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Objectifs du TP : 
Analyser et interpréter des données portant sur des cinétiques michaeliennes en 
présence ou non d’inhibiteurs
Interprétation du fonctionnement enzymatique en termes de structure moléculaire 
(avec Rastop)
Utilisation des techniques de chromatographie pour l’étude des protéines
Détermination de Km et Vmax avec un tableur.

Ce TP/TD se rapporte au chapitre SV-E-3 Les enzymes et la catalyse des réactions 
et SV-D-2-4 Acides aminés et protéines. Il s’agit d’appliquer les connaissances 
acquises sur la structure des protéines et sur le fonctionnement des enzymes :

Capacités exigibles en séances pratiques pour le chapitre SV-E-3
- Réaliser le suivi expérimental d’une réaction enzymatique :
•  Obtention d’une cinétique et détermination de la vitesse initiale ;
•  Construction d'une courbe vi = f([S]0) et linéarisation en double inverse ;
•  Détermination de KM, vmax et de l'efficacité catalytique.
- Relier la spécificité de substrat et de réaction à la structure tridimensionnelle et 
aux interactions du complexe enzyme-substrat.
- Exploiter des données de modélisation moléculaire.
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On part de 1/Vi = Km/Vmax.1/[S] + 1/Vmax

Graphiquement 1/Vm = 310 aux 
incertitudes près, donc Vm = 322 10-5 UA 

-1/Km = -0,34 104 à Km = 2,94 10-4 mol/l 

1/Vm’ = 440 à Vm’ = 227 10-5 UA avec la 
cystéine.

-1/Km’= -0,2.104 à Km’ = 5.10-4 mol/l avec 
le b glycérophosphate.

3- Donc le b glycérophosphate se comporte 
comme un inhibiteur compétitif puisque 
l’affinité diminue (Km augmente) alors que la 
cystéine est un inhibiteur non compétitif qui 
diminue Vm sans modifier l’affinité de 
l’enzyme pour le substrat.
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1.b : La Vi pour chaque concentration en substrat est donnée par la pente de la 
tangente à l'origine, c'est-à-dire la pente de la partie linéaire de la courbe 
(conditions initiales). 
On divise les valeurs lues par 10 pour ramener à 1 minute
CE = 1.10-6 mol. L-1, Vi = 0,33 µmol de glucose. min –1 par tube.
CE = 3,6. 10-6 mol. L-1, Vi = 1,15 µmol de glucose. min-1 par tube.
CE = 5,6. 10-6 mol. L-1, Vi= 1,78 µmol de glucose. min-1 par tube.



1.c : Les valeurs précédemment obtenues permettent de tracer la courbe
représentative de Vi= f(CE). On obtient une droite. En effet tant que la
concentration en substrat est saturante, la Vi de la réaction enzymatique ne
dépend que de la concentration en enzyme: Vi =Vmax [S]/ Km + [S] or [S] >>>
Km, donc Vi = Vmax qui est fonction de CE.

1.d : L'activité spécifique peut se calculer à partir de l'une des concentrations en 
enzyme CE, par exemple 5,6.10-6 mol. L-1, c'est-à-dire 5,6.10-6 x 250000 = 1,4 mg. 
L-1. 
La masse d'enzyme utilisée dans le test est de 1,4 mg pour produire 1,78 µmol de 
glucose. L’activité spécifique est donc de 1,78/1,4 = 1,27 UI. mg-1. 
Avec les autres valeurs de [E], on trouve 1,32 et 1,28 UI. mg-1.



1.e : Activité de 1 ml d'extrait: 3,6/4 = 0,9 UI. ml-1.
300 mg d’enzyme pour 100 mL soit 3 g.L-1 d’enzyme
Concentration molaire en enzyme: 3 g.L-1 /250 000 g.mol-1 = 12. 10-6 mol. L-1.

Sur la courbe V = f(CE), on a une concentration en enzyme égale à 2,6.10-6 mol.L-1

pour une activité de 0,9 UI. ml-1.

La masse en enzyme pure est 2,6.10-6.250000/10 = 6,5.10-2 g ou 65 mg. Le
pourcentage en enzyme pure est donc de [65/300] x 100 = 21,7 %.

On divise par 10 car on travaille sur 100 mL soit 1/10e de litre

2,6 10-6 mol.L-1


