéines totales. Les résultatsreportés ci-dessous.

Question 1 :Calculer I'activité spécifique de chaque fractiamsi que les rendements et les
degrés de purification pour 'ensemble de la pcatiion.

Activité spécifique homogénat = 12/600 = 0,02 Ul/prgtéines

Activité spécifique precip. = 150/300 = 0,5 Ul/m@teines

Activité spécifique éluat = 51/6 = 8,5 Ul/mg prates

Activité éluat : 51 X 20 = 1020 UI

Activité homogénat : 12 X 150 = 1800 Ul

R% = (1020/1800) X 100 = 56%
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Degré de purification = facteur d’enrichissementastivité spécifique finale/ activité
spécifique initiale = 8,5/ 0,02 = 425

Question 2 :Le Km de I'enzyme pour son substrat est de 0,30 rRBlUr mesurer les
concentrations catalytiques du tableau ci-deswgue fraction est préalablement diluée au
1/1006™ le temps de mesure est de 1 min et les conditiondosage (dans les conditions
conventionnelles retenues pour la définition deité& de I'activité enzymatique) sont telles
que 90% des sites actifs de I'enzyme [(ES)/(Et) ,9] Gont occupés par le substrat
aceétylcholine.

- Quelle doit étre la concentration en acétylcholien mM et en unités Km) dans les
conditions du dosage?

Vo = kcat [ES] = 0,9 kcat [Et] = 0,9 vmax

D’aprés MM :

Vo=vmax . [S]/(Km +[S]) = 0,9

vmax [S]/(Km +[S]) = 0,9

[S]=0,9 (Km +[S])

0,9km =0,1[S]
[S] =9 km =2,7mM
Question 3:

a) Calculer pour la 2éme étape de purificationdipiéation par (NH)2SQj] la vitesse initiale
(Vo) mesurée dans le milieu réactionnel. Quelle s&xafmax?

b) En déduire, aprés 1 min d’incubation, la coneitn résiduelle en substrat (en mmol/L et
en unités Km).

a) Concentration catalytique = 150 Ul/mL = 150 Q00

Dilution au 1/1000 de I'échantillon : [E t] / 1000

Vo =kcat [E t] [S]/ (km + [S])

Vo = 150 000/1000 = 150 pmol. minL™

Vo = 0,9 Vmax

Vmax = (1/0,9) x y = 166 pmol. miit. L™

b) Concentration résiduelle = concentration de démancentration de substrat consommé en
1 min=2,7-0,15=255mM

c) Calculer la vitesse (v) correspondant a cetteentration et I'exprimer en % de la vitesse
initiale (VO) mesurée.

v = vmax [S]/ (km+ [S])
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=166 .10 x 2,55.10/(0,3 .10 + 2,55 . 10)

= 148,5 pmol. mit}. L™*

v Vo = 148,5/150 = 99%

vV =99% \

Exercice 5

Une enzyme présente dans le plasma a une massiemiga70 kDa (Km = 3.1bM). Sa
concentration catalytique mesurée dans un plasioa &s conditions conventionnelles est
égale 3126 UL. T

Question 1 :

- Exprimer cette concentration en pkat.L

- Pour quelle concentration en substrat la vitese2action enzymatique sera-t-elle égale au
guart de la vitesse maximum?

Question 2 :En admettant que, dans les conditions conventide I'énoncé, la vitesse
de réaction enzymatique correspond a vmax et dmsacue la prise d’essai de sérum est
diluée au quart dans le volume réactionnel finaglig est la vmax mesurée dans ce mélange
réactionnel?

Question 3 :sachant que la concentration en enzyme dans leneotéactionnel final est de

35 mg.L %, calculer la constante catalytique de I'enzyme

Solution de I'exercice 5

Question 1

- Exprimer cette concentration en pkat.L-1.

Concentration catalytique = 126 U/L = 126 *I@ol.min*.L™ = (126 . 1¢)/60
=2,1. 1Fmol. s*.L ™ = 2,1 pkat/L

- Pour quelle concentration en substrat la vitesesaction enzymatique sera-t-elle égale au
quart de la vitesse maximum?

