[bookmark: _Hlk181715263][bookmark: _Hlk120022631]Chapitre 3: LES ENZYMES, DES BIOMOLECULES AUX PROPRIETES CATALYTIQUES

Rappel se seconde :
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On appelle équipement enzymatique l’ensemble des enzymes présents à un instant donné dans la vie d’une cellule. Ils vont permettre de réaliser un certain nombre de réactions biochimiques en les catalysant. Ainsi les cellules spécialisées n’ont pas les mêmes fonctions. L’équipement enzymatique peut varier au cours du temps mais il peut aussi surtout varier d’une cellule à une autre par exemple dans le corps humain. Il peut aussi varier d’un individu à un autre.
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Cette année :
Nous avons parlé lors des chapitres précédents des complexes enzymatiques, des enzymes telles que l’ADN polymérase, l’ARN polymérase.
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[bookmark: _Hlk182312966]1.Comment agissent les enzymes ?
2.Quelle est l’importance des enzymes pour la cellule ?

I) Le fonctionnement des enzymes
A. Mise en évidence expérimentale du mode d’action d'une enzyme / la lactase
partie 1 : TP ECE
Objectif du TP : Montrer que la lactase digère le lactose présent dans le lait

1) Concevoir un protocole
 Principe de l’expérience :
On veut vérifier que la lactase est efficace sur son substrat, il faut donc un tube avec de la lactase et du lactose dans les conditions de son action (37°C, pH acide) et un tube témoin sans lactase pour vérifier l’action de cette dernière (on mettra de l’eau distillée).
	Tube 1 (témoin)
	Lactose + eau distillée

	Tube 2 (test)
	Lactose + lactase



Résultats attendus :
Si la lactase réalise l’hydrolyse du lactose en galactose et en glucose alors le résultat du glucotest sera positif en présence de lactase donc dans le tube 2. Le résultat du glucotest sera négatif dans le tube témoin.
[image: ]
Nous voyons que plus le temps passe plus le glucose est abondant dans le tube test,
alors qu’il reste absent dans le tube témoin.
3) Interpréter et conclure
Le lactose est bien digéré par la lactase.





BILAN : ajouter le docs du TP

Une enzyme facilite le déroulement d’une réaction biochimique : on dit que c’est un catalyseur biochimique.

Le substrat est la molécule qui entre dans une réaction pour y être modifiée par l’action d’une enzyme.
Substrat + enzyme             produit(s)+ enzyme                     
lactose+lactase       glucose+galactose+enzyme
· Enzyme n'est pas modifiée par la réaction
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B. L’INFLUENCE DU MILIEU SUR LA CATALYSE ENZYMATIQUE
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La lactase est un catalyseur biologique. Elle accélère la transformation du lactose dans les conditions physico chimiques du vivant.
Une enzyme ou catalyseur* biologique ou biocatalyseur est une protéine qui présente les propriétés suivantes :
· Elle transforme un substrat en produit
· Elle accélère (catalyse) les réactions qui se font habituellement (dans des conditions de température et de pH compatibles avec le vivant) à des vitesses très lentes.
· Elle agit à très faible concentration.
· Elle est retrouvée intacte après la réaction chimique et elle n’intervient pas dans l’équation bilan.
· Elle agit rapidement (durée de la réaction 10-3 sec). En 1 seconde, une enzyme peut donc catalyser la transformation de mille molécules.
· Elles agissent dans des conditions du vivant donc ce sont des biocatalyseurs.
Un catalyseur* ne change ni le sens ni le résultat de la réaction chimique.

On appelle cinétique enzymatique, l’étude de la vitesse des réactions enzymatiques.
Cette vitesse peut être évaluée en quantité de substrat transformé ou de produit apparu en fonction du temps. 
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 La vitesse est maximale au début de la réaction : c’est en effet à cet instant que le rapport entre la quantité de substrat disponible et celle d’enzyme est optimale.
La vitesse initiale peut se déterminer graphiquement par le tracé de la tangente à l’origine de la courbe.

[bookmark: _Hlk119917205]
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[image: https://images.genial.ly/5ccda92bbef14a0fcc94c9bc/58e10479-533c-4c01-b14b-58a0564d63e8.png]La quantité de substrat devient inférieure à celle de l'enzyme, la quantité de produits formés s'annule progressivement, la vitesse s'annule
Plus le temps passe, plus la quantité de substrat restante diminue, la concentration de produits augmente de façon de plus en plus lente




Activité numérique
CORRECTION DE L’ACTIVITE 1 
Pb : Que nous révèlent les vitesses de réaction sur le mode d’action des enzymes ?
 L’enzyme E et le substrat S commencent par se lier (pour former un complexe enzyme–substrat : ES). C’est ce complexe qui donnerait ensuite le produit P et qui libérerait l’enzyme pour une nouvelle réaction. 
Modélisation de l’action d’une enzyme au cours d’une réaction. à l'aide du logiciel « Diastase2". https://www.pedagogie.ac-nice.fr/svt/productions/diastase2
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L’influence de la concentration en substrat
En règle générale, l’augmentation de la concentration en substrat accélère la vitesse de la réaction enzymatique. Il en est de même pour l’augmentation de la concentration d’enzymes en solution. Ces résultats montrent la formation obligatoire d’un complexe enzyme–substrat. La vitesse maximale de réaction correspond au moment où toutes les molécules d’enzymes sont engagées dans une réaction.

