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Conditions de vitesse initiale

Enzyme + Substrat <---> Enzyme-Substrat <----> Enzyme + Produit

- Excès de Substrat par rapport à l’enzyme
- Début de la réaction

- En conditions de vitesse initiale (vous pouvez la mesurer), la réaction enzymatique « va » dans un seul sens.
- Si la réaction « part » dans l’autre sens, vous n’êtes plus en conditions de vitesse initiale, et ne pouvez donc pas la 
mesurer. 

Enzyme + Substrat -------> Enzyme + Produit 
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V0 Vmax

Vo = 
Vmax . [S]

Km + [S]

- V0 = k+2 [ES] = kcat [ES]
- Vmax = kcat [E]tot

NE PAS CONFONDRE !!!

à V0 et delta t (temps phase stationnaire) à Vmax et Km

Concentration en enzyme (concentration catalytique, activité catalytique ; 
unités ?) à déterminer à partir d’une vitesse initiale V0
On donne [S] à une solution d’enzyme, on mesure V0, on en déduit CC

Pour une concentration [E] donnée 
(toujours la même), on mesure différentes 
V0 pour différentes [S]

= cste

Toute V0 est proportionnelle à E
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ou [S] (ça descend) 



- Vmax est la vitesse initiale pour une concentration théorique infinie en substrat c.à.d. 
lorsque toute l’enzyme du milieu réactionnel est sous forme ES. L’enzyme est « au 
max » (« saturée »)…

- Km est la concentration en substrat pour laquelle la moitié de l’enzyme est sous forme 
complexée ES à V0 = moitié de Vmax.
Km est une constante spécifique du couple enzyme-substrat. Reflet de l’affinité du 
substrat pour l’enzyme. Km est une constante (dans des conditions expérimentales 
données). Quand Enzyme + Substrat + « autre chose » : « Km apparent » ou « mesuré »

-  Kcat (K+2) est la constante catalytique. Elle est spécifique de l’enzyme et du substrat 
et représente (à saturation) le nombre de molécule de substrat consommées par 
molécule d’enzyme et par seconde (unité de temps). Unité de Kcat = temps-1

Elle représente le turn-over de l’enzyme. Kcat est une constante (dans des conditions exp 
données).

- Efficacité catalytique = Kcat/Km
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(S) = n Km è V0 = Vmax n/n+1
Exemple : S = Km è V0 = Vmax 1/(1 + 1) = Vmax/2

Lorsque dans un exercice, vous avez les valeurs numériques de (S) et de Km, 
exprimez systématiquement (S) en nombre de Km…

Idem pour (I) et Ki …

Vo = 
Vmax . [S]

Km + [S]
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Vous n’avez pas le choix, c’est un ordre…
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Vmax

Représentation de Henry Michaelis-Menten
Pour la même solution d’enzyme, on mesure V0 pour différentes (S) et 

V0 en fn S

Enzyme michaelienne (l’équation de HMM est respectée)



1/Vmax Km/Vmax

1

Vo 
= 

Km 

Vmax

. 1 

[S]
+

1 

Vmax

Représentation de Lineweaver et Burk
Pour la même solution d’enzyme, on mesure V0 pour différentes (S) et 

1/V0 en fn 1/S
À retrouver vous-même
C’est très simple…
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Enzyme michaelienne



Vo

Vo/[S]

- Km (pas de Km < 0…)

Vmax

Vmax/Km

Représentation d’Eadie-Hofstee
Pour une même solution d’enzyme, on mesure V0 pour différentes (S) et 

V0 en fn V0/S

Vo = Vmax – Km . Vo/[S]
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Enzyme michaelienne



En conditions de V 0 = excès de substrat,
L’IC inhibe è V0 app ou mesurée diminue

En conditions de Vmax = excès +++ de substrat,
l’IC « n’est plus là », l’IC n’inhibe plus è Vmax app identique

Inhibition compétitive

E
S

IC

Kmapp augmente

Représenter Inhibition non compétitive (INC)
Vmax apparent diminue (Kcat apparent)
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+ IIC…

On a une solution d’enzyme [E], on lui donne 
différentes [S], on mesure V0 et on « passe » 
aux inverses. En l’absence ou en présence d’une 
molécule additionnelle (inhibitrice ou autre). 
On envisage éventuellement différentes 
concentrations de la molécule.



E + S           ES -----> E + P
+
I

EI + S           ESI 

Ki

+
I

Ki

E + S           ES -----> E + P
+
I

EI   

Ki

E + S           ES -----> E + P

ESI 

+
I

Ki

Inhibition Compétitive  

•  inhibiteur et substrat se fixent sur le même site 
(la fixation de l’un exclue l’autre)  Æ KMapp ¸ et 
Vmaxapp constante 
 
 
 
 

• % inhib diminue quand S augmente (non 
linéaire) 

 

 

Inhibition Non Compétitive  

•  inhibiteur et substrat se fixent sur des sites 
indépendants, la liaison de l’un n’affecte pas 
l’autre mais EI et ESI non productif Æ KM 
constant et Vmax Â 
 
 
 
 

• % inhib indépendant de S 
 

 

Inhibition Incompétitive  

•  I ne peut se fixer que si S est déjà fixé sur 
un site indépendant, ESI non productif, mais 
déplace ES et « augmente » l’affinité pour S 
Æ KM Â et Vmax Â  
 
 
 
 

• % inhib augmente avec S 
 

 

IC INC

IIC

V0app = 
Vmaxapp . [S]

Kmapp + [S]
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Pour déterminer une concentration catalytique (une activité 
enzymatique…),  il faut mesurer une vitesse initiale V0

Cela peut être la Vmax (plus pratique), mais ce n’est pas obligé…

Définitions U et katal !!

