Mesure de la vitesse d’une réaction enzymatique en fonction de la concentration en substrat.

Auteur : JM Magniez, lycée Mariette – Boulogne sur Mer, avec l’aide du personnel de laboratoire : Annie Screve, Stéphanie Laugier, Frédéric Hardy.

(adaptation de la fiche de F. Bellart pour matériel Nortek – consulter sur le serveur, notamment pour la préparation des solutions).

· Principe

Les peroxydases décomposent le peroxyde d’hydrogène (eau oxygénée : H2O2) avec libération de dioxygène. Le dioxygène libéré peut oxyder du gaïacol, accepteur de O2, qui devient brun acajou.


Le turbidimètre permet de mesurer l’opacification du gaïacol et donc l’évolution de l’activité de la peroxydase en fonction du temps.

· Matériel.

Par poste de travail :

· Interface ESAO Jeulin  ; logiciel Sérénis.

· Adaptateur turbidimètre et turbidimètre sur un support.

· 7 piluliers de 28 mL et cache noir pour les différentes mesures et étalonnage.

· 1 pilulier avec solution de peroxydases et seringue à insuline.

· 1 pilulier avec gaïacol à 0.2 % et seringue de 5 mL ou pipette de 5 mL et propipette.

· Piluliers avec les différentes concentrations de H2O2 à tester : 

                 2V,  1V,  0.1V,  0.05V, 0.02V et  0.01V.

· 1 seringue de 5 mL  pour prélever H2O2 dans l’ordre croissant des concentrations.

· 1 bécher, 1 pissette et essuie-tout pour nettoyage du turbidimètre.

· 1 pipette de 10 mL avec propipette.

Matériel collectif à préparer :

· Solution de peroxydases : broyer au mixer 40 g de navets épluchés et coupés en morceaux avec 60 mL d’eau distillée ; filtrer sur papier ou buchner.

· Solution de gaïacol à 0.2 % . Ne jamais pipeter à la bouche.

· Les différentes concentrations de H2O2 à partir d’une solution à 10 V.

· Préparer l’outil informatique. 

· Lancer le logiciel  SERENIS à partir de l’ATELIER SCIENTIFIQUE
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Positionner les icônes  « Turbidimètre 1 » et « Turbidimètre 2 »  en ordonnée et l’icône  « Temps » en abscisses.

Le turbidimètre 1 effectue la mesure du % de lumière diffusée dans une direction perpendiculaire à la lumière incidente ; le turbidimètre 2 effectue la mesure du % de lumière directe transmise : c’est lui qui sera utilisé pour les mesures.

· Cliquer sur l’icône « Temps » et entrer une durée d’acquisition de 5 min comme indiqué ci contre :
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Etalonner le turbidimètre.

Etalonnage et mesures doivent se faire dans un récipient opaque (pilulier avec cache noir) afin qu’aucune lumière parasite ne perturbe les mesures.

· Verser dans le pilulier 9 mL d’eau distillée.

· Mettre en place le turbidimètre
· Réglage du 100 % : Cliquer sur l’icône du turbidimètre 2 puis sur l’onglet « Mesure ». Il permet l’affichage du % lumière directe.
· Agir sur le bouton pente (gauche) de l’adaptateur pour obtenir 99.9 %.

· Réglage du 0 % : Cliquer sur l’icône du turbidimètre 1 puis sur l’onglet « Mesure ». Il permet l’affichage du % lumière diffusée.

· Agir sur le bouton 0 de l’adaptateur pour obtenir 0 %.

· Paramétrer les caractéristiques du graphe

Les mesures  vont s’effectuer en % de lumière directe ; enlever de l’axe des ordonnées l’icône du turbidimètre 1, maintenant inutile.

- Cliquer sur l’icône du turbidimètre 2 et sur « couleur » afin de paramétrer l’affichage des graphes selon l’écran ci-dessous (demander la liaison des points) :
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· Préparer les solutions pour les mesures

Verser dans les 6 piluliers destinés aux mesures :

· 4 mL de gaïacol à 0.2 % ; bien rincer immédiatement la seringue ou la pipette.

· 4 mL de H2O2 en commençant par le pilulier qui recevra la concentration la plus faible et en respectant l’ordre croissant des concentrations (utilisation de la même seringue ou pipette, sans rincer entre chaque concentration) ; rincer à la fin.

Il ne reste plus qu’à ajouter la solution de peroxydase au moment de la mesure.

· Réaliser les mesures.
· Mettre en place le turbidimètre de manière à ce qu’il touche le fond du pilulier ; laisser la place en avant pour introduire la seringue.

· Réaliser les différentes mesures en commençant par la concentration la plus forte en H2O2  et en diminuant progressivement :

· Préparer 1 mL de la solution à ajouter dans la seringue à insuline.

· Lancer la mesure :  cliquer sur le feu vert ; entrer la concentration de la solution testée (Ex : 2 V) ; lancer.    

· 20 secondes après le démarrage du graphe, injecter la peroxydase  rapidement dans le pilulier, contre la paroi.
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· Une fois la mesure terminée, retirer le turbidimètre et bien le rincer à l’aide d’une pissette au dessus du bécher ; essuyer délicatement avec l’essuie-tout.

· Mettre en place le pilulier suivant et le turbidimètre.

· Lancer une nouvelle mesure : Nouvelle manipulation ; entrer la concentration de la solution testée (Ex : 1 V) ; lancer.  Voir page écran ci-dessus.

· Injecter la peroxydase 20s après le départ du graphe précédent afin de séparer les courbes dans la page écran.

· Déterminer les vitesses initiales de réaction.
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Etirer les axes pour une bonne mise en page des graphes.

· Faire un clic droit sur la fenêtre du graphique et choisir « Tangente ».

· Choisir la courbe correspondant à la première concentration.

· Faire un clic gauche : le logiciel trace une droite tangente à la courbe sélectionnée. 
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En déplaçant la souris, on déplace le point de la courbe sur lequel la tangente est tracée. Choisir la tangente au début de la courbe : son coefficient directeur correspond à la vitesse initiale de la réaction.

· Relever ce coefficient directeur dans l’équation qui s’inscrit sous le graphique.

· Faire de même pour les différentes concentrations en H2O2 (il faut désélectionner la première tangente pour pouvoir sélectionner la tangente à la courbe suivante).

· Construire un tableau des valeurs de la vitesse initiale de la réaction en fonction de la concentration du substrat de l’enzyme.

· Travailler des graphes à l’écran et réaliser un compte-rendu.

-> Voir fiche technique « guide d’utilisation du logiciel Sérénis ».

Rincer les piluliers et la sonde. Ranger et nettoyer  le poste de travail.

· Tracer le graphe exprimant la vitesse de la réaction en fonction de la concentration en substrat

Exemple avec utilisation de l’outil « tableau » du logiciel MESURIM-pro :

Cet outil est d’une grande facilité d’utilisation : il suffit d’entrer titre, légende et valeurs chiffrées, le graphe s’affiche en même temps.
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Coefficient directeur  = vitesse initiale de la réaction
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