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Introduction :
	Les enzymes permettent des organismes de dépasser les lois thermodynamiques par abaisser les énergies d’activation pour les réactions chimiques. Il a plusieurs propriétés cinétiques qu’on peut étudier pour chaque enzyme. 
	Dans la première partie on a vérifié la dépendance du temps de la réaction catalysée par l’enzyme. Le substrat et l’enzyme qu’on a utilisé est le p-nitrophényl phosphate et la phosphatase acide respectivement. L’activité de l’enzyme peut être influencée par plusieurs facteurs; le dosage de la phosphatase acide doit être effectué dans des conditions où la vitesse de la formation du produit est constante. C’est important puisque l’enzyme peut subir l’inhibition par le produit. On a aussi observé comment l’activité enzymatique est influencée par la concentration de l’enzyme. La deuxième partie de l’expérience a consisté de mesurer les deux paramètres cinétiques Vmax et Km par mesurer les vitesses initiales de réaction avec une quantité fixe de phosphatase et une concentration variable de substrat à un pH optimal. Les valeurs seront déterminées à partir des graphiques de Hanes. La troisième partie de l’expérience est le même que la deuxième partie mais en présence d’un inhibiteur. L’analyse sur les paramètres cinétiques nous permettra d’identifier le type d’inhibiteur. 


R1. 
Tableau 1 : Dépendance de la formation du produit p-nitrophénol à partir la catalyse enzymatique avec la phosphatase acide avec le temps à 37ᵒC. Après la réaction a été commencé 6 aliquotes a été prises à des intervalles de 0, 2, 4, 6, 10 et 15 minutes et mises dans des fractions contenant 2,0 mL de 0,5 M KOH pour arrêter le réaction. Les absorbances a été mesurer et utiliser pour calculer le pourcentage de substrat converti. (Phosphatase acide dans le dosage : 0,02 mg/mL)
	Temps (min)
	A405
	PNP (μmol)
	PNP (mM)
	Pourcentage de PNPP converti (%)

	0
	0
	0
	0
	0

	2
	0,024
	0,01596
	0,006383
	0,1596

	4
	0,095
	0,06316
	0,02527
	0,6318

	6
	0,098
	0,06516
	0,02606
	0,6516

	10
	0,141
	0,09375
	0,0375
	0,9375

	15
	0,268
	0,1782
	0,07128
	1,782



Exemple de calculs pour la fraction à 2 minutes :
	Masse initiale de PNPP :
m = c*v
     = 20 mM PNPP
     = 0,5 mL*20 mmol/L
     = 0,005 L*20 mmol/L
     = 0,01 mmol

Concentration de PNP :
A = εcl
 c = A/εl
    = (0,024*5)/ (1,88 x 104) (1)
    = 6,382 x 10-6 M
    = 6,382 x 10-4 mM

Masse de PNP
m = c*v
     = 6,382 x 10-4 mM*0.0025L
     = 1,596 x 10-5 mmol
     = 0,01596 μmol

Pourcentage de PNPP converti =
(masse de PNP recueilli/masse de PNPP initiale) *100
= (0,006383/0,01)*100
= 0,1596%
	m = masse
c = concentration
v = volume
A = absorbance à 405 nm
ε = coefficient d’absorption 
l = trajet optique de la cuvette
*5 multiplication par facteur de 5 à cause de la dilution de 0,5 mL à 2,5 mL après l’ajout du KOH

Phosphatase acide dans le dosage = m/v
= (0,1 mL*0,5 mg/mL)/2,5 mL
= 0,05 mg/2,5 mL
= 0,02 mg/mL
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Équation de la ligne de régression  = 0,0112x + 1E-06. Vitesse initiale = 1,12 x 10-2 mol/L
Taux maximale sans perdre linéarité = 0,0112 (2) + 1E-06 = 2,24 x 10-2 mol/L
 La courbe demeure linéaire pendant environ 2 minutes. Certains graphiques pourraient atteindre un plateau lorsque tout l’enzyme est saturé de substrat et on commence d’en avoir plus d’enzyme que substrat. Lorsque plus en plus de substrat est converti le taux de conversion ralenti parce qu’il y a moins de substrat d’être converti. 
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Tableau 2 : Résultats de la dépendance des cinétiques sur les conditions du substrat. Le contrôle a été fait en utilisant une série de 7 éprouvettes avec des concentrations de 0,5 mM, 2,0 mM, 5,0 mM et 20,0 mM de PNPP et une quantité fixe de 0,05 mL de 0,5 mg/mL de la phosphatase acide. Après 10 minutes d’incubation à 37ᵒC 2,0 mL de 0,5 M KOH a été ajoutée à chaque éprouvette pour arrêter la réaction. Une autre série de 7 éprouvettes contenant déjà le KOH a été créé pour faire les éprouvettes à temps zéro à température ambiante. Une troisième série de 7 éprouvettes a été créé de la même façon du contrôle mais en présence de l’inhibiteur inconnu #23, 0,05 mL ajouté à chaque éprouvette en place de 0, 05 mL de l’eau. Après les absorbance de toutes les éprouvettes ont été prises à 405 nm. Le série d’éprouvettes à temps zéro représentes les témoins pour corriger les absorbances de l’expérience du contrôle et avec l’inhibiteur. 
	[PNPP] (M)
	Contrôle
	Inhibiteur

	
	A405
	[PNP] (M)
	PNP (μmol)
	V (μmol/min)
	A405
	[PNP] (M)
	PNP (μmol)
	V (μmol/min)