VO = vmax [S]/(Km + [S]) = vmax/4

[SJ/(Km + [S]) = Y4

(Km+[S])/[S]=4

Km/[S]+1=4

Km/[S] =3

[S] = Km/3=1.10'M

Question 2 :En admettant que, dans les conditions conventimsnde I'énoncé, la vitesse
de réaction enzymatique correspond a vmax et dmsacjue la prise d'essai de sérum est
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diluée au quart dans le volume réactionnel finatlig est la vmax mesurée dans ce mélange

réactionnel?
Vmax = kcat [Et]

Si dilution au % dans milieu réactionneb]Emilieu réactionnel) = [g (sérum) / 4

Vmax (milieu réactionnel) = Vmax (sérum)/4 = 3fHol.min*.L™

Question 3 :sachant que la concentration en enzyme dans leneotéactionnel final est de
35 mg.L?, calculer la constante catalytique de I'enzyme

Vmax = Kcat [Et]

Kcat= Vmax/ [Et]

[Et] = 35 . 10° 70 000 = 5. 18° M

Kcat = (31,5 . 16/ 60)/ 5. 10°=1,05 . 16 s*

Exercice 6
k1 kmt
E+S /————* ES =———E+P
k.

Pour une enzyme E1 agissant sur le substrat Soromed

ki = 10 mol. min®. L*?

k .1 = 10" mol. min®. L

kcatl = 16 mol. min*. L™

- Calculer km1

Pour une enzyme E2 agissant sur le méme substatd®nne :

ky = 10 mol. mint. L?

k.1 = 10" mol min™. L?

kcat2 = 16 mol min'L™

- Calculer km2

- Calculer les efficacités catalytiques de : EE2t

Nous souhaitons comparer les activités enzymatiqa&d et E2 sur diverses concentrations
en substrat S. Pour cela nous allons évaluer lggités d’'une solution de E1 et d'une
solution de E2 de concentration identique : [E{f2] = 10™° mol.L™

- Calculer vmax1 et vmax2 (mol. min L'™) correspondant & [E1] et [E2] de chacune de ces

solutions. Comparer ces 2 valeurs en calcularggpart vmax2/vmax1.
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- Calculer les vitesses initiales v1 et v2 (moinTh. L") de ces 2 solutions d’enzyme pour
[S] = 10* mol.L™Y. Comparer ces 2 valeurs en calculant le rappadvtlv2

- Calculer les vitesses initiales v1 et v2 (molnthi L") de ces 2 solutions d’enzyme pour [S]
= 10° mol.L*. Comparer ces 2 valeurs en calculant le rappdvtlv2

- Comment expliquer I'impact de la concentratiory §air les rapports v2/v1? Pour une
enzyme E1 agissant sur le substrat S, on donne & mol. min*. L'}, k 4, = 10" mol. min™.
LY,

kcatl = 16mol. min*. L™

Solution de I'exercice 6

- Calculer km1

Km =k _; + kcat/lg

Km1 = k.4 + kcat/k = 1.10° mol.L™

- Calculer km2

Km2 = k; + kcat2 / k= 1.10° mol.L?

- Calculer les efficacités catalytiques de E12t E

Efficacité catalytique = kcat/Km

Pour E1 : kcatl/Km1 = 0.0° = 10 M. min+

Pour E2 : kcat2/Km2 = £010° = 10 M™. min!

Nous souhaitons comparer les activités enzymatigdes E1 et E2 sur diverses
concentrations en substrat S. Pour cela nous adlealsier les activités d’une solution de E1
et d’une solution de E2 de concentration identigfil] = [E2] = 10" mol.L™

- Calculer vmax1 et vmax2 (mol. min L) correspondant & [E1] et [E2] de chacune de ces
solutions. Comparer ces 2 valeurs en calcularagpart vmax2/vmax1.

vmax = kcat. [Et]

vmax1 = kcatl . [E1] = 010%™ = 10° mol. min*. L

vmax2 = kcat2 . [E2] = 010" = 10* mol. min*. L

vmax2/vmax1 = 19

- Calculer les vitesses initiales v1 et v2 (molnti L) de ces 2 solutions d’enzyme pour [S]
= 10" mol.L*. Comparer ces 2 valeurs en calculant le rappavtlv2

Vitesse initiale : y = vmax [S] /(Km + [S])

V1=10°.10% (10°+ 10% = 0,9 . 16 mol.L"X.min™

V2 =10*. 10% (10% + 10% = 0,9 . 1@ mol.L . min™

v2/vl =103
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- Calculer les vitesses initiales v1 et v2 (molnti L") de ces 2 solutions d’enzyme pour [S]
= 102 mol.L*. Comparer ces 2 valeurs en calculant le rappavtlv2

V1=10%.10% (10° + 10%) = 108 mol.L™ . min™

V2 =10*. 10% (10% + 10% = 0,9 . 16" mol.L-.min™

v2/v1=0,9. 16

- Comment expliquer I'impact de la concentratiohd& les rapports v2/v1?

