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Etude la -galactosidase d'Aspergillus oryzae
La -galactosidase catalyse la réaction d’hydrolyse :

ONPG + H2O                       ONP +   galactose

1. Caractéristiques d'absorption du couple ONP-ONPG: ( 340 –500 nm)

Tracer les spectres d'absorption de l'ONP et de l'ONPG entre 340 et 500 nm dans les conditions de pH des mesures enzymatiques :

· pH de développement de la réaction  (pH 4,5)

· pH de blocage ( pH 10,4)

1.1.Spectre de l'ONP:

A partir d'une solution d'ONP à 1,0 mmol/L, préparer 10 mL d’une solution à 0,2 mmol/L.

	
	pH 10,4
	pH 4,5

	ONP 0,2 mmol/L
	1 mL
	1 mL

	tampon acéto-acétique pH 4,5
	2 mL
	3 mL

	Na2CO3 1 mol/L
	1 mL
	-


Pour chaque pH prévoir le blanc de lecture approprié.

Résultats :

· Analyser les spectres.

· Pour chaque pH ,déterminer les coefficients d'extinction molaire de l'ONP , en m+2.mol-1, à 405 nm et à 373 nm.

1.2. Spectre de l'ONPG:

Utiliser pour réaliser les spectres une solution d’ONPG à 2,5 mmol/L

	
	pH 10,4
	pH 4,5

	ONPG  2,5 mmol/L
	1 mL
	1 mL

	tampon acéto-acétique pH 4,5
	2 mL
	3 mL

	Na2CO3 1 mol/L
	1 mL
	-


Pour chaque pH prévoir le blanc de lecture approprié.

Résultats :
· Analyser les spectres.

· Pour chaque pH ,déterminer les coefficients d'extinction molaire de l'ONPG , en m+2.mol-1, à 405 nm et à 373 nm.

1.3.Analyses des résultats:

· Démontrer qu'à certaines longueurs d'onde de mesure, il convient de tenir compte de la différence des coefficients d'extinction molaire de l'ONP et de l'ONPG dans le calcul des vitesses de réaction.

· Etablir les formules de calcul de la vitesse dans la cuve de mesure pour les longueurs d'onde :

· 405 nm

· 373 nm

2. Cinétique d'apparition de l'ONP : courbe P = f(t)

2.1. Mode opératoire:

Préparer 10 tubes à hémolyse ( T1 à T10)  avec 1 mL de Na2CO3 1 mol/L

Dans un grand tube introduire:

	ONPG 2,5 mmol/L
	2 mL

	tampon pH 4,5 ; 0,1 mol/L
	12 mL

	préchauffer 10 min à 30 °C

	solution enzymatique
	1 mL

	· Homogénéiser

· Déclencher le chronomètre (t = 0)

· Mettre au bain-marie à 30 °C

	Prélever 1 mL au temps: 1, 2, 3, 4, 5, 10, 15, 20, 30 et 40 min. 

Mettre immédiatement dans le tube Ti correspondant.

Lire l'absorbance à 405 nm contre un témoin approprié.


2.2.Cinétique témoin:
Réaliser la même manipulation sans enzyme, en remplaçant celle-ci par un volume équivalent de tampon.

2.3. Résultats:

· Tracer A405 nm = f(t) pour chaque étude.

· Analyser la stabilité de l'ONPG.

· Analyser la courbe A = f(t) avec l'enzyme.

· Déterminer la phase de linéarité de cette cinétique. 

· Proposer un protocole de détermination de l’activité enzymatique de cette enzyme par une méthode 2 points.

· Analyser l'évolution de la vitesse instantanée et de l'ordre de la réaction.

· Déterminer la vitesse initiale dans le milieu réactionnel en uA/min  et en nkat/LMR.

· Calculer le pourcentage de substrat hydrolysé en fin de mesure. Commenter ce résultat.

