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Cours Enzymologie n° 3 (2 heures ; 14 octobre 2024)

Plan
IV- Détermination d’une activité enzymatique dans un milieu biologique
1- Conditions à respecter
2- Paramètre mesuré
3- Exemple à 1 substrat sans cofacteur : phosphatases alcalines (PAL)
4- Exemple à 1 substrat avec coenzyme (2ème substrat) : lacticodéshydrogénase (LDH)
5- Exemples à 2 substrats : ASAT et ALAT
6- Suivi et bilan de la purification d’une enzyme
V- Rôles des enzymes in vivo
1- Régulations covalentes et allostériques
1.1- Covalentes par phosphorylation/déphosphorylation
1.2- Autres régulations covalentes
1.3- Régulations allostériques homotropes de type K
1.4- Régulations allostériques hétérotropes de type K
2- Les enzymes en biologie médicale
2.1- Marqueurs tissulaires
2.2- Déficits enzymatiques congénitaux

VI- Dosage d’un substrat par voie enzymatique
1- Principes et conditions à respecter
2- Dosage d’un substrat au point final (pyruvate, lactate, glucose, urée…)
3- Dosage d’un substrat en mode cinétique
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IV- Détermination d’une activité enzymatique dans un milieu biologique

Pour doser une enzyme (concentration catalytique), il faut mesurer une vitesse initiale (pas forcément la 
Vmax) d’une réaction catalysée par cette enzyme.

1- Conditions à respecter

- choix de S, et [S] >> [E] ; [S] = 10 -100 KM (V0 à Vmax)
- température et pH optimum, force ionique, solvants…
- ajout d’activateurs, de cofacteurs, élimination d’inhibiteurs

2- Paramètre mesuré 

- mesure d’une vitesse initiale V0 = dP/dt ou dS/dt à t = 0 ; (V0 = Vmax plus pratique…)
- paramètre mesuré : absorbance (ΔA/Δt), fluorescence, pression partielle (pH, pO2), radioactivité, dosage 
chromatographique (CPG, CLHP…)…

(S) = n Km è V0 = Vmax n/n+1
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- E fixée
- S variable
- Mêmes conditions expérimentales (temp, pH…)

Vmax plus pratique…

Augmentation durée phase stationnaire

Augmentation 
pente



- Solution d’enzyme (ou en poudre) + tampon + cofacteurs…  = phase de pré-incubation, et on ajoute le 
substrat = réactif déclenchant.
- Et on mesure l’absorbance à une certaine longueur d’onde (λ) d’un substrat (A diminue) ou d’un produit 
(A augmente).

- A = εLC
Absorbance de la molécule à une certaine λ (sans unité)
Concentration de la molécule 
Longueur de la cuve : pas toujours 1 cm…
ε : coefficient d’absorption molaire de la molécule – attention unités ! Classiquement : mole-1.L.cm-1

- Additivité de la loi de Beer-Lambert : les différentes absorbances (à une même λ) s’additionnent

- C = A X 1/εL è DC/Dt = V0 dans la cuve = DA/Dt X 1/εL

- DA/Dt dans la zone linéaire/stationnaire

- Vous exprimez la V0 en µmoles/min/L (pour AE en U/L) ou en moles/sec/L (AE en Kat/L)

Ensuite, multiplier par le facteur de dilution de la solution d’enzyme = vol total/vol solution d’enzyme 
(plasma, sérum, urines, autre).

Paramètre mesuré = absorbance
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100 mL de sirop versés/dilués 
dans 1 litre d’eau 

à Dilution du sirop au 1/11ème

- Volume total = 1,1 L
- Volume du sirop avant dilution = 0,1 L

et 1,1/0,1 = 11

Remarque : si le sirop était « 10X », il est trop dilué…
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Enzymologie 
= 

Biochimie 
Expérimentale

Dans un automate de biochimie…
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Détermination concentration catalytique 
dans l’échantillon en U/L

CC en U/L= DA/Dt x 1/eL x 106 x Vtot/Vech 

= DA/Dt x F

Avec F = 1/eL x 106 x Vtot/Vech

Détermination concentration catalytique 
dans l’échantillon en µKat/L ?

