TP n° 3 : Fiche élève – 3-

Les facteurs du milieu et l’activité enzymatique

(   ExAO :  Oxydation du glucose.

On veut étudier l’influence du facteur pH sur l’activité de la glucose-oxydase.



Information complémentaire :

Le pH a une influence pour des valeurs extrêmes sur la structure de l’enzyme. En modifiant la charge ionique des acides aminés, la structure de l’enzyme est modifiée. L’enzyme est alors dénaturée et devient inactive. 

	Activités et déroulement des activités
	Capacités à mettre en oeuvre

	1- Réalisez le montage ExAO selon le protocole fourni.
2- Démarrez la mesure en respectant les conditions indiquées dans le protocole fourni. Faîtes la manipulation dans le sens des pH croissants.
3- Titrez et légendez les résultats obtenus. 
4- Expliquez comment le pH influence l’activité enzymatique.

	Réaliser une manipulation à partir d’un protocole
Utiliser une chaîne ExAO

Adopter une démarche explicative


(   Expérience :  Hydrolyse du saccharose.

On veut étudier l’influence du facteur température sur l’activité de la saccharase.

Protocole expérimental :
· Préparez deux tubes :

- Tube 1 :  2 mL de saccharose + 2 mL de saccharase.

- Tube 2 :  2 mL de saccharose + 2 mL de saccharase bouillie.

Versez toujours la solution de saccharase dans la solution de saccharose.

· Les tubes 1 et 2  sont placés au bain-marie à 30°C. 

A t = 0, puis à t = 10 minutes, testez la présence de glucose dans chaque tube à l’aide d’une bandelette réactive.

· Préparez un troisième tube : Tube 3 = 2 mL de saccharose + 2 mL de saccharase.

Pour ce tube 3, placez d’abord séparément les deux solutions  proposées dans la glace pendant 10 minutes, puis versez la solution de saccharase dans la solution de saccharose et remettez le tube 3 dans la glace pendant 10 minutes. Faites alors un test à l’aide d’une bandelette. Le tube 3 est ensuite placé au bain-marie à 30°C pendant 10 minutes. Faites alors un nouveau test.


	Activités et déroulement des activités
	Capacités à mettre en oeuvre

	1- Suivez le protocole expérimental.

2- Construisez un tableau de résultats.

3- Expliquez comment la température influence l’activité enzymatique.

	Réaliser une manipulation à partir d’un protocole

Représenter des données sous forme d’un tableau
Adopter une démarche explicative


Information complémentaire :


Chaque enzyme présente une température optimale d’activité pour laquelle la vitesse de la catalyse est maximum. Quand la température croît, l’agitation du milieu augmente, favorisant ainsi la rencontre de l’enzyme et du substrat. Si la température est trop élevée, en général supérieure à 60°C, la structure de l’enzyme est définitivement dénaturée.

















Pour cela on utilise une enzyme, la glucose-oxydase qui catalyse l’oxydation du glucose en deux produits selon la réaction chimique suivante :


				  Glucose + O2 + H2O ( acide gluconique + H2O2





La réaction est suivie en mesurant, grâce à une sonde à dioxygène, l’évolution de la concentration en dioxygène à l’intérieur du bioréacteur contenant le glucose. Une diminution de la quantité de dioxygène dans le milieu révèle l’oxydation du glucose.


On dispose de plusieurs solutions de glucose (à 0,1 mol.L-1) dont le pH varie de 2,2 à 10 et d’une solution de glucose-oxydase.