1 U = quantité d’enzyme permettant de transformer/former une µmole de substrat/produit par minute.

1 Katal = quantité d’enzyme permettant de transformer/former une mole de substrat/produit par seconde.

1 katal = 60.106 U

Formellement, 1 U ou 1 kat ne sont pas des vitesses… 
Ce sont des quantités d’enzyme correspondant à des vitesses…

Des fois, cela dépend des profs… il faut s’adapter…

Je mesure le travail fourni par une enzyme en conditions 
de V0 et j’en déduis la quantité (concentration) 

correspondante
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1
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Dans un automate de biochimie…

phase
stationnaire
zone linéaire
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Phase stationnaire

Phase stationnaire = zone linéaire = zone de mesure de la V0
Dans cette zone, la vitesse de la réaction est constante (c’est une V0) ; le calcul de 
la V0 se fait donc à partir de la pente de la courbe Absorbance = f (temps) è DA/Dt 

Il faut ensuite déduire DC/Dt (vitesse) à partir de DA/Dt 

D’après la loi de Beer-Lambert : A = eLC
  è C = A/eL
  è V0 dans la cuve = DC/Dt = DA/Dt x 1/eL 
  è V0 dans l’échantillon = DA/Dt x 1/eL x Vt/Ve 

Avec Vt = volume total du milieu réactionnel dans la cuve
 Ve = volume de la prise d’essai
  e = coefficient d’extinction molaire (à la longueur d’onde 

utilisée) du produit formé ou du substrat transformé.
Unités de e = mol-1.L.cm-1 

si les unités proposées sont différentes, il faut s’adapter… 15

Dilution dans la cuve

!



Exercices 4-9-13-16
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Exercice 4

Une expérience porte sur une solution d'enzyme E agissant sur un substrat S. Les
mesures d'activités sont effectuées dans les conditions conventionnelles retenues pour la
définition de l'unité internationale. Parmi ces conditions, la concentration en substrat du
milieu d'incubation est fixée à [S] = 10 Km = 10.10-4 mol.L-1. L'activité enzymatique de la
solution mesurée dans les conditions conventionnelles donne :

v0 = 5.10 -6 mol. min-1.L-1.

1-Calculer la Vmax de cette solution d'enzyme

2-Sur cette solution d'enzyme nous devons contrôler les effets sur l'activité enzymatique d'un
inhibiteur compétitif présent dans le milieu d'incubation à une concentration de [I] = 2.10-5
mol.L-1. Le Ki de l'enzyme pour l'inhibiteur = 0,5.10-5 mol.L-1.

a-Quel est l'effet prévisible de l'inhibiteur sur Km et Vmax ?

b-Calculer la vitesse apparente (vapp) prévisible dans les conditions conventionnelles.

c-Calculer le pourcentage d'inhibition pour cette concentration en substrat.

d-Quelle est l'évolution prévisible de ce pourcentage d'inhibition quand on augmente
la concentration en substrat du milieu d'incubation ?

3-Généraliser la question 2d à un inhibiteur non compétitif et incompétitif.

Exercice 5

On souhaite doser un substrat par voie enzymatique en mode cinétique (mesure de la
vitesse initiale).

1-Quel doit être l’ordre de la réaction par rapport à [S]. En déduire sur la courbe de
Michaelis le domaine de la courbe concerné par cette application.

2-Sachant que le Km de l’enzyme pour S est de 10-4 M, quelle sera la concentration
maximale de S dosable par cette technique (on considère [S]0 négligeable par rapport au Km
lorsqu’il est ≤ 10 % de sa valeur).

3-Quelle sera l’expression de la disparition de S en fonction du temps ?

4-En pratique v0 n’est pas mesurable à t = 0. On mesure plutôt S1 et S2 à deux temps t1 et t2
(méthode en temps fixé) et on calcule - �(S). Démontrer l’expression (S)0 en fonction de
�(S). Sachant que ��� obéit à la loi de Beer-Lambert, donner une expression de [S]0 en
fonction de la variation d’absorbance.
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- Km = 10-4 M
- V0 = 10/11 Vmax 

-IC à Vmax app id
Km app plus grand
- (I) = 4 Km 



Exo 4

E + S à E + P
S = 10 Km = 10.10-4 mol/L è Km = 1. 10-4 M
V0 = Vmax 10/11
V0 = 5.10-6 mol de P formé par min dans 1 litre