Pour la concentration en substrat d& bol.L?, [S] est > & 10 Km pour les 2 enzymes, elles
sont saturées par le substrat. La vitesse de oéasti rapproche de la vitesse maximale qui
pour une concentration en enzyme donnée est propoelle a kcat (Vmax = kcat. [Et]).

Le rapport entre v2 et v1 est donc égal au rapgure kcat2 et kcatl.

Pour la concentration en substrat'fol.L%, [S] = 10 km1 = 0,1 Km2

Donc E1 est a sa vitesse maximale mais pas E2, léorapport v2/vl est plus faible que

lorsque les deux enzymes sont a leurs vitessesmaes.

Exercice 7

On mesure la vitesse initiale pour différentaescemtrations de substrat.

[S] mol.L?! 0,0125 0,025 0,05 0,1

Vi umol. minuté' 133 167 190 Compléter

1. Donner la signification de Vmax et Km.

2. Déterminer graphiquement les constantes cinésigle cette enzyme.

Solution de I'exercice 7

1. Signification de Km et Vmax

- La constante de Michaelis Km est la concentragon substrat pour laquelle la vitesse
initiale de la réaction est a la moitié de la \g&egnitiale maximale. Cette constante est une
concentration, elle a la méme unité : mdl.L

- La vitesse maximale Vmax (dont l'unité est mot-E7) est égale au produit de la constante
catalytique kcat de I'enzyme par la concentratidalé [Et] d'enzyme : Vmax = kcat - [Et]

2. Calcul de Vmax et Km :

1/[S] mol".L 80 40 20

1/Vi umol™. minute | 7,52. 18 5,99. 10° 5,26. 10°

Représentation de Lineweaver et Burk en coordoningesses :
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0,008 1/vi

1/[S]

200 1,5@/ 100 -50-0,001 4 50 100

-0,002 -

Calcul de 1/Vmax : lorsque 1/[S] = 0, 1/ivi = Iidx donc 1/Vmax = 0,0045 umol
! minute donc Vmax = 222 pmol.minifte

Calcul de 1/Km : lorsque 1/vi = 0, 1/[S] = -1/Kmont —1/Km = - 112,5 mdlL donc Km =
8,9 10-3 mol.l'

Calcul de vi quand [S] = 0,1 molL: si [S] = 0,1 mol.[* alors 1/[S] = 10 mol.t, d’aprés
I'équation de la droite 1/vi = 4,9.Fqumol*.minute donc vi = 204 umol.minute

Exercice 8

L'activité d'une enzyme [E] est mesurée en fonctlenla concentration en substrat [S] en
absence et en présence d'inhibiteur [I] (& uneceatration de IDM). On trouve les

résultats suivants :

Sans inhibiteur Avec inhibiteur
[S] x 107 (M) Vi (umol min-") Vi (umol min-")
2 5.0 2,50
5 7,14 3,57
75 7,87 3,95
10 8,34 4,17
20 9,09 4,54

1. Déterminer Vmax et Km en absence et en prés#imtebiteur.
2. Préciser le type d'inhibition exercée par ll'®mzyme. Justifier.

3. Calculer la constante de dissociation Kl cqroeslant.

71|




Solution de I'exercice 8

1- Graphe 1/Vi en fonction de 1/[S]

A

pente o m m

max

- ~a a = (1+[1]/K1)

Vmau 1

t (sl
1 droite de Lineweaver-Burk

Kr'ﬂ

Calcul de Ky et Vinax

nv]
1

a- Enabsencedel:

Kn=2,102M V max = 10 pmol min-’

I

En présence de [ :

K'm=2,10-2M V’max =35 umol min-'

2- Ainsi, l'inhibition de I'enzyme par I est de type non compétitif.

max

Vmax

) (1+[13/K1)

En effet, aprés extrapolation, les droites des inverses se coupent sur I’axe des 1/[S] et passent

toutes par le méme Ky, tandis que les Vyax sont différentes.

