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I . Introduction

Les enzymes sont des catalyseurs biologiques qui
accélérent les réactions biochimiques au sein des
organismes vivants en abaissant 1’énergie d’activation
des réactions sans étre consommées au cours du
processus [3]. En raison de leur efficacité et de leur
spécificité, les enzymes sont également largement
exploitées dans le domaine industriel pour catalyser
un grand nombre de procédés d’importance
commerciale [3].

La [-galactosidase est une enzyme qui catalyse
I’hydrolyse des galactosides, notamment le lactose,
dans les organismes vivants. Cet enzyme présente
également un intérét industriel majeur [4]. Elle est
notamment utilisée pour I’élimination du lactose dans
les produits laitiers destinés aux personnes
intolérantes au lactose, ainsi que pour la production
de composés galactosylés a forte valeur ajoutée [1].

La cinétique enzymatique permet de caractériser les
réactions catalysées par les enzymes a travers
différents paramétres quantitatifs, tels que 1’activité
enzymatique (AE), la vitesse maximale de réaction
(Vmax), la fréquence de rotation catalytique (kcat), la
constante cinétique de la réaction (k) et la constante
de Michaelis (Km) [3]. Ces paramétres fournissent
des informations essentielles sur 1’efficacité
catalytique de I’enzyme et sur son interaction avec le
substrat.

La structure tridimensionnelle des enzymes étant
indispensable & leur activité catalytique, toute
modification de cette structure peut entrainer une
altération, voire une perte d’activité enzymatique [3].
L’urée est un agent dénaturant couramment utilisé
pour perturber les interactions non covalentes
responsables du repliement des protéines, conduisant
a une dénaturation partielle ou totale de I’enzyme [5].

Cet article vise a décrire la cinétique enzymatique de
la B-galactosidase soumise a une dénaturation par
I’urée, en analysant I’impact de cet agent dénaturant
sur la structure et ’activité catalytique de 1’enzyme.

I-1. Cinétique de dénaturation de Ila
p-galactosidase par Durée a 20°C suivie par
fluorimétrie

La B-galactosidase a ¢été incubée avec différentes
concentrations d’urée afin de suivre sa dénaturation.
L’évolution de la structure de I’enzyme a été

surveillée par fluorimétrie, en mesurant la
fluorescence intrinséque des résidus aromatiques
(Aexc = 290 nm, Aem = 340 nm), reflet de 1’état de
repliement de la protéine. Pour chaque concentration
d’urée, la dénaturation a ét€ modélisée par une
décroissance exponentielle de premier ordre :
[N]=a*e"
[N]t représente l'intensité de fluorescence a l'instant t,
a =l’amplitude initiale et k = constante de dénaturation.

Le modele a été ajusté aux données expérimentales a
I’aide de la fonction nls() du logiciel R, qui réalise un
ajustement non linéaire par moindres carrés pour
estimer les parameétres a et k (qui ici = k;) pour
chaque condition d'urée. Les courbes ajustées ont
ensuite €té tracées sur les valeurs expérimentales
pour visualiser la qualité de 1’ajustement:

Ajustement non-linéaire de la décroissance exponentielle de
premier ordre de la fluorescence de la B-galactosidase
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Figure 1: Ajustement non linéaire de la décroissance exponentielle
de la fluorescence de la p-galactosidase. L’intensit¢ de
fluorescence a ¢été suivie au cours du temps pour huit
concentrations d’urée, codées par couleur (0M utilisée pour
calibration, non représentée). Les lignes pointillées correspondent
aux valeurs expérimentales, et les lignes pleines aux modeles
ajustés a ’aide de la fonction nls(). Un graphique en taille agrandie
est disponible en annexe.

Valeurs de la constante de dénaturation (k,)

[Ureé]
(M) oM 0.5M IM 1.5M 2M 3M 4M
k
(mi;lr‘) -0.418 | -0.263 | -0.602 | -0.313 | -0.557 | -0.230 | -0.469

Table 1: valeurs de la constante de dénaturation (k;) attribuées a
chaque concentration d'urée, produites a partir de la fonction nls()

Les valeurs de la constante de vitesse de dénaturation
ou d’inactivation k; de la B-galactosidase rapportées
dans la littérature se situent de 1’ordre de 102 a
10 min* [6]. Bien que les valeurs apparentes de k;
extraites dans notre expérience soient du méme ordre



de grandeur, elles proviennent d’une approximation
linéaire de la fluorescence en fonction du temps, et
non d’un modele exponentiel. Elles correspondent
donc a des vitesses apparentes de diminution du
signal. L'absence de tendance claire en fonction de la
concentration en urée refléte probablement des
erreurs de manipulation ou les limites du modele
linéaire plutét que le comportement complexe de la
dénaturation enzymatique.