1) Vmax = V0 x 11/10 = V0 x 1,1 = 5,5 .10-6 mol de P formé par min dans 1 litre
2) I compétitive  : I = 2.10-5 mole par litre ; Ki = 0,5 .10-5 mole par litre (I = 4 Ki)
IC è Km app augmente ; Vmax app identique

V app = (Vmax app X S)/ (Km app + S)

Et Kmapp = Km (1 + I/Ki) = 5Km = 5.10-4 M

è Vapp = (5,5.10-6 x 10.10-4)/(5.10-4 + 10.10-4) = 5,5.10-6 x 10/15 = 3,67 10-6 mol de P formé par min dans 1 litre
 
% inh (IC) = 4Ki/(4Ki + Ki (1 + 10 Km/Km))= 4 Ki/15Ki = 4/15 = 26,67 %

IC : quand S augmente, le % inh diminue

3) INC = pas d’impact
     

IIC = quand S augmente, le % inh augmente (voir formule page 10 SVP)

Inhibition Compétitive  

•  inhibiteur et substrat se fixent sur le même site 
(la fixation de l’un exclue l’autre)  Æ KMapp ¸ et 
Vmaxapp constante 
 
 
 
 

• % inhib diminue quand S augmente (non 
linéaire) 

 

 

Inhibition Non Compétitive  

•  inhibiteur et substrat se fixent sur des sites 
indépendants, la liaison de l’un n’affecte pas 
l’autre mais EI et ESI non productif Æ KM 
constant et Vmax Â 
 
 
 
 

• % inhib indépendant de S 
 

 

(S) = n Km è V0 = Vmax n/n+1

E + S           ES -----> E + P
+
I

EI   

Ki

IC
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4-Calculer la concentration catalytique sérique de l’ASAT, sachant que �M = 6,3 103 L.mol-

1.cm-1.

Exercice 8

On se propose de doser l’urée plasmatique d’un malade par méthode cinétique
enzymatique en temps fixé. Le protocole de l’analyseur est le suivant :

- au temps t = 0 seconde, 4 µL d’échantillon plasmatique sont introduits dans la
cuve de lecture et 10 secondes après 250 µL de réactif R1 (tampon CAPSO 5 mmol/L, pH
9,65 ; NADH ≥ 0,23 mmol/L) ;

- au temps t = 90 secondes, 150 µL du réactif déclenchant R2 (tampon BICINE :
1000 mmol/L, pH 7,6 ; uréase ≥ 7,2 U/mL ; GLDH ≥ 0,390 U/mL ; ��cétoglutarate ≥ 8,3
mmol/L.

Les lectures à 340 nm sont effectuées toutes les 20 secondes. Les deux points de
lecture pour le calcul de la concentration en urée plasmatique sont effectuées à 180 et 260
secondes.

Les variations d’absorbances pour le plasma à doser et pour un étalon à 15,9 mmol/L
traité dans les mêmes conditions sont respectivement de 0,37 et 0,08 unités d’absorbance.

1-Ecrire la séquence réactionnelle du dosage.

2-Calculer l’absorbance théorique minimale à 340 nm dans la cuve après addition des
réactifs R1 et R2 (� molaire du NADH à 340 nm = 6,3.103 M-1cm-1).

3-Calculer la concentration plasmatique d’urée chez le malade.

4-La concentration en substrat étant trop élevée, l’analyseur refuse de valider le résultat.
Quelle en est la raison et quelle devrait être la valeur minimale du Km de l’uréase pour que
le résultat soit valide (on considère que la réaction est d’ordre 1 par rapport à S pour [S] <
0,1 Km).

5-Un contrôle effectué automatiquement par l’analyseur sur un volume réduit d’échantillon
plasmatique (2 µL) affiche une variation d’absorbance de 0,20 validée par l’analyseur.
Calculer la concentration d’urée rendue par l’analyseur.

Exercice 9

On se propose de doser le lactate plasmatique par voie enzymatique selon les réactions
suivantes :

LDH
Lactate  +  NAD+ pyruvate + NADH + H+

ALAT
Pyruvate  +  glutamate (excès) alanine + �-cétoglutarate

Quatre µL de plasma sont introduits dans la cuve réactionnelle d’un analyseur puis
successivement 200 µL de réactif R1 à 10 sec, 50 µL de réactif R2 à 1 min 30 ; 50 µL de
réactif R3 à 5 min. Une première lecture est effectuée à 340 nm à 5 min et une deuxième à
10 min. La variation d’absorbance lue entre 5 et 10 min est de 0,378.

1- S’agit-il d’un dosage en mode cinétique ou en point final ?

2- Sachant que dans les conditions standard à pH 7, l’équilibre est en faveur du lactate,
commenter le rôle de l’ALAT et du tampon pH 10.

3-Sachant que le coefficient d’extinction molaire du NADH,H+ à 340 nm et de 6,3 . 10+3

mol-1 l+1 cm-1, calculer la concentration en mmol/L du NADH,H+ libéré dans le milieu
réactionnel.

4-En déduire la concentration du lactate plasmatique du malade.