3- Calcul de la constante de dissociation Ky_

En présence d'inhibiteur non compétitif, nous avons la relation suivante :

]

v Vmax (1]
3 max KI D e——
Vimax® ———— v v’
A+IIKD o done max— Ymax

En présence de d'inhibiteur 4 une concentration 10-6 M, la valeur de K

=10"M
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Exercice 9

1/vg
(x 10% mot]l. min. L)
B
A
T T T 1 T T i
-5 1 2 3 1 5 =]
1/[S] (x 10* moi-'. L)

La courbe Areprésente les résultats d’'une étude cinétiquéadgvité d’'une enzyme E sur
son substrat S dans des conditions bien définies.

La courbe Breprésente les résultats d'une cinétique obteans ks mémes conditions mais
en présence, dans le milieu d’incubation, d’un biteur & une concentration [I] = 8:10
mol.L™.

- Calculer le km de I'enzyme pour son substrat

- Calculer Vmax

- A quoi correspond la pente de la courbe A? W@iilisette réponse pour vérifier les résultats
trouvés précédemment. Bien préciser les unités.

- Indiquer, en justifiant votre réponse, dans quye¢ d’inhibition on peut classer I'inhibiteur.

- Calculer le Ki de 'inhibiteur pour 'enzyme

Solution de I'exercice 9

La courbe A représente les résultats d’'une étude cinétiquéadivité d'une enzyme E sur
son substrat S dans des conditions bien définies.

- Calculer le km de I'enzyme pour son substrat

D’aprés le graphique (14w f (1/[S])) (Droite A),

-1/Km =1 .10mol ™. L

Km = 10* mol.L*

- La courbe A représente les résultats d’'une étiritique de I'activité d’'une enzyme E sur
son substrat S dans des conditions bien définies.

- Calculer Vmax
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D’apres le graphique (14w f (1/[S])) (Droite A),

1/Vmax = 0,1 .10mol™. min. L

Vmax = 10. 1¢ mol. min®. L*

Vmax = 10° mol. mir*. L™

- A quoi correspond la pente de la courbe A? Wilisette réponse pour vérifier les résultats
trouvés précédemment. Bien préciser les unités.

La pente de la droite est Km/vmax = 10 min

Graphiguement, la pente calculée & partir du pteéntoordonnées Ifv 0 mol*. min. L; 1/[S]
=1 .1d mol™ L et du point de coordonnées ¢\0,1 .16 mol. min. L; 1/[S] = 0 mof. L :
Pente = (0,1 .10mol™*. min. L) / (1 .16 mol*'L) = 10 min

La courbe Breprésente les résultats d'une cinétique obteans s mémes conditions mais
en présence, dans le milieu d'incubation, d’un biteur & une concentration [I] = 8:10

mol.L.

- Indiquer, en justifiant votre réponse, dans que¢ d’inhibition on peut classer I'inhibiteur.
Inhibition incompétitive : pente Km/vmax est idente en présence de l'inhibiteur, Km’

= Km/[1+([I}/ki)],vmax’= Vmax/[1+([l]/ki)], donc les droites représentant les cinétiques en
présence et en absence d’inhibiteur sont paralleles

- Calculer le Ki de 'inhibiteur pour 'enzyme
Dans l'inhibition incompétitive :

\/ ‘ Vimax ot K ’_ I'('l"n:

max' =

1/ vmax app = 0,5 . £amol™*. min.L

vmax app = 2 . I®mol.min*.L™?

vmax app = vmax/(1+[l]/Ki)

1 + [IJ/Ki= vmax / vmax app

[1/Ki= (vmax / vmax app) — 1

Ki=[1] / ((vmax / vmax app) — 1) = 2.170mol.L™
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Exercice 10

La cétostéroide-isomérasatalyse lisomérisation de différents-3-cétostéroides pour

former des A*3-cétostéroides conjugués tels que A&androstene-3,17-dione ou la
testostérone.

On étudie donc la réaction catalysée par cettereaz{E) sur laA®>-androstene-3,17-
dione, en absence et en présence d'un inhibitela @9-nortestostérone

On suit la réaction enzymatique en mesurant |'flasme & = 248 nm et on obtient les

résultats présentés dans le tableau ci-dessous.