NB : LMR = litre de milieu réactionnel

3. Etude du système enzyme-substrat:

3.1. Détermination des paramètres spécifiques de l'enzyme:

3.1.1. Protocole:

	ONPG 2,5 mmol/L pH4,5     (mL)
	0,1
	0,2
	0,4
	0,6
	0,8
	1,0
	1,5
	2,0
	2,5
	2,8

	tampon pH 4,5
	2,7
	2,6
	2,4
	2,2
	2,0
	1,8
	1,3
	0,8
	0,3
	0

	préchauffer 5 min à 30 °C

	sol. enzymatique pH 4,5 (mL)
	0,2
	0,2
	0,2
	0,2
	0,2
	0,2
	0,2
	0,2
	0,2
	0,2

	Homogénéiser

Bloquer la réaction au bout de 3 min exactement.

	Na2CO3 (1 mol/L)

(mL)
	1
	1
	1
	1
	1
	1
	1
	1
	1
	1

	Mesurer rapidement l'absorbance de chaque tube à 405 nm contre un témoin approprié.


3.1.2. Vérification de l'efficacité de la réaction par le carbonate:

· Etudier l'évolution de l'absorbance d'un même échantillon bloqué pendant 15 min.

· Conclure sur l'efficacité de la réaction de blocage.

· Proposer d'autres moyens de blocage . Discuter leur utilisation.

3.1.3. Analyse des résultats :

· Pour chaque cinétique déterminer la vitesse initiale  vi de la réaction en uA/min.

· Tracer les graphes:

· vi = f(Si) 

· 1/vi = f(1/Si)

Si = concentration initiale en substrat dans le milieu réactionnel.

· Modéliser à l'aide d'un logiciel.

· Déterminer:

· Km en mmol/L

· Vimax  en uA/min

· Calculer la concentration catalytique de la solution enzymatique en µkat/L.

· Calculer l'activité spécifique de l'enzyme nkat/mg. (en salle sera précisée la masse d'enzyme contenue dans la solution enzymatique)

· A partir des résultats obtenus,  préciser les conditions opératoires à respecter pour déterminer l'activité de l'enzyme (Vimax) par une seule cinétique. ( concentration en substrat, pH, temps de mesure…)

3.2. Influence du lactose sur la cinétique:

3.2.1. Mode opératoire:

	ONPG 2,5 mmol/L pH4,5     (mL)
	0,1
	0,2
	0,4
	0,6
	0,8
	1,0
	1,5
	2,0
	2,5

	tampon pH 4,5
	2,5
	2,4
	2,2
	2,0
	1,8
	1,6
	1,1
	0,6
	0,1

	lactose 0,1 mol/L

(mL)
	0,2
	0,2
	0,2
	0,2
	0,2
	0,2
	0,2
	0,2
	0,2

	préchauffer 5 min à 30 °C

	sol. enzymatique pH 4,5 (mL)
	0,2
	0,2
	0,2
	0,2
	0,2
	0,2
	0,2
	0,2
	0,2

	Homogénéiser

Bloquer la réaction au bout de 3 min exactement.

	Na2CO3 (1 mol/L)

(mL)
	1
	1
	1
	1
	1
	1
	1
	1
	1

	Mesurer rapidement l'absorbance de chaque tube à 405 nm contre un témoin approprié.


3.2.2. Résultats:

· Pour chaque cinétique déterminer la vitesse initiale  vi de la réaction en uA/min.

· Tracer les graphes:

· vi = f(Si) 

· 1/vi = f(1/Si)

Si = concentration initiale en substrat dans le milieu réactionnel.

· Modéliser à l'aide d'un logiciel.

· Déterminer:

· K'm en mmol/L

· V'imax  en uA/min

Comparer les résultats avec ceux obtenus sans la présence du lactose.

A quel type d'effecteur appartient le lactose? Justifier cinétiquement et moléculairement la réponse.

Déterminer les paramètres cinétiques de cet effecteur.

4. Etude de la concentration en enzyme :

4.1. Protocole:

	ONPG 2,5 mmol/L pH4,5     (mL)
	2
	2
	2
	2
	2
	2
	2

	tampon pH 4,5 (mL)
	0,95
	0,90
	0,80
	0,60
	0,4
	0,2
	0

	préchauffer 5 min à 30 °C

	sol. enzymatique

 pH 4,5 (mL)
	0,050
	0,100
	0,200
	0,400
	0,600
	0,800
	1,000

	Homogénéiser

Bloquer la réaction au bout de 3 min exactement

	Na2CO3 (1 mol/L)

(mL)
	1
	1
	1
	1
	1
	1
	1

	Mesurer rapidement l'absorbance de chaque tube à 405 nm contre un témoin approprié.