R1 tampon carbonate pH 10 ; 0,5 M ; glutamate 63 mmol/L
R2 NAD 4,6 mmol/L
R3 LDH > 1632 U/mL ; ALAT > 102 U/mL

Exercice 10 : supprimé

Exercice 11

Le protocole de dosage en point final des bicarbonates plasmatiques sur un analyseur
est le suivant :

- L’automate réalise une prédilution au 1/5ème du plasma, puis prélève 4 µL de
cette prédilution pour les introduire dans une cuve réactionnelle (t = 0) contenant 80 µL de
réactif R1 [tampon Tris 25 mM pH 6,5 ; phosphoénolpyruvate (PEP) 6,3 mM ; NADH 0,45
mM ; PEP Carboxylase (PEPC) 200 U/L ; Malate Deshydrogénase (MDH) 400 U/L ; Mg2+

8 mM]. Il est précisé que la PEPC catalyse la carboxylation (à partir du bicarbonate) du PEP
avec libération d’oxaloacétate et de phosphate.

- Les variations d’absorbance �A lues dans une cuve de 1 cm de trajet optique
entre les temps 10 sec et 5 min, sont respectivement de – 0,799 ; - 1,412 ; - 0,191 pour un
échantillon plasmatique P à doser, pour un étalon E à 30 mM et un blanc réactif BR  (4 µL
d’eau déionisée + 80 µL de R1) traités dans les mêmes conditions.

1-Ecrire les réactions principales et indicatrices. Quel est le principe d’une réaction en point
final et quelles sont les conditions opératoires à respecter pour optimiser le dosage ?
Comment assure-t-on l’irréversibilité de la réaction principale ?
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NADH, H+ absorbe à 340 nm

!



Exo 9 : Dosage du lactate plasmatique : dosage d’un substrat 

LIRE L’ÉNONCÉ JUSQU’AU BOUT !!!! (R1, R2, R3)

4 µL plasma + 200 µL R1 à 10 sec , + 50 µL R2 à 1min30, + 50 µL de R3 à 5 min è Vol tot = 304 µL – dilution = 304/4 = 76
La réaction démarre après ajout de R3 (5 min).

Lecture à 340 nm è on mesure le NADH, H+ formé à partir du lactate présent dans le plasma (dilué) de départ.
1ère mesure à 5 minutes : après R3 (LDH et ALAT) = début de la transformation du lactate en pyruvate

1) Dosage en point final (à 5 min, la réaction n’a pas commencée – pas de lactate transformé ; mode cinétique, voir exo 5) 
; à 10 minutes, tout le lactate a été (théoriquement) transformé (ce serait mieux de pouvoir visualiser la courbe…)

2) Rôle de l’ALAT et du tampon carbonate ? : « tirer » la réaction principale vers la droite (glutamate en excès et pH >7) 
pour consommer tout le lactate à doser. Pas d’« histoire » de vitesse initiale et compagnie…

3) Concentration de NADH, H+ dans le milieu réactionnel : technique en point final à à la 2ème lecture d’absorbance, on 
suppose que tout le lactate a été consommé ; et NADH, H+ formé = lactate au départ (dans le milieu réactionnel).

A = eLC (on envisage le NADH, H+) è C = A / eL è DC = DA / eL è DC = 0,378 / 6300 = 6.10-5

Unités ? è compte-tenu de l’unité de e à mole par litre (M). Donc la réponse est 6.10-2 mmol/L (= 6.10-5 M)

Dans la solution de départ (plasma) : il faut multiplier par le facteur de dilution = 76 à = 0,06 X 76 = 4,56 mmol/L
20

Longueur de la cuve ?



4-Donner l’expression mathématique de K et sa valeur numérique.

5-La variation d’absorbance �A mesurée pour le plasma d’un malade est de – 0.01597. En
déduire la concentration en ammonium.

NB : les questions 1,2 et 5 peuvent être traitée indépendamment.

Exercice 13

La LDH (lactate déshydrogènase) est un hétérotétramère de 140.000 Da. Lorsque la
LDH est à une concentration de 1 µM, la concentration catalytique mesurée dans des
conditions conventionnelles de vitesse maximale est de 60.103 U/L. La réaction catalysée
est une réaction Bi-Bi ordonnée, le NADH étant le premier substrat.

1-Calculer la valeur de la constante catalytique kcat de l’enzyme. Que devient cette valeur
pour une concentration en LDH de 4 µM (les autres paramètres demeurant inchangés) ?

2-Définir le katal et exprimer la concentration catalytique en kat/L.

3-Quelle serait la valeur de cette concentration catalytique (en U/L) si l’expérimentateur
avait choisi pour définir ses conditions conventionnelles une concentration en NADH
saturante et une concentration en pyruvate égale à 3 Km ?

4-En déduire le poids de LDH (en µg) correspondant à 1 U pour chacune de ces conditions
conventionnelles.

5-La vitesse initiale de la solution de LDH à 1 µM mesurée en présence d’une concentration
saturante en NADH et d’une concentration en pyruvate de 0,8 mM est de 20.000 µM/min.
Calculer le Km de la LDH pour le pyruvate.