Document 3 : La saturation des enzymes

· Lorsque la concentration d’enzymes est augmentée, pour une concentration d’enzyme définie, on constate que la vitesse de la réaction se stabilise. C’est la saturation de l’enzyme.
· La saturation observée suggère que les substrats, bien que très fortement présents, ne peuvent plus être transformés par l’enzyme. 

 [image: ]
Lorsque deux enzymes sont spécifiques du même substrat, c’est celle qui a la plus grande affinité pour le substrat qui va interagir le plus rapidement avec elle.
L’affinité d’une enzyme est définie comme la force avec laquelle elle se lie à son substrat.
Ainsi, lorsqu’un substrat est disponible en faible quantité dans la cellule, c’est l’enzyme qui a la plus forte affinité qui va réagir préférentiellement.
L'enzyme 1 présente une affinité plus grande pour le substrat que l'enzyme 2 

Plus la concentration en substrat augmente, plus la vitesse initiale augmente

	
Effet de la température.
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Bilan :
Les enzymes agissent donc dans des conditions compatibles avec la vie. 

➢Influence de la température

 La température a un double effet sur une réaction enzymatique : elle accélère ou diminue la vitesse de la réaction.
 
En effet, la température agit sur la configuration spatiale de l’enzyme.

Il en est de même pour le pH Chaque enzyme a son propre pH optimum


	


Pourquoi la T°C et le pH sont-ils si importants pour le bon déroulement de la réaction enzymatique ?
C- La forme de l'enzyme.
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[image: ][image: ]
Ces modifications de l’activité enzymatique s’expliquent car la température et le pH modifient les liaisons faibles responsables de la structure tridimensionnelle d'une protéine. 
En quoi la structure de l’enzyme intervient-elle dans son activité ?

II. Etude de la double spécificité des enzymes
TP 1 ECE  2ème partie: Travail avec libmol

[image: ]
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CORRIGE
[bookmark: _Hlk120270422]L’enzyme de forme globulaire est constituée de 4 chaines d’acides aminés. La succession de ces acides aminés définit sa structure spatiale. Cette enzyme aménage un espace particulier appelé site actif dont la forme est l’exact complémentaire de son substrat. La formation de ce site actif découle du repliement de la protéine dans l’espace. La séquence des acides aminés confère à l’enzyme sa structure dans l’espace.
BILAN :
Les enzymes sont des protéines, constituées d'une succession d'acides aminés, avec une structure tridimensionnelle particulière. 
Certains acides aminés, forment une « poche » dans laquelle vient se fixer le substrat : cette poche est appelée le site actif. 
Ce site actif montre une spécificité ENZYME / SUBSTRAT
[image: ]
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La molécule de thiolactose a une géométrie similaire à celle du lactose. Elle peut occuper le site actif de la lactase mais n’est pas transformée.
Comme le thiolactose et le lactose ont une géométrie proche, le thiolactose peut aussi se fixer dans le site actif de la lactase. Lorsque le site actif est occupé par le thiolactose, il n’est plus disponible pour le lactose, ce qui provoque une augmentation du temps de réaction.
Donc, la fixation du substrat au niveau du site actif est nécessaire à l’action de l’enzyme.
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Document 6 : L’action des mutations sur le site actif
· Les mutations peuvent donc
affecter soit :
· les	acides		aminés structuraux,	ce
implique
substrat reconnu.
que
n’est
qui
le plus
· les acides aminés catalytiques, ce qui fait que le substrat est reconnu (fixation) mais ne peut pas être
transformé en produit.




	Dans le site actif, on peut distinguer :
- le site de reconnaissance ou de fixation qui se lie au substrat par des liaisons faibles (spécificité de substrat) TP2
- le site catalytique qui correspond aux acides aminés réagissant avec le substrat pour lui faire subir la réaction (spécificité d'action)



Lorsque les gènes qui codent pour les protéines donc certaines enzymes sont mutés, alors ces modifications peuvent-être pénalisantes ou pas et être la cause de certaines maladies génétiques ou pas.
En quoi l’équipement enzymatique d’une cellule participe-t-il à sa spécialisation ?
III. l’équipement enzymatique et spécialisation cellulaire.RAPPEL DE SECONDE P 1 de l’introduction
BILAN: Les cellules d’un organisme pluricellulaire sont spécialisées. Elles accomplissent des fonctions biologiques différentes. 
Ces fonctions sont dépendantes de la diversité et de la quantité des enzymes qu’elles fabriquent. 
L’équipement enzymatique d’une cellule est donc un marqueur de sa spécialisation cellulaire.