4.2. Résultats:

· Regrouper les résultats.

· Pour chaque concentration en enzyme (E) dans le milieu réactionnel,  déterminer la vitesse initiale de la réaction en uA/min

· Calculer dans chaque cas la concentration d'activité catalytique (bMR) dans le milieu réactionnel en nkat/LMR
· Tracer bMR= f(E) .

· Analyser cette courbe.

· Déterminer le kcatalytique de la réaction.

Donnée: M -galactosidase = 540 000 d
Feuille de Résultats

1. Caractéristiques d'absorption du couple ONP-ONPG: ( 340 –500 nm)

1.1. spectre de l’ONP :

	pH
	373 nm
	405 nm

	10,4
	
	

	4,5
	
	


1.2. spectre de l’ONPG :

	pH
	373 nm
	405 nm

	10,4
	
	


	4,5
	
	


2. Cinétique d'apparition de l'ONP : courbe P = f(t)

Cinétique témoin:
	t (min)
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	A
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	


Cinétique avec enzyme:

	t (min)
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	A
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	


A/min =

b = 

3. Etude du système enzyme-substrat:

3.1. Détermination des paramètres spécifiques de l'enzyme:

	ONPG 2,5 mmol/L pH4,5     (mL)
	0,1
	0,2
	0,4
	0,6
	0,8
	1,0
	1,5
	2,0
	2,5
	2,8

	A
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	A/min
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	c ONPG
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	


	représentation
	v=f(s)
	1/v=f(1/s)

	Km
	
	

	Vmax
	
	

	b
	
	

	AS
	
	


3.2. Influence du lactose sur la cinétique:

	ONPG 2,5 mmol/L pH4,5     (mL)
	0,1
	0,2
	0,4
	0,6
	0,8
	1,0
	1,5
	2,0
	2,5

	A
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	A/min
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	c ONPG
	
	
	
	
	
	
	
	
	


	représentation
	v=f(s)
	1/v=f(1/s)

	Km
	
	

	Vmax
	
	

	b
	
	

	AS
	
	

	KI
	
	


4. Etude de la concentration en enzyme :

	sol. enzymatique

pH 4,5 (mL)
	0,050
	0,100
	0,200
	0,400
	0,600
	0,800
	1,000

	CE (µg/LMR)
	
	
	
	
	
	
	

	A/min
	
	
	
	
	
	
	

	bMR
	
	
	
	
	
	
	


k cat = 

	Matière d’œuvre pour 16 élèves

	Matériel
	étiquette
	quantité
	répartition

	ONP 1 mmol/L (69,5 mg/500 mL) à conserver pour le TP04
	ONP 1 mmol/L
	500 mL
	1 fl

	ONPG 2,5 mmol/L en tampon acéto-acétate pH 4,5  (752 mg/L)
	ONPG 2,5 mmol/L
	2 L
	16 fl de 100 mL



	Na2CO3 1 mol/L (106 g/L) pur et anhydre
	Na2CO3 1 mol/L
	1 L
	16 fl de 50 mL

	tampon Acéto-acétique 0,1 mol/L pH 4,5
	tampon AcAc pH 4,5
	5 L
	16 fl de 100 mL 

	-galactosidase

d'Aspergillus oryzae à 50 mg/100 mL en tampon pH 4,5
	-galactosidase 0,5 g/L

solM 
	100 mL
	

	-galactosidase E: diluer au 1/10 la sol. à 0,5 g/L en tampon pH 4,5 au dernier moment  
	E 50 mg/L  (conserver dans la glace)
	250 mL
	16 fl de 15 mL + reste

	8 boîtes à glace + glace pilée
	
	
	

	cônes jaunes
	
	
	8 boîtes

	cônes bleus
	
	
	8 boîtes

	fioles de 100 mL
	
	
	

	tubes à hémolyse
	
	
	3 paniers

	tubes colorimétrie
	
	
	

	parafilm
	
	
	

	bain-marie de paillasse + thermomètre 30°C
	
	
	8

	cuves spectro normales
	
	
	

	lactose,1H2O : 0,1 mol/L (36 g/L)
	lactose
	100 mL 
	1 fl

	chronomètre
	
	
	16