6-La concentration catalytique en LDH déterminée (en conditions conventionnelles de
Vmax) dans le sérum d’un malade après infarctus du myocarde est de 3000 U/L. En déduire
les concentrations molaires et pondérales (g/L) en LDH dans ce sérum. Quelle est la fraction
de la LDH par rapport aux protéines totales (70 g/L) chez ce malade ?

NB : les questions 1, 2, 3, 5 et 6 sont indépendantes.

Exercice 14

La glucokinase (GK) est purifiée à partir d’un broyat de foie. Après centrifugation on
obtient un extrait brut A de 400 mL dont les concentrations catalytiques (mesurées en
conditions conventionnelles) et en protéines totales sont respectivement de 4 U/L et 80 g/L.
Après la dernière étape de purification on obtient une solution B de volume 10 mL, de
concentration catalytique 120 U/L et contenant 6 g/L en protéines totales.
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Vmax = 60000 µmoles/min/L

Vmax = Kcat (E)tot

NADH en 1er => 2 substrats & 
sens de la Rn ?

V0 = ¾ Vmax

Masse molaire ?



Exo 13 :
Quand LDH à la concentration de 1 µM = 1 µmole/L è CC en conditions de Vmax = 60.103 U/L = 60000 U/L

Bi-Bi-ordonnée (2 substrats l’un après l’autre), NADH = premier substrat (ensuite pyruvate ; dans l’autre sens / voir exo 
précédent)

Kcat de la LDH : nbre de molécules de substrat transformées (à saturation) par 1 molécule de LDH par unité de temps.

Pour 1 µmole/L de LDH en conditions de Vmax (à saturation) : CC = 60000 U/L

1 U = quantité d’enzyme permettant de transformer/former une µmole de substrat/produit par minute.

à Vmax = 60000 µmoles/min/L

Q1) Vmax = kcat (E)tot à kcat = Vmax/(E)tot = 60000 min-1 = 1000 sec-1. 
Et Kcat = constante (sous réserve d’être tjs en conditions de Vmax).

Q2) 1 Katal = quantité d’enzyme permettant de transformer/former une mole de substrat/produit par seconde.

1 katal = 60.106 U è 60000 U/L = 0,001 katal/L = 10-3 kat/L

Q3) Pyruvate + NADH,H+ à lactate + NAD
NADH,H+ en concentration saturante è NADH,H+ n’est pas le substrat limitant (contrairement au pyruvate)
Pyruvate = 3 Km à V0 = ¾ Vmax  à CC (pour S = 3Km) = ¾ CC à la Vmax = ¾ 60000 U/L = 45000 U/L 22



Voir début de l’énoncé

Exo 13 (suite) :

Q4) CC en conditions de Vmax = 60.103 U/L = 60000 U/L correspond à 1 µmole/L è 60000 U correspond à 1 µmole.
1 mole de LDH pèse 140000 g è 1 µmole pèse 0,14 g à 60000 U correspond à 0,14 g à 1 U correspond à 0,14/60000 = 
2,33 µg de LDH

CC pour S = 3 Km = 45.103 U/L = 45000 U/L correspond à 1 µmole/L à 45000 U correspond à 1 µmole = 0,14 g à 1 U 
correspond à 0,14/45000 = 3,11 µg de LDH

Q5) Pour S = 0,8 mM (= nKm), V0 = 20000 µmoles de S transformés par minute et par litre : correspond à 20000 U/L = 
Vmax/3
V0 = Vmax. n/(n+1) à  n/(n+1) = 1/3 è n = 0,5 è Km = 0,8/0,5 = 1,6 mM

Q6)
- 60000 U/L en conditions de Vmax correspond à 1 µmole/L = 0,14 g/L
- 3000 U/L en conditions de Vmax correspond à (1/20) µmole/L = 0,14/20 = 0,007 g/L = 7 mg/L = 0,01% protéines totales
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Exercice 15 ***

On se propose d’étudier la cinétique de la succinate déshydrogénase (SDH) en
présence d’une concentration fixe d’enzyme, d’une concentration saturante en FAD et de
concentrations croissantes en succinate. Les autres paramètres de la réaction (pH, force
ionique etc) sont parfaitement définis.

Les vitesses initiales v0 mesurées pour chaque concentration en succinate sont
reportées graphiquement selon la représentation de Lineweaver et Burk. Elles permettent
d’obtenir une droite de régression d’équation : y = 1,6 x + 4,0.104.

NB : les paramètres de cette droite sont obtenus à partir de concentrations en succinate
exprimées en mmol/L et de vitesses initiales (mesurée par la consommation en succinate)
exprimées en µmol/L/min.

1-Définir pour cette droite les variables y et x (en précisant les unités). Quelles sont les
significations de la pente et des intersections avec les axes y et x ? Calculer Km et Vmax.

La même expérience que précédemment est répétée en présence d’un inhibiteur de la
SDH : le malonate introduit à une concentration de 22,5 µM. L’équation de la nouvelle
droite de régression dans la représentation de Lineweaver et Burk est : y = 2,8 x + 4,0.104.