[I-2. Détermination de la constante cinétique de la
réaction d’hydrolyse de ’ONPG catalysée par la
p-galactosidase en présence d’urée

L’activité¢ enzymatique de la [-galactosidase a été
étudiée par le suivi de I’hydrolyse de I’ONPG en
ONP, en présence de différentes concentrations
d’urée. La formation de ’ONP a été mesurée par
spectrophotométric a 420 nm. Les vitesses initiales
(Vi) d'apparition du produit au cours du temps ont été
déterminées sur la base du coefficient d'extinction de
I'ONP  ( &4590m = 4500 mol'.L.cm™) et de I'application
de la loi de Beer-Lambert.

Comme montré par Chilaka & Nwamba [6], ’activité
de la B-galactosidase diminue en présence d’urée, ce
qui justifie le recours a un modéle cinétique décrivant
une inactivation dépendante de la concentration.

Dans ce cadre, la dépendance de la vitesse initiale a
la concentration d’urée a été décrite par une fonction
exponentielle décroissante :

V: Vmin + (Vmax - me) * e(-k(Wea v
V est la vitesse initiale de la reaction, k (=k,) = sensibilité de
Dactivité enzymatique a la concentration d 'uree, et Uyest un
parameétre de centrage introduit pour améliorer la stabilité de
[’ajustement non linéaire

Les données ont été ajustées a 'aide de la fonction nls
pour estimer le parametre k,, qui décrit la sensibilité
de l'activité enzymatique a la concentration d'urée.

vitesse initiale de la p-galactosidase en fonction de la
concentration en urée
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Figure 2: Ajustement non linéaire de la décroissance exponentielle
de la V; de la B-galactosidase en fonction de la concentration en

urée. Chaque point correspond a la vitesse initiale mesurée
expérimentalement pour une concentration donnée d’urée, et les
lignes pleines représentent le modele exponentiel ajusté a I’aide de
la fonction nls().

II-3. Analyse de la stabilité thermodynamique de
la B-galactosidase

La stabilité thermodynamique de la B-galactosidase a
été étudiée a l'aide d’un modéle de dénaturation
chimique a deux états, dans lequel la protéine est
supposée exister sous une forme native (N) ou
dénaturée (D).

Dans cette hypothése, I’énergie libre de Gibbs du
dépliage dépend linéairement de la concentration
d’urée selon la relation :

AG([urée]) = AG[J — mfurée]

m = paraméire de dépendance du dénaturant,
AG, = Energie libre de Gibbs du dépliage a 0 M d'urée

La proportion relative des états N et D, déterminée
par la valeur de AG est ensuite reliée a ’intensité de
fluorescence mesurée, celle-ci étant modélisée
comme une combinaison des contributions des états
natif (Sy) et dénaturé (Sp)

S 45 *e( mlurée] —AGO )
/ _ ND RT
IF( [uree]) - mlurée] —AG,

1+ 9(7” )

Les données de fluorescence ont été ajustées a l'aide
d'une méthode de régression non linéaire (nls).

'

Ajustement non linéaire d'un modele 3 deux états de
dénaturation du f-galactosidase en fonction de la
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Figure 3: Ajustement non linéaire d'un modéle a deux états de
dénaturation de la béta galactosidase en fonction de la
concentration d'urée. Les données expérimentales sont représentées
par des points noirs (remodelées a l'aide de la fonction tablelong(),
qui reproduit les valeurs pour un graphique plus lisse) . Les
données produites par le modeéle prédictif sont représentées par une
courbe sigmoide en pointillés rouges.
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Résumé du modéle non linéaire a deux états de la dénaturation

u B-gal id fonction de | fon d'uré

Formula: IF_bgal ~ fluorescence_model(urea, m, DGO_@8)

Parameters:
Estimate Std. Error t value Pri=|t]|)
m -12665 1568 -8.082 1.44e-87 **+*
DGe_e -31352 3697 -8.479 6.99e-08 **=*
Signif. codes: @ “***’ g,@@1 “**’ g.01 “*’ .05 *." €.1 * 7 1

