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Notions de base
Un enzyme est un catalyseur biologique. C’est presque toujours une protéine.

La réaction a lieu dans le site actif de la protéine.

Un enzyme augmente la vitesse de réaction.

Un catalyseur accélère une réaction chimique sans être consommé par la réaction.

Le substrat (S) est le composé transforme en produit (P) par l’enzyme (E)
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Catalyse enzymatique
Les enzymes abaissent 
l’énergie d’activation 

d’une réaction 
en fixant leur substrat 
de manière à stabiliser

 l’état de transition, 
ce qui augmente 

la vitesse de réaction.
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Les enzymes restent inchangés 

en fin de réaction. 
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Exemple: les réactions  métaboliques



Les enzymes au cœur des procédés 
biotechnologiques

Exemples d’application:

Industrie agro-alimentaire:
• Amélioration du rendement et de la qualité de production (lysozyme, lactamases…) 
• Mise au point de nouveaux produits (pectinases…)

Applications médicales et pharmaceutiques:
• Analyse de biologie moléculaire (enzymes de restriction…)
• Cibles thérapeutiques (protéine-kinases, transcriptase inverse…)

Industrie chimique:
• du papier (xylanases, cellulases…)
• des détergents (protéases, amylases, lipases…)

Environnement:
• Dégradation des plastiques 
• Décontamination des sites pollués



La classification enzymatique



Numérotation des enzymes

1

2

3

4

5

6

Enzyme Classification (E.C.) de la Lactate Déshydrogénase (LDH): 
1.1.1.27

Classe:Oxydoréductase

Sous-classe:
Agissant sur les alcools 
primaires et secondaires

Sous-sous-classe:
Ayant le NAD+ comme 
accepteur d’électron

Enzyme spécifique dans 
la sous-sous-classe



Répartition du protéome humainRépartition fonctionnelle du protéome
humain



Exemples de différents types de réaction



Double spécificité des enzymes



+
H2O

H2O

Exemple de la b-galactosidase

H2O

orthonitrophényl-β-galactoside 
(ou 2-nitrophényl-β-D-galactopyrannoside) 

ONPG

Pseudo-substrat:



La spécificité résulte de l’interaction entre enzyme et substrat dans le site actif 

Notion de site actif

Site de fixation
Fixe et oriente

Site catalytique
Catalyse la réaction

La structure de la protéine forme le site 
actif dans lequel se fixe le substrat



La triade catalytique des protéases à sérine

Triade 
catalytique

Protéine 
substrat

Site S1 Nter

Cter

Exemple de la chymotrypsine

Les résidus catalytiques (D102, H57 et S195) 
sont directement impliqués dans la réaction enzymatique



Spécificité des protéases à sérine

Spécificité: 
Phe, Tyr, Trp

La séquence peptidique reconnue par la protéase 
s’étend au-delà du site de coupure

Exemple de la chymotrypsine

La chymotrypsine coupe la liaison peptidique
en amont d’un résidu aromatique, Phe, Tyr ou Trp



2 modèles de spécificité



Site actif de la shikimate kinase

SBD= Shikimate (sk) Binding Domain
SB/UB = Shikimate Bound/Unbound

Grey= ATP-binding residues
Yellow= core residues
Pink= lid residues
Cyan= SBD residues

ATP            ADP



Les co-enzymes
Les coenzymes se dissocient facilement de l'apoenzyme, et ne retrouvent leur 
état initial que lors d'une seconde réaction (ex: NAD(P) et coenzyme-A). 

On distingue un second type de  
cofacteurs, les groupes prosthétiques, 
qui sont fortement liés à l'apoenzyme 
(ex: l’hème de la globine). Ils ne se 
détachent pas de l'apoenzyme au 
cours de la réaction. Leur état initial 
est restauré au cours de la réaction.