2-Calculer les éventuelles variations de Km et Vmax.
En déduire le mode d’action de l’effecteur sur l’enzyme.
Calculer la constante de dissociation Ki du malonate pour la SDH.
Démontrer l’équation exprimant pour ce type d’inhibiteur le degré d’inhibition de la

vitesse initiale. Extraire de cette expression la concentration en inhibiteur (I50) pour un degré
d’inhibition de 0,5 (soit 50 %). Calculer cette concentration pour (S) = Km.

Exercice 16

Chez l’homme le métabolisme de l’éthanol (C2H5OH) en acétaldéhyde puis en acétate
est catalysé par l’alcool déshydrogènase (ADH).

Lors d’une intoxication par le méthanol (CH3OH), la conversion du méthanol en
formaldéhyde (aussi catalysée  par l’ADH), peut être à l’origine d’une cécité ou même de la
mort du patient. L’éthanol est dans cette circonstance utilisé comme substrat compétitif ou
inhibiteur compétitif du catabolisme toxique du méthanol par l’ADH.

Un adulte de 65 kg a ingéré une dose (létale) de 50 mL de méthanol pur.

1-Calculer la concentration molaire en méthanol dans le secteur liquidien de l’organisme (on
considère que le secteur liquidien représente 60 % du poids d’un adulte, que l’éthanol et le

méthanol diffusent complètement dans ce secteur et que la densité de ces 2 alcools est de
0,790 g/mL). Exprimer cette concentration en unités Km.

On administre comme antidote de l’éthanol absolu (100 % ).

2-Calculer la concentration en éthanol (en unités Ki et en mol/L) permettant de réduire
l’activité enzymatique (vitesse initiale) de l’ADH pour le méthanol à 3 % de sa valeur
originelle.

3-Calculer le volume d’éthanol (mL) à administrer pour obtenir cette concentration
(l’éthanol et le méthanol se répartissent dans le même secteur liquidien).

Données :
ADH: Km pour le méthanol = 10 mM ; Ki pour l’éthanol = 1 mM
Masses molaires : éthanol = 46 g ; méthanol = 32 g

Exercice 17 : ***

On veut déterminer l’activité enzymatique de la LDH plasmatique (EC.1.1.1.27).

L’analyseur prélève successivement 10 µL de plasma, puis après 10 s 250 µL de
réactif R1 (tampon pH 7,2, contenant du NADH 0,2 mmol/L) puis après 1,5 min
d’incubation 50 µL de réactif R2 (pyruvate 1,6 mmol/L). Les lectures d’absorbance à 340
nm sont effectuées aux temps 3 et 5 min après ajout du réactif R2.

1-Quels sont le principe du dosage et la signification du premier chiffre de la numérotation
enzymatique (EC.1….) ?

2-Quelles sont les valeurs attendues pour l’absorbance à 340 nm immédiatement après ajout
des réactifs R1 puis R2 ? On considère que seul le NADH (coefficient d’extinction molaire à
340 nm �M.= 6,3 10 3 mol/L/min) absorbe à cette longueur d’onde.

3-L’analyseur calcule la concentration catalytique (U/L) dans le plasma par la formule
(�DO/min).x (F). Calculer la valeur du facteur F.

4-La variation d’absorbance lue entre 3 et 5 min est de 0,122. Calculer la concentration
catalytique du plasma en U/L. Quelle serait cette valeur en nkat / L ?

Exercice 18 : ***

Une enzyme est purifiée à partir de 2 litres d’un milieu de culture (A) présentant une
concentration catalytique en enzyme de 20000 U/L et une concentration en protéines totales
de 12,5 g/L. Après une série d’étapes de purification on obtient en final 50 mg d’une poudre
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Exo 16 :

Q1) 50 mL de méthanol = 50 X 0,79 = 39,5 g de méthanol = 39,5/32 = 1,234 moles de méthanol dans 65 X 0,6 = 39 litres
à Concentration en méthanol = 1,234/39 = 31,64 mmoles/L = 31,64/10 = 3,164 Km

Q2) Éthanol = inhibiteur compétitif du méthanol à l’égard de l’ADH.

% inh = I/I + Ki(1+S/Km) 
avec 
I = concentration en éthanol (l’inhibiteur)
S = concentration en méthanol (le substrat de l’ADH)
Km = constante de Michaelis du couple méthanol-ADH
Ki = constante de dissociation de l’inhibiteur = éthanol

S = 3,164 Km
Ki = 1 mM
à % inh = 0,97  = (eth)/(eth) + 1(1+3,164) = (eth)/(eth) + 4,164 mM --> (eth) = 134,67 mM = 134,67 Ki # 0,135 M

Q3) 
0,135 mole/L signifie :
1 litre à 0,135 moles
39 litres à 0,135 X 39 = 5,265 moles = 5,265 X 46 = 242,2 grammes d’éthanol = 242,2/0,79 # 307 mL d’éthanol (= boire 6 
fois plus d’éthanol que de méthanol ingéré)

Inhibition Compétitive  

•  inhibiteur et substrat se fixent sur le même site 
(la fixation de l’un exclue l’autre)  Æ KMapp ¸ et 
Vmaxapp constante 
 
