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Les enzymes :  
de la catalyse biologique à l’outil biotechnologique 

  
  

Les enzymes jouent un rôle central dans le fonctionnement des systèmes biologiques car elles 
accélèrent efficacement et de manière très spécifique les réactions chimiques qui s’y 
déroulent. Ces biocatalyseurs sont également à l’origine d’applications biotechnologiques 
sophistiquées, parfois associées à des enjeux économiques très importants. 
  
Première partie : 
 
À l’aide du dossier documentaire et de l’analyse de résultats expérimentaux fournis, dégager 
les caractéristiques que doivent présenter les enzymes pour constituer des outils exploitables 
en biotechnologie, les limites liées à leur nature biologique, ainsi que quelques stratégies 
utilisées pour permettre leur amélioration.  
Présenter ensuite les adaptations qui permettent d’en faciliter le transfert technologique, pour 
une utilisation aussi bien dans le domaine de la production en bio-industries que dans celui de 
l’analyse. 
  
Seconde partie : 
 
En s’appuyant sur le dossier documentaire fourni, et dans la perspective d’un enseignement 
en BTS Biotechnologies, proposer une démarche pédagogique sur le thème de la catalyse 
enzymatique et de ses applications biotechnologiques, permettant de répondre à des objectifs 
de formation choisis parmi ceux présentés dans le document 10.  
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Liste des documents du dossier technique : 
 
 
Document 1 : L’importance des enzymes en biotechnologie 
 
Document 2 : Approche multidisciplinaire utilisée pour l’optimisation de processus biocatalytiques 
 
Document 3 : Comparaison des caractéristiques cinétiques de mutants de l’HydroxyButyryl-CoA 
Déshydrogénase de Clostridium butyricum (CbHBD) 
	
Document 4 : Caractérisation d’une protéase purifiée à partir d’une souche de Bacillus cereus 
	
Document 5 : Différentes stratégies d’amélioration des propriétés d’une enzyme par génie génétique 
en fonction des informations disponibles la concernant 
 
Document 6 : Création de novo d’une enzyme par modélisation bioinformatique de site actif 
 
Document 7 : Étude de l’immobilisation de la phosphatase alcaline sur nanoparticules de chitosane 
par pontages covalents et caractérisation de l’enzyme immobilisée 
 
Document 8 : Utilisation d’enzymes immobilisées en réacteur enzymatique pour la clarification et la 
fluidification d’un jus de fruits  
	
Document 9 : Les biocapteurs à acétylcholinestérase appliqués à la détection et au dosage des 
composés organophosphorés 
 
Document 10 : Extraits du référentiel du BTS Biotechnologies 
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Document 1 : L’importance des enzymes en biotechnologie 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
  

Source : Young Je Yoo, Yan Feng, Yong-Hwan Kim - Fundamentals of Enzyme Engineering (2017, Springer Netherlands) 

Source : Transparency Market Research, 2017 Source : d’après Chapman et coll. 2018. Catalysts. 8, 238 
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Document 2 : Approche multidisciplinaire utilisée pour l’optimisation de processus biocatalytiques 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Source : Chapman et coll. 2018. Catalysts. 8, 238 
  



 

Document 3 : Comparaison des caractéristiques cinétiques de mutants de l’HydroxyButyryl-
CoA Déshydrogénase de Clostridium butyricum (CbHBD) 
 
Le n-butanol présente un intérêt dans différents secteurs : biocarburants, cosmétiques, 
pharmaceutiques. Les rendements de production de n-butanol par fermentation microbienne sont 
limités, du fait de la production concurrente d’acétone et d’éthanol par les bactéries et de la toxicité de 
ces solvants pour celles-ci. Une alternative à la culture consiste à reconstituer in vitro une voie de 
synthèse artificielle associant les enzymes nécessaires à la production du n-butanol. La 3-
HydroxyButyryl-CoA Déshydrogénase (HBD) est l’une des enzymes impliquées dans cette synthèse. 
Elle catalyse la réaction suivante : 
 

 
 
 
La structure de l’enzyme étant connue, les caractéristiques cinétiques de l’enzyme native (Wild-type) et 
de trois mutants produits par génie génétique (L232Y, K50A/K54A et K50A/K54A/L232Y) sont 
comparées. 
 