Si e en mole-1.L.cm-1

Dt en minutes
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IV- Détermination d’une activité enzymatique dans un milieu biologique

3- Exemple à 1 substrat sans cofacteur :

Phosphatases alcalines (PAL) :

à pH = 8,6

p-nitrophényl-phosphate (PNPP) + H2O --------> p-nitrophénol (PNP) + Pi

Départ (t0) ; lecture A410 nm à t1 et à t2

Loi de Beer-Lambert ou gamme étalon de PNP, et V0 = (ΔA410 nm/(t2- t1)) x F

F = 1/εL x Vtot/Vech (si Beer-Lambert) ou facteur directeur de la droite d’étalonnage x Vtot/Vech

TP BBCM : phosphatases acides à pH acide
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IV- Détermination d’une activité enzymatique dans un milieu biologique

4- Exemple à 1 substrat avec coenzyme (2ème substrat):

Lactico-déshydrogénase (LDH) : 

à pH = 7,4

CH3-CO-COO- + NADH,H+ -------> CH3-CHOH-COO- + NAD+

  pyruvate           lactate

diminution NADH,H+ stœchiométrique : lecture de l’absorbance à 340 nm (elle diminue…)

ED d’enzymologie
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F = 1/eL x 106 x Vtot/Vech

e NADH 340 nm = 6,3.103 L.mol-1.cm-1

F = 1/6,3.103 x 106 x 1220/20

F = 1/6,3 x 1000 x 1220/20 = 9682
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IV- Détermination d’une activité enzymatique dans un milieu biologique

5- Exemples à 2 substrats :

- ASAT (aspartate aminotransférase) :

-COO-CH2-CH-COO- + -OOC-CH2-CH2-CO-COO- ----> -OOC-CH2-CH2-CH-COO- + -OOC-CH2-CO-COO-

            NH3+                       NH3+

-OOC-CH2-CO-COO- + NADH,H+ ----> -OOC-CH2-CHOH-COO- + NAD+

- ALAT (alanine aminotransférase) :

alanine + α-cétoglutarate -----> glutamate + pyruvate

pyruvate + NADH, H+ -----> lactate + NAD+      

MDH

ASAT

aspartate α-cétoglutarate glutamate oxaloacétate

oxaloacétate malate

+ Vit. B6

MDH = enzyme auxiliaire

ΔA340nm/Δt

ALAT

LDH
LDH = enzyme auxiliaire

+ Vit. B6



Lorsque le substrat ou le produit ne présentent pas de propriétés spectrales aisément mesurables, la 
réaction spécifique de l’activité enzymatique à mesurer peut être couplée à une réaction dite 
indicatrice.

Exemple :

Substrat Produit 1
Enzyme

Produit 1
Enzyme 2

Produit 2

ALA + a CETOGLU

LDH

PYR + GLUTAMATE
ALAT

LACTATE + NAD+PYR + NADH, H+

Réaction spécifique

Réaction indicatrice

Réaction spécifique

Réaction indicatrice

Lecture à 340 nm de la disparition du NADH, H+
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Il est parfois nécessaire d’intercaler des réactions auxiliaires entre la réaction spécifique et la 
réaction indicatrice.

Substrat Produit 1
Enzyme

Produit 1
Enzyme 2

Produit 2

Réaction spécifique

Réaction auxiliaire

Produit 2
Enzyme 3

Produit 3 Réaction indicatrice
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Hyperactivité enzymatique

tdébut tfin

A

temps

Risque de sous-estimer +++ une concentration enzymatique très élevée
---> on fixe une absorbance limite à ne pas dépasser au premier point de mesure
---> on dilue l’échantillon et on redose

HyperacKvité (consommaKon du substrat) 

A limite
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IV- Détermination d’une activité enzymatique dans un milieu biologique

6- Suivi et bilan de la purification d’une enzyme

- Le rendement ρ d’une purification (%) est un critère quantitatif : il correspond au rapport entre la quantité 
d’enzyme récupérée en fin d’étape et la quantité d’enzyme introduite en début d’étape. La quantité d’enzyme 
dénommée quantité catalytique (QC) s’exprime en unités arbitraires (U, katal) et se calcule par le produit (en 
unités compatibles) de la concentration catalytique et du volume.

à ρ = Qtt catalytique finale / Qtt catalytique initiale x 100 (%) - Pas de rendement > 100 % 

- L’activité spécifique (AS) est un critère plutôt qualitatif : l’AS exprime la quantité d’enzyme (QC) dans le 
milieu par rapport à la quantité de protéines totales. Calculée par le rapport (en unités compatibles) entre la 
concentration d’enzyme (CC) et la concentration en protéines totales.