 
 
 

• % inhib diminue quand S augmente (non 
linéaire) 
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LIRE L’ÉNONCÉ JUSQU’AU BOUT (Km et Ki) !!!!
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Dans les conditions dites conventionnelles, on mesure les vitesses initiales (Vi) de la réaction enzymatique catalysée par l’enzyme E pour différentes 
concentrations en substrat S.
On reporte les résultats obtenus dans la représentation graphique suivante :
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Question 1 :
- Comment appelle t’on cette représentation graphique ? 
- En vous limitant à l’aspect général de la courbe (mais sans oublier la légende des axes), tracez la représentation de Henry-Michaelis-Menten correspondante.
Question 2 : 
Décrivez brièvement le phénomène observé.

Question 3 :
On se place à une concentration en substrat égale à 4 µmoles/L. Quelle est la vitesse initiale (Vi) correspondante ?
 
Question 4 :
Déterminez l’activité enzymatique correspondante en U/L et en µkatal/L 



Dans les conditions dites conventionnelles, on mesure les vitesses initiales (Vi) de la réaction enzymatique catalysée par l’enzyme E pour différentes 
concentrations en substrat S.
On reporte les résultats obtenus dans la représentation graphique suivante :
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Question 1 :
- Comment appelle t’on cette représentation graphique ? è représentation aux double-inverses de Lineweaver et Burke
- En vous limitant à l’aspect général de la courbe (mais sans oublier la légende des axes), tracez la représentation de Henry-Michaelis-Menten correspondante.
V0 en fonction de S : début d’une hyperbole qui s’écroule à partir de  S = 0,0133 mmoles/L 
Question 2 : 
Décrivez brièvement le phénomène observé.
Pour S < 0,0133 mM (1/S > 75 mmoles-1. L), V0 augmente quand S augmente - comportement michaelien- Pour S> 0,0133 mM, V0 diminue quand S augmente.
= inhibition enzymatique par excès de substrat
Question 3 :
On se place à une concentration en substrat égale à 4 µmoles/L. Quelle est la vitesse initiale (Vi) correspondante ?
 S = 4 µM è 1/S = 250 mmol-1.L à 1/Vi correspondante = 0,45 µmoles-1.min.mL à  V0 = 2,222 µmoles.min-1.mL-1 = 2222 µmoles.min-1.L-1 

Question 4 :
Déterminez l’activité enzymatique correspondante en U/L et en µkatal/L = compte-tenu définitions de l’U et du µKatal, AE = 2222 U/L = 2222/60 = 37,03 µkatal/L 
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Lactate + NAD à pyruvate + NADH,H+

3000 µL + 150 µL è dilution 3150/150 = 21 ; dilué au 1/100 è dilution = 2100

Q1
On veut mesurer la « concentration en activité » LDH è il faut mesurer une V0 è il faut être en conditions de V0 è le réactif contient les 
substrats (lactate + NAD) en excès. Il faut être à un pH adéquat pour que la Rn aille vers la droite è tampon pH = 9,3 (cf cours précédent) - 
température 37°

Q2
Longueur d’onde = 340 nm : l.o. d’absorption spécifique du NADH,H+ (NAD réduit) – voir spectre 
Nous pouvons suivre l’apparition du NADH, H+ : variation croissante de l’absorbance



30

Q3
Concentration catalytique de la LDH en U/L
à Je dois déterminer la V0 en µmoles de NADH,H+ formées par minute et par litre 

A = eLC à C = A/eL à DC = DA x 1/eL  à DC/Dt = DA/Dt x 1/eL = (0,032/0,5) x 1/(6300 x 1) x 106 = 0,032 x 106 /3150 = 
10,16 µmoles/min/L dans la cuve

Compte-tenu de la définition de l’U è AE = 10,16 U/L dans la cuve è 10,16 X 2100 = 21336 U/L dans l’extrait (tissulaire 
partiellement purifié) de départ.
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Q4
50 mL - 8300 U/L – 15,6 g/L
15 mL – 21336 U/L – 0,85 g/L

- Rendement = Qté d’enzyme finale/Qté d’enzyme initiale = (21336x15)/(8300x50) = 0,7712 = 77,12 %
- Activité spécifique (AS) homogénat initial = Qté (Cn) d’enzyme homogénat initial/Qté (Cn) prot totale homogénat 
initial = 8300/15,6 = 532 U/g
- Activité spécifique (AS) extrait partiellement purifié = 21336/0,85 = 25101,18 U/g
- Degré de purification = AS finale/AS initiale = 25101,18/532 = 47,18

Lors de la purification, on a perdu 23 % de l’enzyme, mais on l’a concentré 47 fois

Q5 : LDH : hétérotétramère – sous-unités H (heart) et sous-unités M (muscle)
Cœur H4 = LDH travaille dans le sens lactate à pyruvate / Muscles M4 = LDH travaille dans le sens pyruvate à lactate



32

1,205-1,126 = 0,079
Après = 0,108 en moy
Et puis 0,172-0,102 = 0,070
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Aspartate + oxoglutarate à oxaloacétate + glutamate : Rn principale