3-A : Représentation partielle du site actif de la CbHBD 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
3-B : Courbes de Lineweaver et Burk obtenues pour l’enzyme native et les trois mutants 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
3-C : Paramètres cinétiques calculés pour l’enzyme native et les trois mutants 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

a The values of the CbHBD mutants were calculated based on the kcat/Km value of the CbHBD wild type as 1. 
Source : d’après Kim Eun-Jung et coll., 2014. J. Microbiol. Biotechnol., 24(12), 1636–1643. 

n-Butanol 3-Hydroxybutyryl-CoA Acétoacétyl-CoA Glucose HBD 

NAD
+ NADH + H

+ 

Ser 117, His 138, Asn 188 : 
acides aminés catalytiques 

Lys 50, Lys 54, Asn 141, Leu 
232, Asn 221 : acides aminés 
potentiellement impliqués dans 

le positionnement et la 
stabilisation du substrat 



 

Document 4 : Caractérisation d’une protéase purifiée à partir d’une souche de Bacillus cereus 

Les protéases sont des enzymes utilisées en industrie chimique pour la fabrication de lessives, ainsi 
que dans les industries alimentaires et pharmaceutiques. Une protéase isolée de Bacillus cereus a été 
étudiée en vue de son transfert dans un processus industriel. Dans ce but, les effets de la température, 
du pH et de plusieurs molécules à différentes concentrations sur l’activité de l'enzyme, ont été évalués. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Source : Lakshmi, B. K. M. et coll. 2018. Journal of Genetic Engineering and Biotechnology 16(2):295-304. 
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Document 5 : Différentes stratégies d’amélioration des propriétés d’une enzyme par génie 
génétique, en fonction des informations disponibles la concernant  
 
 

 
 
 
 
Source : Bornscheuer U.T. and Pohl M., 2001. Current Opinion in Chemical Biology. 5 (2): 137-143 
 
 



	

Document 6 : Création de novo d’une enzyme par modélisation bioinformatique de site actif  
	
 
Le cycle Benzisoxazole est un motif rencontré dans plusieurs actifs pharmacologiques 
(antipsychotiques et anticonvulsifs). L’ouverture de ce cycle (élimination de Kemp), catalysée 
chimiquement par une base, passe par un unique intermédiaire réactionnel. Celui-ci est instable, du fait 
de la création d’une charge négative partielle sur l’oxygène  du cycle isoxazole lors du retrait d’un 
proton sur le carbone attaqué par la base (#). Cet intermédiaire peut être stabilisé par des interactions 
hydrophobes d’empilement entre son cycle plan et un autre cycle aromatique, entraînant la dispersion 
de la charge négative créée. Une stabilisation supplémentaire peut être obtenue par interaction entre 
l’atome d’oxygène  du cycle isoxazole et un groupement donneur de liaison hydrogène.  
Il n’existe pas d’enzyme naturelle connue catalysant cette réaction. 
 
	
	
	
	
	
	
	
	
Création de novo d’une enzyme catalysant l’élimination de Kemp : exemple de structure de site actif 
théorique d’une « Kemp Éliminase » créée par bioinformatique (« Théozyme ») et résultat du 
positionnement des acides aminés de ce Théozyme, dans une protéine échafaudage receveuse. Les 
caractéristiques de l’enzyme ont été évaluées après expression chez E. coli de la protéine 
échafaudage dans laquelle les acides aminés catalytiques ont été introduits par mutagenèse dirigée. 
 
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
Sources : d’après des données tirées de Röthlisberger et coll. , 2008. Nature, 453. 190-195   
et Bhowmick et coll., 2016. Phys Chem. Chem Phys. Jul 28;18(28):19386-96  
	
	
	
	
	
	
  

#	

*	
2-cyano-4-nitrophenol 	5- nitro-1,2-benzisoxazole	

Substrat	

Cycle aromatique : 
Trp 50	

Base catalytique : 
Glu 101	

Protéine KE07 	

Donneur de 
liaison H : 
Lys 222	

Échafaudage : 
Imidazole Glycérol 

Phosphate Synthase 
(Thermotoga maritima)	

KM = 1,4 mmol.L
 -1
	

kcat = 0,018 s
-1
	

Facteur d’accélération de la réaction = 1,6.10
4
	

*	

*			



 

Document 7 : Étude de l’immobilisation de la phosphatase alcaline sur nanoparticules de 
chitosane par pontages covalents et caractérisation de l’enzyme immobilisée 
 