Lorsque les gènes qui codent pour les protéines donc certaines enzymes sont mutés, alors ces modifications peuvent-être pénalisantes ou pas et être la cause de certaines maladies génétiques ou pas.
Construction de la carte mentale.
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(2] Détail de Uexpression de 'hydrolase L1 dont le déficit est impliqué dans certaines
maladies neurodégénératives® (The Human Protein Atlas, proteinatlas.org).
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Les cellules puisent de la matiére minérale et/ou organique dans leur milieu de vie. Au sein de la cellule,
les molécules composant cette matiére subissent des transformations biochimiques dont Iensemble
constitue le métabolisme. Une voie métabolique est un ensemble de réactions biochimiques
ansformant une molécule en une autre. Les enzymes sont essentielles au bon déroulement de ces
réactions.
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Activité : A laide du document ci-dessous, montrer que la lactase est un catalyseur.

Doc ci-joint. Temps de demi-réaction de la

décomposition du lactose en fonction des conditions

Conditions expérimentales, Temps expérimentales (T = 25 °C)

A Clacrose =1 mmol - L' de demi-réaction

En absence de catalyseur ~ 1 mois Temps de % réaction = vitesse max/2

En milieuracider(rpH =4) [ 60 mln 7

En présence de lactase (c = 1 umol-L") 60 Lactivité enzymatique de la lactase est optimale a 37°C

etaun pH de 6 (pH régnant a l'intérieur du duodénum).
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la vitesse de la réaction :
V = dlProduits] / dTemps
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Phase pré-

Ta concentration Enzyme-Substrat ([ES]) augmente rapidement.

stationnaire

Phase Te Substrat disparait symétriquement a I augmentation des Produits.

stationnaire | [ES] reste stable
11y un nombre constant d’enzymes dans un milieu. Aucune d’entre elle n'étant
jamais consommée lors de la catalyse, il y aura donc un nombre constant de
complexes [ES] formés, tant que la concentration en substrat est supérieure ou égale
a celle d’enzymes

Phase post- | La concentration en substrat devient inférieure a celle de I'enzyme

stationnaire | Passé ce seuil, le nombre d’enzymes inactives augmentera, tandis que le nombre

d’enzymes actives diminuera
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A) Pdt les 55 premiéres secondes, 70% du substrat initial a disparu. Donc Vi= 70 : 55 =1,27% de substrat disparu/sec.

B) - Entre 55 et 100 s:V = 25: 45 = 0,55% de lactose disparu/s
- Entre 100 et 1455:V = 5: 45 = 0,1% de lactose disparu/s

C) La vitesse diminue au cours d'une réaction chimique puis finit par s'annuler.
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Evolution de la concentration en substrat et
en produit au cours du temps

Conditions : Effectif en lactose : 50 ) .
Effectif en enzyme : 10 === Calcul de la vitesse initiale =

pH:7 0,8 produit formé /s
Température 37°C
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pH:7
Température 37°C
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Influence de la concentration en substrat sur l'activité de la lactase

Plus la concentration en substrat est grande, plus la vitesse initiale est importante. En effet, la probabilité de
rencontre entre enzyme et son substrat est plus grande et donc la réaction peut se faire plus vite. Cependant, il
existe un seuil ol la vitesse initiale n"augmente plus : toutes les enzymes sont fixées a leur substrat donc la
réaction ne peut pas aller plus vite.

L'augmentation de la concentration en substrat accélére la vitesse de la réaction enzymatique.

Il en est de méme pour la concentration d’enzymes.
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La photographie ci-dessous présente la
forme d'une enzyme, la ribonucléase
Comme toute protéine, la ribonucléase est
constituée d'un enchainement d’acides ami-
nés (dessin ci-contre). Le long de cette
chaine, les acides aminés successifs sont
unis entre eux par une liaison covalente : la
liaison peptidique. Par ailleurs, d"autres liai-
sons de force variable (liaison hydrogéne,
pont disulfure) s’établissent entre certains
acides aminés plus ou moins éloignés le
long de la chaine et contribuent a donner &
la molécule sa forme dans I’espace.

1% 20
o)

2ne de force faible.

e Pont disulfure, |
formant entre deux ¢
un réle majeur dans la cohésion molécu-
laire.
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Les schémas ci-contre représentent I’ expérience réali-
sée par White et Anfinsen : la ribonucléase (a) est mise
en contact avec de I'urée et du mercaptoéthanol (b).
Ces produits rompent de nombreuses liaisons sauf les
liaisons peptidiques. Parallglement, I’ activité enzyma-
tique est testée ; la forme (b) de la ribonucléase se
révele étre inactive.
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Pb : Comment la structure de la lactase lui permet-elle de transformer le lactose ?