Oxaloacétate + NADH, H+ à malate + NAD+ : Rn indicatrice

2000 µL RA + 200 µL sérum + 200 µL RB à dilution sérum = 2400/200 = 12

Absorbance à 340 nm toutes les 30 secondes

Q1

Dans le mélange des réactifs A et B : aspartate / oxoglutarate / NADH, H+ >/ MDH > – En excès (+ LDH : voir exercice 7…)

Q2

340 nm = l.o. d’absorption du NADH, H+. Absorbance diminue

ASAT

MDH
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Q3

CC en U/L et en µkat/L

à Mesurer des V0 en µmoles/min/L et en µmoles/sec/L

A = eLC à C = A/eL à DC = DA x 1/eL  à DC/Dt = DA/Dt x 1/eL

Considérer des valeurs de A dans la zone linéaire de décroissance

V0 = (0,802- 0,694)/0,5 X 1/6300 x 106 = 0,108 x 106 /3150 = 34,29 µmoles/L/min

CC milieu réactionnel = 34,29 U/L – dans le sérum : 34,29 X 12

V0 = (0,802- 0,694)/30 X 1/6300 x 106 = 0,108 x 106 /189000 = 0,57 µmoles/L/sec

CC milieu réactionnel = 34,29 µkat/L  – dans le sérum : 0,57 X 12
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Q4
V0 = DC/Dt = DA/Dt x 1/eL

Pour AE en U/L
V0 en µmoles/min/L = DA en 30 sec X (1/6300 X 1) X 106 X 12 X 2 = DA en 30 sec X 3809,53

Pour AE en µkat/L
V0 en µmoles/sec/L = DA en 30 sec X (1/6300 X 1) X 106 X 12 X 1/30 = DA en 30 sec X 63,49 (= 3809,53/60)

0,5 minute

30 secondes
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200 µL de RA + 10 µL de sérum + 20 µL de RB è dilution 230/10 = 23

Résultats en U/L
V0 en µmoles/min/L = DC/Dt = DA/Dt x 1/eL = D A par minute X 106 X 1/(6300 x 0,6) X 23 = D A par minute X 6084,65

Résultats en µkat/L
V0 en µmoles/sec/L = D A par minute X 6084,65/60 = 101,41
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https://www.medshake.net/pharmacie/concours-
internat/annales/

https://www.medshake.net/pharmacie/concours-internat/annales/
https://www.medshake.net/pharmacie/concours-internat/annales/


38

Q1
a)
S = nKm
V0 = Vmax n/(n+1)
90% Vmax è n/(n+1) = 0,9 è n = 9 è S = 9x10-5 M

b)
La solution tamponnée de substrat S est diluée 31,5 fois (246 + 49 + 10 + 10 = 315)
è Concentration minimale dans la solution tamponnée = 9. 10-5  X 31,5 = 283,5 x 10-5 M

Substrat

Idem échantillon contenant X 
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Q2
Avant initialisation par les 10 µL de S, volume total = 246 + 49 + 10 = 305 µL
- Échantillon = 10 µL dans 305 µL = dilué 30,5 fois
- Quand échantillon dilué 100 fois, A = 0,0305 è quand dilué 30,5 fois, A = 0,0305 X (100/30,5) = 0,1

 Avant initialisation par les 10 µL de S, volume total = 246 + 49 + 10 = 305 µL
- solution de NADH,H+ à 1.10-3 M = 49 µL = diluée 6,224 fois è concentration = 1.10-3 /6,224 = 0,160.10-3 M 
A = eLC = 6300 X 1 X 0,160.10-3 = 1,008

A totale = 1,008 + 0,1 = 1,1008

La solution de NADH,H+ 
et 

l’échantillon absorbent à 340 nm



40

Q3
Après ajout de S (réactif déclenchant), l’échantillon est dilué 31,5 fois (246 + 49 + 10 + 10 = 315)

V0 = DC/Dt = DA/Dt x 1/eL

Pour AE en U/L
V0 en µmoles/min/L = DA en 30 sec X (1/6300) X 106 X 31,5 X 2 = DA en 30 sec X 10000

Pour AE en Kat/L
V0 en moles/sec/L = DA en 30 sec X (1/6300) X 31,5 X 1/30 = DA en 30 sec X 1,66.10-4

(1 katal = 60.106 U)
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On considère que le NADH, H+ est en large excès

ED d’enzymologie 2ème année
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Si conditions de V0…
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pente
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• Bien lire et comprendre l’énoncé
• Enzymologie = expérimental : on fait des mesures dans des conditions 

particulières et on en tire des données intéressantes 
• Connaitre les formules importantes
• Une U d’enzyme dans un labo n’est pas forcément équivalente à l’U du labo d’à 

côté (pas de calibration ; importance des valeurs normales ; standardisation)
• Bien comprendre les représentations graphiques
• Inhibitions enzymatiques
• Attention aux dilutions !
• Un exercice d’enzymologie par semaine
• Ne pas faire l’impasse (0 = interdit)
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