  
7-A : Évaluation de l’efficacité de fixation de la phosphatase alcaline sur les nanoparticules de 
chitosane 
 

 
 
7-B : Mesure des paramètres cinétiques des formes libre et immobilisée la phosphatase alcaline (ALP) 
en utilisant le para-nitrophénylphosphate comme substrat 
 

 
 
7-C : Activités de l’ALP libre et de sa forme immobilisée en fonction de la température et du pH 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
7-D : Activité résiduelle de l’ALP immobilisée après plusieurs cycles successifs de réutilisations 
 

 
 
Source : Jafary et coll, 2016. Brazilian Journal of Chemical Engineering, 33(2) 243-250  



 

Document 8 : Utilisation d’enzymes immobilisées en réacteur enzymatique pour la 
clarification et la fluidification d’un jus de fruits 
 
Le jus obtenu par pressage des fruits est un liquide trouble et visqueux du fait de colloïdes liés à la 
présence de pectines. Ces polyosides, naturellement présents dans le fruit, doivent être hydrolysés 
afin de fluidifier et de clarifier celui-ci. Cette hydrolyse peut être réalisée par un mélange d’enzymes 
pectinolytiques immobilisées sur support solide et utilisées dans divers types de réacteurs 
enzymatiques. Les paramètres de fonctionnement de chaque type de réacteur utilisé doivent alors être 
eux-mêmes optimisés pour améliorer le processus.  
 
8-A : Exemples de réacteurs enzymatiques expérimentaux utilisés pour traiter le jus de fruit brut 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Réacteur à lit fixe Réacteur à lit fluidisé 

8-B : Temps de traitement complet de 50 mL d’un 
jus en fonction du débit pour le réacteur à lit fixe 

8-C : Comparaison des temps de traitement 
d’un jus (50 mL) selon le type de réacteur 

Source : Diano et coll., 2008. J. Agric. Food Chem, 56, 11471–1147. 



 

Document 9 : Les biocapteurs à acétylcholinestérase appliqués à la détection et au dosage 
des composés organophosphorés 
  
Les organophosphorés sont des composés neurotoxiques entrant dans la composition d’insecticides 
(exemples : Malathion, Chlorpyriphos-éthyl, Méthidathion) et de gaz de combat (exemples : Sarin, 
Tabun). Leur présence dans l’environnement peut être détectée à l’aide de biocapteurs à 
acétylcholinestérase immobilisée, enzyme dont ils inhibent l’activité en se fixant sur son site actif.  
 
9-A : Structure d’un biocapteur à Acétylcholinestérase 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
9-B : Principe de la mesure 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
9-C : Réponse d’un biocapteur à acétylcholinestérase pour trois pesticides organophosphorés 
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Biocapteur 

WE = Électrode de travail 

CE = Contre-électrode 
RE = Électrode de référence (Ag/AgCl) 

AchE = acétylcholinestérase fixée sur l’électrode de travail 
AchE 
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Sources : d’après des données tirées de Rodrigues et coll., 2018. Biosensors., 8(1) 16 (Graphical abstract)                     
et d’après Guler et coll., 2017. Electrochimica Acta.  240:129-35. 



 

Document 10 : Extraits du référentiel du BTS Biotechnologies 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ANNEXE Ib : SAVOIRS ET SAVOIR-FAIRE 
 

Les savoirs associés technologiques, professionnels et généraux sont organisés en 10 modules : 
 

Module 1 : Biologie moléculaire et génie génétique 
Module 2 : Biochimie analytique 
Module 3 : Biochimie structurale et fonctionnelle des protéines 
Module 4 : Microbiologie et génie fermentaire 
Module 5 : Biologie et technologies cellulaires 
Module 6 : Bio-informatique et informatique de laboratoire 
Module 7 : Qualité, Santé et sécurité au travail 
Module 8 : Mathématiques et sciences physiques 
Module 9 : Anglais 
Module 10 : Expression française 

Module 3 : Biochimie structurale et fonctionnelle des protéines 
- Première année : 1 heure de cours hebdomadaire 
- Deuxième année : 2 heures de cours + 3,5 heures de travaux pratiques hebdomadaires 

Module 3 section 5 : Les enzymes, biomolécules catalytiques 

Module 3 section 6 : Les enzymes, outils d’analyse et de bioconversion 