Le NAD(P) 
Nicotinamide 

adénine 
dinucléotide 
(phosphate)

Exemple de la Lactate Déshydrogénase (LDH)



Le Coenzyme A (CoA)

acyl CoA R



Dérivés de la riboflavine: FMN et FAD

(Vitamine B12)



Cycle de Krebbs et co-enzymes



Tests enzymatiques



Mesure spectrophotométrique directe
Exemple de réactions faisant intervenir le NADH

mais seul le NADH 
absorbe à 340 nm

Abs(340nm) = e . L . [NADH]

Le NAD+ et le NADH 
absorbent à 260 nm

(Loi de Beer Lambert)

Le signal permet de suivre 
la cinétique enzymatique



Mesure spectrophotométrique indirecte

On se place dans des conditions telles 
que la réaction principale soit 

limitante, 
avec [LDH ] >> [ALT]

Abs(340) = ε.l.[NADH]

ALT (alanine aminotranférase)

Exemple: Test couplé à la LDH

Commentaire:
On incube les 2 enzymes avec les substrats/co-enzymes indiqués en bleu 

mais c’est bien le pyruvate produit par la réaction principale 
qui est utilisé par la réaction indicatrice

et on suit la cinétique de disparition du NADH à 340nm

temps



Utilisation d’un pseudo-substrat
Exemple de la chymotrypsine (protéase) 

Réaction avec pseudo-substrat ayant des propriétés spectroscopiques intéressantes: 

Ala

Tyr

p-nitrophényl acétate

p-nitrophenol
Abs(317 nm) 

acétate

+

chymotrypsine

chymotrypsine

H2O

H2O

Réaction naturelle: hydrolyse de liaison peptidique

Liaison 
peptidique

Pseudo liaison peptidique

Pas de signal détectable



Test enzymatique couplé au DTNB

+

Réaction principale

Spermidine
           Acétyl-spermidine

Abs(412 nm)

Le groupement thiol du CoA-SH libéré réagit spontanément avec le DTNB
pour former du TNB, qui absorbe à 412nm

Réaction secondaire 
(spontanée dans ce cas)

Réaction principale

Commentaire:
On mélange l’enzyme 
avec son substrat (la 
spermidine) et le 
DTNB qui, à chaque 
cycle enzymatique, 
va réagir avec le CoA-
SH
et libérer du TNB 
dont on suit la 
cinétique 
d’apparition à 412nm



Test enzymatique couplé à la luciférase

Détection par luminescence:
L’activité kinase (ou ATPase) consomme de l’ATP, 
entrainant une baisse de luminescence

Mesure d’activité kinase



Test enzymatique couplé à 2 réactions
Ex:  glycérol-kinase (GK)

En utilisant suffisamment d'activité pyruvate kinase (PK) et Lactate déshydrogénase (LDH), 
la vitesse de la réaction intermédiaire et de la réaction indicatrice 

sera limitée par la vitesse initiale de la réaction principale (celle qu'on veut mesurer). 
Après une phase pré-stationnaire (de courte durée), on aura un état stationnaire pour lequel 

vi-principale = vintermédiaire = vindicatrice 

On incube les 3 enzymes avec les substrats indiqués en bleu 
mais c’est bien l’ADP-Mg produit par la réaction principale 

qui est utilisé par la réaction intermédiaire 
qui fournit à son tour le pyruvate nécessaire à la réaction indicatrice

et on suit la cinétique de disparition du NADH à 340nm



Test enzymatique par marquage radioactif

Protéine Kinase 
Extrait cellulaire

+ [g-32P]ATP

kinase

Sub-1
Sub-2

kinase

Sub-1
Sub-2

1. Incubation des échantillons

2. Dénaturation pour analyse SDS-PAGE

3. Electrophorèse

4. Coloration au bleu de Coomassie

5. Autoradiogramme

Ex: Protéine kinase: phosphorylation ATP-dépendante de Ser, Thr ou Tyr 



Test en chromatographie couche mince

ADP AMP

PPi

Adénylate 
kinase

Marquage radioactif du substrat
à autoradiogramme