Residual standard error: ©.247 on 19 degrees of freedom

Number of iterations to convergence: 15
Achieved convergence tolerance: 2.44e-06

Figure 4 : Résultats de la fonction summary() appliquée au modele
a deux états ajusté non linéairement pour la dénaturation de la
B-galactosidase. La valeur prédite de m est de -12 605 J-mol *-M!
et celle de AG est -31352 J.mol™. Selon I’équation supposée, m
devrait étre positif pour que AG diminue lorsque la concentration
d’urée augmente. Ici, m est négatif, ce qui impliquerait, de fagon
incohérente, une diminution de la propension a la dénaturation
avec 1’augmentation de I'urée. Etant donné que 1’urée ne suit pas
un modele de dénaturation a deux états pour cette protéine, ces
résultats incohérents soulignent I’importance du choix du modele
pour I’analyse de paramétres enzymatiques tels que AG et m.

Bien que la procédure d'ajustement ait convergé et
produit des estimations numériques pour AG et m,
ces parametres ne peuvent pas étre interprétés
physiquement dans le cas de la B-galactosidase, car
I'enzyme est une grande protéine multimérique qui se
déploie a travers de multiples intermédiaires et ne
présente pas un équilibre simple a deux états ou des
plateaux de fluorescence bien définis [8]. Par
conséquent, les hypothéses fondamentales du modele
ne sont pas respectées, ce qui empéche une analyse
thermodynamique significative. Le modele a
néanmoins été appliqué a l'ensemble des données
disponibles pour démontrer la méthodologie, étant
donné que I'analyse prévue a l'aide de NATA n'a pas
pu étre réalisée.
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ANNEXE

Ajustement non-linéaire de la décroissance exponentielle de premier ordre de la
fluorescence de la B-galactosidase
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Figure 1: Ajustement non linéaire de la décroissance exponentielle de la fluorescence de la P-galactosidase. L’intensité de
fluorescence a été suivie au cours du temps pour huit concentrations d’urée, codées par couleur (0 M utilisée pour calibration, non
représentée). Les lignes pointillées correspondent aux valeurs expérimentales, et les lignes pleines aux modeles ajustés a 1’aide de
la fonction nls(). Un graphique en taille agrandie est disponible en annexe.

Ajustement non linéaire de la décroissance exponentielle de la vitesse initiale de la

-galactosidase en fonction de la concentration en urée
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Figure 2: Ajustement non linéaire de la décroissance exponentielle de la V; de la -galactosidase en fonction de la concentration
en urée. Chaque point correspond a la vitesse initiale mesurée expérimentalement pour une concentration donnée d’urée, et les
lignes pleines représentent le modéle exponentiel ajusté a I’aide de la fonction nls().

Ajustement non linéaire d'un modéle a deux états de dénaturation du
B-galactosidase en fonction de la concentration d'urée
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Figure 3: Ajustement non linéaire d'un modele a deux états de dénaturation de la béta galactosidase en fonction de la
concentration d'urée. Les données expérimentales sont représentées par des points. Les données produites par le modele prédictif
sont représentées par une courbe sigmoide en pointillés.

Résumé du modéle non linéaire a deux états de la dénaturation du
B-galactosidase en fonction de la concentration d'urée

Formula: IF_bgal ~ fluorescence_model{urea, m, DGO_@)

Parameters:

Estimate Std. Error t walue Pri=|t])
m -12605 1560 -8.082 1.44e-@7 ***
DCe_0 -31352 3697 -8.479 6.9%9e-08 ***

Signif. codes: @ “**+* g @@A1 “*** 8,81 =’ @.85 “.* @.1 * ' 1
Residual standard error: @.247 on 19 degrees of freedom

Number of iterations to convergence: 15
Achieved convergence tolerance: 2.44e-86

Figure 4 : Résultats de la fonction summary() appliquée au modeéle a deux états ajusté non linéairement pour la dénaturation de la
B-galactosidase. La valeur prédite de m est de -12 605 J-mol M et celle de AG est -31 352 J.mol™. Selon 1’équation supposée,
m devrait étre positif pour que AG diminue lorsque la concentration d’urée augmente. Ici, m est négatif, ce qui impliquerait, de
facon incohérente, une diminution de la propension a la dénaturation avec I’augmentation de 1’urée. Etant donné que 1’urée ne
suit pas un modéle de dénaturation a deux états pour cette protéine, ces résultats incohérents soulignent I’importance du choix du
modele pour I’analyse de parametres enzymatiques tels que AG et m.






