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Immobilisation de l'alcool déshydrogénase

Corrigé page  3
L'alcool déshydrogénase (ADH) de levure catalyse la réaction suivante:

éthanol  + NAD+ 


éthanal  + NADH  + H+
1. Etude de l'activité en fonction de la concentration en éthanol:

Mode opératoire:

Introduire dans une cuve de 1 cm de trajet optique:

	tampon tris-HCl 20 mmol/L, pH 8,8
	1,4 mL

	Ethanol de concentration c (mmol/L)
	1 mL

	NAD+ 10 mmol/L
	0,5 mL

	Préincuber 5 min  à 30°C

	solution d'ADH à 100 mg/L
	0,1 mL

	Suivre la variation d'absorbance à 340 nm pendant 1 minute.


Résultats:

	c éthanol (mmol/L)
	1,8
	2,8
	4,5
	9
	18

	A/min à 340 nm
	0,048
	0,070
	0,100
	0,188
	0,289


1.1. Ecrire l'équation chimique développée de la réaction.

1.2. Justifier la longueur d'onde utilisée.

1.3. Calculer la concentration d'activité catalytique dans chaque tube en µkat/L de milieu réactionnel.

1.4. Calculer les concentrations en éthanol dans chaque milieu réactionnel 

1.5. Déterminer les paramètres cinétiques de l'ADH pour le substrat : éthanol

· Km en mmol/L de milieu réactionnel

· Vmax en µkat/L de milieu réactionnel

1.6. Calculer la concentration d'activité catalytique (b) de la solution d'ADH et sa concentration d'activité catalytique spécifique (zsp).

1.7. Calculer l'activité molaire spécifique de l'ADH.

Données:

M ADH = 141 000 g/mol

NADH 340 nm = 632 m2.mol-1
2. Etude de l'activité en fonction de la concentration en NAD+ :

On réalise comme précédemment une étude de l'activité en modifiant la concentration initiale en NAD+ dans le milieu réactionnel.

	c NAD+
mmol/L MR
	0,083
	0,16
	0,33
	0,83
	1,66
	2,5
	3,3
	4,16
	5

	A/min
	0,032
	0,058
	0,091
	0,149
	0,175
	0,176
	0,167
	0,160
	0,144


2.1. Tracer  le graphe z (en A/min) = f(c NAD+). Analyser

2.2. Déterminer les paramètres cinétiques de l'enzyme pour le NAD+.

3. Immobilisation de l'enzyme:

On mélange 2,5 mL de solution d'ADH à 0,1 g/L avec 10 mL d'alginate à 2%.

On laisse écouler le mélange dans une solution de chlorure de calcium refroidie. 

On obtient 250 billes.

Etude de l'activité des billes:

Dans un tube introduire:

	tampon tris-HCl 20 mmol/L, pH 8,8
	1,5 mL

	Ethanol de concentration c (mmol/L)
	1 mL

	NAD+ 10 mmol/L
	0,5 mL

	Préincuber 5 min  à 30°C

	Ajouter 5 billes. Homogénéiser. Incuber à 30°C

	Au bout de 1 min exactement prélever la phase liquide et mesurer son absorbance à 340 nm.


Résultats:

On obtient une variation moyenne d'absorbance à 340 nm de:

A/min = 0,186 uA /min

3.1. Calculer la quantité catalytique z dans le milieu réactionnel en nkat/LMR

3.2. En déduire l'activité catalytique apparente des billes en nkat/g d'enzyme immobilisée.

3.3. Comparer l'activité exprimée avec l'activité réellement immobilisée. 

Déterminer le rendement d'immobilisation R:
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Analyser le résultat. Interpréter.

Données:

M ADH = 141 000 g/mol

NADH 340 nm = 632 m2.mol-1
Corrigé

1. Etude de l'activité en fonction de la concentration en éthanol:

1.1.
1.2. NADH absorbe spécifiquement à 340nm

1.3. A=.l.c et  
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avec dA/dt en min-1
	c éthanol(mmol/L)
	1,8
	2,8
	4,5
	9
	18

	b µkat/LMR
	0,126
	0,184
	0,264
	0,495
	0,762


1.4. Concentrations en éthanol dans le milieu réactionnel :

d= 1/3

	c éthanol(mmol/L)
	1,8
	2,8
	4,5
	9
	18

	c éthanol MR (mmol/LMR)
	0,6
	0,933
	1,5
	3
	6


1.5. Paramètres cinétiques : Tracer le graphe b =f(c éthanol MR)
Km = 8,39 mmol/LMR
Vmax = 1,83 µkat/LMR
1.6. 
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549 µkat/g
1.7.
zm = zsp*M

zm = 77 kat/mol

2. Etude de l'activité en fonction de la concentration en NAD+ :

2.1. On observe une inhibition par excès de substrat
2.2. En utilisant les premières valeurs expérimentales on peut réaliser une modélisation michaelienne:

KMNAD+ = 0,479 mmol/L

Vmax = 0,228 uA/min
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3. Immobilisation de l'enzyme:

3.1. z = bMR*VMR
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3.2. on a z pour 5 billes

pour 250 billes  z250 = z*250/5 = 73,8 nkat

250 billes ( 2,5 mL d'enzyme à 0,1 g/L ( menzyme = 2,5.10-3*0,1 g

zsp = z250/menz = 295200 nkat/g = 295,2 µkat/g

3.3. zspimmobilisée< zsp initiale
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53,8 % d'activité conservée soit 46,2% d'activité perdue.
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