Cours en mixité des parcours / BTSA Anabiotec
Chapitre 5
Activité enzymatique et Activité spécifique

La différence clé entre l'activité enzymatique et l'activité spécifique : 
· L'activité enzymatique désigne la quantité de substrats convertis en produits par unité de temps, 
· tandis que l'activité spécifique d'une enzyme désigne l'activité d'une enzyme par milligramme de protéine..

La plupart des enzymes sont des molécules de protéines. Ils sont des biocatalyseurs et aident les fonctions biologiques. Les enzymes agissent en augmentant le taux de réaction des réactions biochimiques.
Ils ont des formes 3D spécifiques qui facilitent leur fonction.
En cinétique enzymatique, le comportement de l'enzyme peut être exprimé en deux mesures principales.
· l'activité enzymatique 
· l'activité spécifique de l'enzyme.

Dessin cinétique…










Définir l'activité de l'enzyme?
L'activité enzymatique définit le nombre de moles de substrat converties en produits par unité de temps. Par conséquent, l'activité enzymatique mesure le nombre de moles enzymatiques actives présentes dans la réaction. Cependant, cette mesure dépend de nombreux facteurs tels que la température, le pH, la concentration en substrat, la concentration en enzyme, la présence d'inhibiteurs et la présence d'activateurs, etc. Lorsque les facteurs affectant l'activité enzymatique sont optimaux, le taux de réaction enzymatique est élevé.
· Par conséquent, il est important de maintenir des conditions optimales pour que l'activité enzymatique soit à son maximum.
Dessin bain marie…



















Dans des conditions générales, les concentrations accrues de substrats et d'enzymes peuvent augmenter l'activité de l'enzyme. 
De plus, la présence d'inhibiteurs peut retarder l'activité de l'enzyme. Au contraire, la présence d'activations telles que des ions divalents peut induire la réaction tout en augmentant l'activité de l'enzyme. 
· L'unité SI d'activité enzymatique est katal. Mais, en raison de contraintes pratiques, l’unité couramment utilisée est l’unité Enzyme (U) qui est égale à 1 µmol min.-1. Par conséquent, les unités enzymatiques suggèrent l'activité.
Définir l'activité spécifique ?
L'activité spécifique d'une enzyme définit la pureté d'une enzyme dans un mélange de protéines. Il mesure l'activité d'une enzyme dans un milligramme de protéines totales. Par conséquent, cette unité est particulièrement importante dans la purification d'enzymes à partir de protéines, afin d'évaluer la pureté de l'enzyme.
· L'activité spécifique est mesurée par le nombre de produits formés en unités de temps dans des conditions spécifiques, par milligramme de protéines totales.

· l'activité spécifique d'une enzyme dépend de la nature biochimique de cette enzyme et des interactions intermoléculaires des enzymes et des protéines environnantes.

·  L'unité SI d'activité spécifique est katal kg-1. Mais, en raison des contraintes pratiques associées à cette unité, elle exprime sous forme de µmol mg-1 min-1. En outre, l'activité spécifique d'une enzyme mesure également le chiffre d'affaires de l'enzyme.









Quelle est la différence entre l'activité enzymatique et l'activité spécifique ?
En cinétique enzymatique, l'activité enzymatique et l'activité spécifique sont deux mesures importantes. L'activité enzymatique mesure le taux de conversion de substrats en produits alors que l'activité spécifique mesure l'activité d'une enzyme dans un milligramme de protéine totale. C'est donc la principale différence entre l'activité enzymatique et l'activité spécifique. En outre, il existe une autre différence entre l'activité enzymatique et l'activité spécifique basée sur l'utilisation supplémentaire de l'activité spécifique. Autrement dit, l'activité spécifique peut décrire la pureté de l'enzyme ainsi.
Les enzymes sont un élément essentiel de toutes les réactions biochimiques. Et l'efficacité d'une enzyme dépend de son activité. Par conséquent, l'activité enzymatique est la vitesse à laquelle les substrats sont convertis en produits. Cela implique l'efficacité de l'enzyme. En revanche, l'activité spécifique est un type d'activité enzymatique. Cela signifie la pureté d'une enzyme par milligramme de protéine. Néanmoins, les deux mesures aident à analyser le comportement cinétique de l'enzyme. 
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A savoir refaire exactement.








[bookmark: _Hlk179134184]Exercice n°1 sur l’Onp :
Travail 1
A partir d’une solution de 1mM d’orthonitrophénol (Onp) dans un mélange tampon Tris -HCL de 0.1 mol/l, du Na2CO3 à 1mol/l, on prélève 10 ml que l’on place dans une fiole jaugée de 50 ml dilué dans un mélange tampon Tris -HCL de 0.1 mol/l, du Na2CO3 à 1mol/l.
Après avoir réglé le zéro d’absorbance du spectrophotomètre dans un mode balayage de 350nm à 650 nm contre un blanc du mélange tampon Tris -HCL de 0.1 mol/l, du Na2CO3 à 1mol/l. On obtient un spectre qui nous donne un maximum d’absorption 0.946 pour une longueur d’onde de 420nm.
· Calculer le coefficient d’extinction molaire de l’Onp.
Travail 2
A partir de la solution diluée d’Onp, on réalise cette série de tube.

	Tube
	Solution Onp Diluée 5 fois
mL
	Mélange Tampon et Na 2 CO3
mL
	Calculer les concentrations correspondantes

	0
	0
	2
	

	1
	0.2
	1.8
	

	2
	0.4
	1.6
	

	3
	0.6
	1.4
	

	4
	0.8
	1.2
	

	5
	1
	1
	

	6
	1.2
	0.8
	

	7
	1.4
	0.6
	

	8
	1.6
	0.4
	

	9
	1.8
	0.2
	

	10
	2
	0
	



· Calculer le coefficient d’extinction molaire de l’Onp après avoir tracé la droite de l’absorbance en fonction de la concentration en Onp

Travail 3
· Comparer les deux résultats précédents



Exercice n°2 sur le calcul de l’activité enzymatique de la bétagalactosidase

[image: ]

Dans un tube à hémolyse on place :
	
Tampon TS

	
Mg 2+
	
Enzyme dilué au 1/10

	1.3 ml
	0.1 ml
	0.1 ml



Puis on ajoute 0.5 ml d’ONPG, substrat de l’enzyme, et on arrête la réaction 10 minutes plus tard, en ajoutant 1 ml de Na2CO3 à 1mol/l.
L’absorbance est lue contre un témoin à 420 nm :0.125.
· Déterminer le volume final du tube, après la réaction enzymatique.
· Calculer le nombre de moles d’Onp produites durant la réaction, avec l’aide du coefficient d’extinction molaire déterminé précédemment.
· Calculer la vitesse d’apparition des molécules d’Onp.
· Faire le lien avec l’activité enzymatique.
· Exprimer la vitesse de formation du produit de la réaction pour 1 ml d’enzyme non dilué.
· Préciser le rôle du Na2CO3 et son mode d’action.
· Citer les molécules présentes dans le blanc utilisé pour le sprectrophotomètre.

Exercice n°3 sur le calcul de l’activité spécifique de la bétagalactosidase

On a déterminé par un dosage de Bradford que la concentration en enzyme non dilué correspondait à 16 µg/ml.
· Calculer l’activité spécifique pour 1ml d’enzyme non dilué.
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