à AS(U/g de protéines totales) = QC / Qtt prot totales = CC (U/L) / [prot totales] (g/L)

- Le degré de purification ou facteur/index de purification/d’enrichissement est aussi un critère qualitatif 
: il mesure l’efficacité d’une étape de purification par le rapport des AS en fin d’étape et en début d’étape. 

à Degré de purification = AS (fin) / AS (début) sans unité  
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Lors de la purification 
(souvent plusieurs étapes),

on a perdu X % de l’enzyme 

mais 

on l’a concentré Y fois

X = rendement
Y = degré de purification



20

V- Rôle des enzymes in vivo

1- Régulations covalentes et allostériques

1.1- Covalentes par phosphorylation/déphosphorylation :
Activation par les kinases/phosphatases : enzyme active phosphorylée ou déphosphorylée (covalence)
E-OH + -P -----> E-P + H2O
donneur de P : ATP ou GTP ; cascades d’activation : réponse à une hormone tissu-spécifique 
(récepteurs) et transduction du signal (modifications conformationnelles)

1.2- Autres régulations covalentes :
- Glycosylations
- ADP-adénylation

Voir métabolisme
Importance du rapport insuline/glucagon

Ex : glycogène phosphorylase
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V- Rôle des enzymes in vivo

1- Régulations covalentes et allostériques

1.3- Régulations allostériques homotropes de type K

Les enzymes allostériques sont des protéines catalytiques de structure quaternaire dont les sous-unités 
coopèrent. Dans le cas de l’allostérie homotrope de type K, la fixation du substrat sur une sous-unité 
engendre une modification de la conformation et de l’affinité pour le substrat des autres sous-unités.

Forme tendue inactive 
à faible affinité 
pour le substrat

Forme relâchée active 
à forte affinité 

pour le substrat

Ici, les différences de propriétés "enzymatiques" entre les états tendus et relâchés des sous-unités 
concernent l'affinité pour le substrat (d’où le type K).
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La phosphofructokinase
Régulation allostérique de la glycolyse 

effet homotrope 
positif de type K

(impact sur affinité de E pour S)
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Modèle concerté (MONOD, WYMAN & CHANGEUX, 1965) : 
une affinité modifiée de toutes les sous-unités dès qu’une 
sous-unité accueille un substrat

Modèle séquentiel (KOSHLAND, 1966) : 
une affinité modifiée sous-unité par sous-
unité suite à l’arrivée d’un substrat sur 
une première sous-unité

Deux modèles de coopérativité
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- Si n = 1, la fixation du substrat sur les différents sites actifs est indépendante = non-coopérative ou bien il n’y 
a qu’un seul site, comme dans les enzymes michaeliennes. 
- Si n > 1, la fixation du substrat sur les différents sites actifs est coopérative : les sous-unités coopèrent de 
sorte que la fixation d’un substrat sur une sous-unité (→ R) induit la hausse d’affinité des autres sous-unités 
pour ce même substrat sur les autres sous-unités (→ R).
- Si n < 1, la fixation est anti-coopérative.
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V- Rôle des enzymes in vivo

1- Régulations covalentes et allostériques

1.4- Régulations allostériques hétérotropes de type K
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Dans les systèmes V, la protéine passe d'une forme à l'autre sans changer d'affinité pour ses 
ligands. C'est la vitesse de l'acte catalytique qui va varier (Kcat), donc la Vmax.
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Phosphofructokinase 1 et glycolyse

Voir cours métabolisme

Autre ex : glycogène phosphorylase

+ régulation allostérique de la PFK1 
par le fructose 2-6 diP
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Aspartate transcarbamoylase (ATCase) et métabolisme des bases pyrimidiques
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V- Rôle des enzymes in vivo

2- Les enzymes en biologie médicale :

2.1- Marqueurs tissulaires 
- Diagnostic : lyse cellulaire, anomalie fonctionnelle
ex : cytolyse (LDH), cytolyse musculaire (CK, ASAT, LDH), cytolyse hépatique (ALAT, ASAT, LDH), 
cholestase (PAL, γGT), pancréatite (amylase, lipase)… Intérêt des iso-enzymes : iso-LDH, iso-CK, iso-PAL
- Pronostic : degré et durée de l’anomalie
- Suivi évolutif : spontané ou thérapeutique (chronicité, rechute…)