[Slo (MM) N C()U'A'm'”l) FI (u.Amin® /1] = 5.5 uM
0.083 0.08 0.051
0.122 0.11 0.072
0.195 0.15 0.106
0.238 0.17 0.122
0.340 0.20 0.150
0.580 0.26 0.200
0.870 0.29 0.240
1.170 0.30 0.270

1. Est-on en condition de substrat saturant ?

2. Déterminez Vmax, KM et kcat (eri’)s par la représentation des doubles inverses.
3. Déterminez les parametres cinétigues Vmax apfiMetapp en présence de l'inhibiteur.
Calculez la constante KI. De quel type d'inhibitgagit-il ?

Données : [Et]=7.3 M

Solution de I'exercice 10

1. [S] étudiée la plus faible = 8,310 et [Et] = 7,3 10* M, donc [S] >> [E] : on est en
conditions de substrat saturant.

2. Détermination des parametres cinétiqgues Vmakneten présence et en absence de
I'inhibiteur et détermination de Ki

1/Vmax app= 2,5 U.Amin=>Vmax=0,4 U.A.mift

1/Km app= 1,75mM=>Km=0,57mM

1/Vmax= 2,5 U.A.min=>Vmax=0,4 U.A.mift

1/Km= 3mM*'=>Km=0,33mM

Vmax = Vmax >Pet Ky # Ky®P, donc l'inhibiteur est compétitif.

keat= Vmax / [Elo= 3,2 16 min™* = 5,4 14s*

Ki=(Kw x [I]) / (Kn?P- Ky) = 6,7 uM
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Exercicell

Un mélange de trois acides aminés : Asp (pHi =)28i (pHi = 10,76) et Leu (pHi =
6), est soumis a une chromatographie sur colonnbangeuse de cations.
L'élution est effectuée a l'aide d'un tampon a p&l =

Question

dans quel ordre peut-on prévoir la sortie de cetea@minés ?

Solution de I'exercice 11

Si les trois acides aminés ont été retenus switaoe, c'est que la charge de la colonne
a été réalisée a un pH inférieur au plus petit ges, soit un pH inférieur a 2,87, afin que les
acides aminés se présentent sous une forme chpogpiivement et qu'ils puissent étre

retenus sar la résine échangeuse de cations, ehaégétivement.

Acide aminé pHi Charge a Charge a pH 6
pH<2,87

Asp 2,87 + -

Leu 6 + Neutre

Arg 10,76 + +
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A un pH de 6, Asp est chargé négativement; il esicdélué de la colonne. La leucine est
ensuite éluée. L'Arginine, toujours chargée positient a pH = 6 reste sur la colonne et n'est

donc pas €luée.

Exercice 12

On veut séparer 3 acides-aminés : l'acide L-gldami la L-leucine et la L-lysine par

chromatographie sur une résine polystyréniquetsués par des groupements sulfonate (-503

Les pH isoélectriques de I'acide L-glutamique,alk-leucine et de la L-lysine sont respectivement :

3,22 ;5,98 ;9,74,a 25 °C.

On dépose ces 3 acides aminés sur la colonne,23 ptis on élue en amenant progressivement
pHa?7.

Question

1 - Quels acides aminés sont €lués et dans quel o{@e @onsidérera que les interactions acide

aminé-résine sont uniquement d'ordre électrostasiqu

Solution de I'exercice 12

1 - Cet exercice met en jeu une chromatographie échaagtions. Une résine polystyrénique
Substituée par des groupements sulfonate (3S3Bchargée négativement et est donc

une résine échangeuse de cations. Lorsque letptigérieur au pHi (pH > pHi), I'acide aminé
est chargé négativement (forme anionique). LordgqueH est inférieur au pHi (pH < pHi),
I'acide aminé est chargé positivement (formeooa@jue).

Le tableau ci-dessous donne les charges des 3amidgs, apH =2 eta pH =7.

Acides aminés pHi Charge a pH 2 Charge apH 7
Glu 3,22 + -
Leu 5,98 + -
Lys 9,74 + +

Ainsi, a pH 2, les trois acides aminés sont chapgégivement et seront retenus lors du passage

sur la colonne. A pH =7, seuls Glu et Leu, chamgégativement, seront €lués. Lys reste fixé a |3

colonne. Glu est élué en premier (pHi = 3,22) fueig |'est ensuite (pHi = 5,98)
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