	0,05
	0,074
	3,936E-6
	9,840E-3
	9,840E-4
	0,063
	3,351E-6
	8,378E-3
	8,378E-4

	0,1
	0,197
	1,048E-5
	2,620E-2
	2,620E-3
	0,121
	6,436E-6
	1,609E-2
	1,609E-3

	0,2
	0,281
	1,495E-5
	3,738E-2
	3,738E-3
	0,245
	1,303E-5
	3,258E-2
	3,258E-3

	0,5
	0,418
	2,223E-5
	5,558E-2
	5,558E-3
	0,371
	1,973E-5
	4,933E-2
	4,933E-3

	0,75
	0,493
	2,622E-5
	6,555E-2
	6,555E-3
	0,359
	1,910E-5
	4,775E-2
	4,775E-3

	1,0
	0,430
	2,287E-5
	5,718E-2
	5,718E-3
	0,353
	1,878E-5
	4,695E-2
	4,695E-3

	2,0
	0,547
	2,910E-5
	7,275E-2
	7,275E-3
	0,372
	1,979E-5
	4,948E-2
	4,948E-3



Exemple de calculs pour la concentration de 0,05 M pour le contrôle :
	Concentration de PNP :
A = εcl
 c = A/εl
    = (0,074)/ (1,88 x 104) (1)
    = 3,936 x 10-6 M

Masse de PNP
m = c*v
     = 3,936 x 10-6 M*0,0025L*1 000 000
     = 9,840 x 10-3 μmol

Vitesse = masse/temps
              = 9,840 x 10-3 μmol / 10 minutes
              = 9,840 x 10-2 μmol / min
	m = masse
c = concentration
v = volume
A = absorbance à 405 nm
ε = coefficient d’absorption 
l = trajet optique de la cuvette
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Tableau 3 : Analyse des résultats de Tableau 2 par la méthode de Hanes pour donner les données de l’équation linéaire de Hanes où [S] représente la concentration initiale et V est la vitesse de la réaction.
	[S] (M)
	Contrôle
	Inhibiteur

	
	V (μmol/min)
	[S]/V (min / μL)
	V (μmol/min)
	[S]/V (min / μL)

	0,05
	9,840E-4
	50,81
	8,378E-4
	59,68

	0,1
	2,620E-3
	38,17
	1,609E-3
	62,15

	0,2
	3,738E-3
	53,50
	3,258E-3
	61,39

	0,5
	5,558E-3
	89,96
	4,933E-3
	101,4

	0,75
	6,555E-3
	114,4
	4,775E-3
	157,1

	1,0
	5,718E-3
	174,9
	4,695E-3
	213,0

	2,0
	7,275E-3
	274,9
	4,948E-3
	404,2
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Tableau 4 : Paramètres de l’équation cinétiques obtenu d’expériences de la dépendance de la vitesse de la réaction sur le substrat en présence et sans un inhibiteur inconnu #23.  
	Méthode
	Contrôle
	Inhibiteur

	
	Vmax (μmol/min ou U)
	Km (M)
	Vmax (μmol/min ou U)
	Km (M)

	Hanes
	8,143 x 10-3
	2,696 x 10-1
	5,513 x 10-3
	1,768 x 10-1



Exemples de calculs pour la détermination de Vmax et Km  pour le contrôle : 
	

              = 1/122,81
              = 8,143 x 10-3 U

Ligne de régression = y = 122,81x + 33,105
0 = 122,81x + 33,105
-33,105 = 122,81x
-2,696 x 10-1 = x
x = -km
km = 2,696 x 10-1 (M)

	V = vitesse initiale de réaction
Vmax = valeur maximale de la vitesse de réaction
S = concentration du substrat en mol/L
KM = constante de Michaelis, [S] pour laquelle V = Vmax/2
m = pente
x-int. = -Km


L’équation de la ligne de régression pour le contrôle : y = 122,81x + 33,105. L’équation de la ligne de régression pour l’inhibiteur : 181,39x + 32,074. En examinant ces deux équations, on voit la pente pour l’équation de l’inhibiteur augment par rapport la pente du contrôle. Cela élimine donc un inhibiteur compétitif. En regardant les intersectes Y on voit qu’ils sont presque le même. L’inhibiteur #23 donc devrait être un inhibiteur incompétitif. 
R7. 
Tableau 5 : Propriétés de l’inhibiteur incompétitif calculé par les paramètres cinétiques du Tableau 4. 
	Numéro inhibiteur
	[I] (M)
	Vmax (U)
	Km (M)
	KI’ (M)
	Type d’inhibiteur

	-
	0
	8,143 x 10-3
	2,696 x 10-1
	-
	-

	23
	6,0 x 10-3
	5,513 x 10-3
	1,768 x 10-1
	3,437 x 10-2
	incompétitif



KI’ = [ES] [I] / [ESI]

[ES] = [PNP produit avec l’inhibiteur]
       = 3,351E-6 M
[ESI] = [PNP du contrôle] – [PNP inhibiteur]
        = 3,936E-6 M - 3,351E-6 M
        = 5,850E-7 M

K1’ = [ES] [I] / [ESI]
      = 3,351E-6*6,0E-3 / 5,85E-7
      = 3,437E-2

R8.
	protéine = c*v
= 0,5 mg/mL * 5,0E-2 mL
= 2,5E-2 mg

activité spécifique = Vmax /protéine
= 8,143 x 10-3 μmol/min / 2,5E-2 mg
= 3,257 x 10-1  U/mg
	c = concentration
v = volume




Figure 1: Courbe représentant la quantité de produit (μmol de PNP) former pendant 15 minutes après l'ajout de 0,1 mL de 20 mM acide phosphatase à 0,01 mmol de PNPP.  
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