2.2- Déficits enzymatiques congénitaux
Maladies héréditaires du métabolisme (monogéniques). Diagnostic anténatal, périnatal ou plus tardif 
(génotypique et phénotypique : absence ou diminution de l’enzyme responsable) ; thérapie ciblée (protéines 
thérapeutiques).
Ex: voie de la glycolyse ; anémies congénitales (globule rouge : déficit en G6PDH) ; métabolisme du 
glycogène (glycogénoses) ; métabolisme de la Phe (phénylcétonurie) ; glycosylation (CDG)…
Activité enzymatique dans cellules (GR), tissus (pièces opératoires, ponctions biopsiques), liquides 
biologiques…
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Congenital disorders of glycosylation (CDG)
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VI- Dosage d’un substrat par voie enzymatique

1- Principes et conditions à respecter 

S -----> P  

E = réactif (conditions optimales) ; [S] est le facteur limitant de la réaction ; S << KM (≤ 0,1 KM)

Réaction monodirectionnelle (sens thermodynamiquement favorable ou réaction auxiliaire) ; S ou P 
mesurable.

1.2- Dosage au point final 
Quand tout le substrat a été consommé par la réaction enzymatique, la réaction s’arrête et le signal 
(absorbance) ne varie plus (« équilibre »). 

Temps préfixés (t0 et t1), zéro à t0, équilibre à t1

E

« Pas de notion de 
vitesse initiale… »
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- Dosages des pyruvate et lactate (E = LDH)
à Pyruvate : LDH en excès, pH = 7,4 - ΔA340/Δt (A diminue)
à Lactate : LDH + hydrazine, pH = 8,5 - ΔA340/Δt (A augmente)

- Dosage du glucose (E1 = glucose oxydase = GOD ; E2 = peroxydase)

glucose + O2 + H2O -----> acide gluconique + H2O2 

2 H2O2 + phénol (excès) + amino-4-antipyrine (excès) -----> quinoéimine coloré à 505 nm+ 4 H2O 

ED d’enzymologie

A340 nm ???

« Trinder »E1

E2

« Pas de notion de 
vitesse initiale… »
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- Dosage du glucose (E1 = hexokinase = HK ; E2 = G6PDH)

Glucose + ATP -----> glucose-6-P + ADP

Glucose-6-P + NADP+ -----> 6 phosphogluconate + NADPH, H+

- Dosage de l’urée à l’uréase

H2N-CO-NH2 + H20 -----> CO2 + 2 NH3

- Dosage de l’acide urique à l’uricase (uricase bactérienne a un KM plus approprié)

----> allantoïne + H2O2 -----> Trinder/peroxydase (660 nm)
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VI- Dosage d’un substrat par voie enzymatique

1.3- Dosage d’un substrat en mode cinétique

[S] ≤ 0,1 KM à V0 = K x [S] 

à On détermine K avec une gamme d’étalonnage (plusieurs points)

En pratique, la mesure de la V0 est très délicate (voire impossible) car la variation du signal et le temps 
pendant lequel cette variation évolue linéairement sont très faibles (conditions de V0 très courtes quand 
[S] est très petit). Or il faut un certain temps pour mélanger les réactifs... 

Pour contourner cette difficulté la variation de signal est lue entre deux points sur la partie non-linéaire 
de la cinétique (cinétique en temps préfixés). 

Vmax . [S]

KM + [S]
V0 =
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Dans les conditions définies précédemment, on peut démontrer (diapo suivante) une proportionnalité 
entre ΔA et [S]. 

[S] = K1 ΔA

La méthode est calibrée par un étalon qui est dosé dans les mêmes conditions que le substrat.

Pour une [S], on mesure A à t1 et A à t2 

===> ΔA
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S ≤ 0,1 KM

constante constante
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Enzymologie

o Je ne me dis pas que l’enzymologie, « c’est trop compliqué », et je prends le 
temps nécessaire pour comprendre.

o Je connais absolument les quelques formules et représentations graphiques à 
connaitre absolument.

o Je ne me laisse pas impressionner par des équations réactionnelles 
compliquées.

o Je prends le temps de bien comprendre l’énoncé : enzyme(s) ? substrat(s) ? 
produit(s) ? Que mesure t’on en fonction de quoi ? Que peut-on/doit-on 
déterminer ? (enzyme ? substrat ? KM ? Kcat ?...)

o J’essaye de répondre de façon cohérente (unités… ) et claire

o J’écris des phrases. Je fais mon maximum pour l’orthographe. 
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Questions ?

à ED/cours à venir : exercices corrigés

à ED Enzymologie

à TP BBCM : enzymologie pratique