Résultats

Lactase en complexe avec le lactose, image issue du
logiciel « Libmol »

Protéine : Lactase

Lactose




image31.png
Lactase en complexe avec le lactose, image issue du logiciel
« Libmol »
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Liste des AA du
site actif :

- ASP201

- GLU 461

- MET 502
-GLU 537

- HIS540

- ASN 102

lactase
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Produits de la réaction
Substrat lactose glucose galactose
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Conditions expérimentales, Temps.

2 Clyqoge =1 mmol-L de demi-réaction
En absence de catalyseur ~1 mois

En milieu acide (pH = 4) 60min

En présence de lactase (c= 1 ymol-L"') 605

En présence de lactase (c= 1 pmol- L) 3min

et de thiolactose (c= 1 mmol-L™")

Il Temps de demi-réaction de la décomposition du lactose en
fonction des conditions expérimentales (3 6 = 25 °C).
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Documentd :La découverte du site actif

© la plupart des enzymes sont
sensibles & de fortes températures ou
aux variations de pH. En effet, les
protéines perdent alors leur structure
tridimensionnelle  (30). On parle de
dénaturation  des  protéines.  Ce
processus est généralement réversible
lorsque les conditions reviennent & la
normale: on  parle alors  de
renaturation des protéines.

 la dénaturation des enzymes
prouve quune enzyme fonctionnelle
doit posséder une forme 3D bien
particuliére. En effet, le site actif est
une poche dont la forme est
complémentaire de celle du substrat.
Ceci permet la spécificité de substrat
(reconnaissance).

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

4 Cenzyme carboxypeptidase visualisée par un logiciel de modélisation
catalyse enzymatique. Ce sont des  moléculaire, seule ou avec son substrat. au sein de fenzyme. e repliement de

acides ai

és catalytiques. pinie T Cove e fnar a1 o
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Pourjouer son rle de catalyseur, chaque
enzyme doit interagir de maniére précise
avec son substrat. La forme tridimen-
sionnelle de la partie de I'enzyme quise
trouve & proximité du substrat (A) est
essentielle & son activité catalytique*.

Activite pratigue

® Enmesurant la vitesse a laquelle une amylase mutée
hydrolyse l'amidon, on peut déterminer [importance
d'un acide aminé pour 'activité catalytique.

Site de mutation Vitesse enzymatique
Aucun (= témoin) 1
Asp197 1/1200 000
Thr 52 1
Asp 300 1/4 900

Remarque : Ia uitesse est exprimée en unité arbitraire par rop-
port é celle de fenzyme non mutée.

= Repérer la position de ces acides aminés sur le
modgle moléculaire de l'amylase afin d'interpréter
ces résultats.

[ Dans e site actif, des acides aminés aux roles précis
et essentiels.

Substrat

La relation enzyme-substrat mise en évidence
par une vue en coupe de lamylase.

Certains acides aminés de l'amylase ont un réle essentiel :
ils délimitent un site actif* au niveau duquel le substrat
peut se fixer sur lenzyme et ol 'action catalytique peut
seffectuer.

Limage ci-contre (B) présente les contacts établis entre le
substrat (en jaune et en orange), l'eau (en bleu foncé) et
les acides aminés de lamylase.

Les acides aminés du site actif ont différentes propriétés
chimiques qui leurs permettent d'assurer plusieurs
fonctions :

~lareconnaissance et le positionnement du substrat (acides
aminés en marron) ;

- le guidage des molécules d'eau dans le site actif (en vert);
- la réaction chimique d'hydrolyse des liaisons entre les
unités de glucose (en rouge) ;

- la libération des produits de la réaction (en bleu clair).
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« Le site actif présente 2 types d'acides aminés :

les acides aminés structuraux : ils permettent
de donner la forme du site actif et contribuent
4 la spécificité de substrat. En effet, le substrat
est reconnu et se fixe au site actif.

Les acides aminés catalytiques : ils sont
responsables de la réaction enzymatique en

interagissant avec le substrat.
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Le génome humain contient 20 000 a 25 000 génes,
permettant la production de plus d'un million de protéines
différentes, parmi lesquelles de trés nombreuses
enzymes. Cette diversité de 'équipement enzymatique
peut étre explorée en utilisant des banques de données
en ligne, comme par exemple I'Atlas des Protéines
Humaines (proteinatlas.org).
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Il est ainsi possible de visualiser pour chaque enzyme
dans quels organes et cellules elle est exprimée, et de
dresser son profil d’expression®, cest-a-dire l'intensité
de l'expression du géne qui gouverne sa synthése dans
les diverses cellules, tissus et organes.




