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Introduction 

Un enzyme contient un atome métallique, il est sujet lors de son processus catalytique non 

seulement à des réactions redox mais aussi à des changements dans sa conformation 

entraînant des variations de ses caractéristiques électriques.  Le principe de spectroscopie 

d'impédance électrochimique est basé sur la mesure d'une fonction de transfert suite à la 

perturbation imposée du système électrochimique étudié. Couramment, la perturbation est 

sinusoïdale et de faible amplitude. 

Cette technique est  capable de mesurer de telle variation. 

L’intérêt de notre étude est de pouvoir étudier le comportement de l’enzyme libre en solution.  

Cette approche permet d’étudier l’activité enzymatique sans fixer l’enzyme à l’électrode. 

Compte tenu de l’hypothèse selon laquelle c’est l’enzyme qui fixe la capacité équivalente du 

système électrique.   Nous cherchons à observer une modification de la composante RC de 

l’enzyme.  C’est-à-dire la modification de la répartition des charges sur la structure  et/ou de 

celle-ci consécutive à l’interaction avec un substrat, en absence et en présence d’un inhibiteur 

potentiel. 

Nous avons pu montrer l’influence d’inhibiteur et d’activateur sur l’activité de la HRP 

(peroxydase de raifort). 

 

An enzyme contains a metallic atom, it is subject during its catalytic process not only to 

reactions redox but also in changes in its conformation variations of its electric 

characteristics. The principle of spectroscopy of electrochemical impedance is based on the 

measure of a function of transfer further to the compulsory disturbance of the studied 

electrochemical system. Usually, the disturbance is sinusoidal and of low amplitude. 

This technique is capable of measuring of such variation. 

The interest of our study is to be able to study the behavior of the free enzyme in solution. 

This approach allows to study the enzymatic activity without fixing the enzyme to the 

electrode. 

Considering the hypothesis according to which it is the enzyme which fixes the capacity. 



Matériel et méthode 

Le montage expérimental pour les mesures d’impédance se compose d’une cellule classique 

à trois  électrodes, comprenant une  électrode de travail ( ET) (carbone vitreux), une contre-

électrode (CE) (en platine) et une électrode de référence (ER) au calomel saturée en KCl    

(E = 0, 248V /ENH). 

La cellule d’une capacité maximale de 300 µL est thermostatisée à une température de 

37°C. 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

Fig 1 : Montage expérimental 

 

L’appareil utilisé pour réaliser les mesures est basé sur le potentiostat décrit par Deluzarche 

et E. Zimmerlin (1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.2 : Schéma électronique 



 

R1 R2 R3 R4 R5 R6 C1 C2 C3 

10kΩ 10 MΩ 10kΩ 100k 1kΩ 100kΩ 1 nF 1 nF 1 nF 

 

Les amplificateurs opérationnels (A1 à 3) font parties d’un circuit intégré TL084CN 

CE : contre électrode en Pt  

ET : électrode de travail en carbone vitreux  

ER : électrode de réference 

 

 

Potentiostat : sur base d’un schéma décrit dans la littérature (1), une adaptation a été 

réalisée afin de l’adapter au besoin de la spectrométrie d’impédance. Pour cela, nous avons 

utilisé une interface PClab200 de Velleman permettant d’une part d’injecter un signal 

sinusoïdal de faible amplitude 0.2V, de réaliser un balayage en fréquence et d’autre part, 

l’acquisition sur un ordinateur des données expérimentales qui sont ensuite traitées dans le 

logiciel Excel. 

Procédé d’acquisition. 

 

Le générateur de fréquence de l’interface PCLab200 injecte dans le système avec une 

tension d’entrée (Ve) une onde sinusoïdale de fréquence variable.   

 

Ce même interface récupère une tension de sortie (Vs) et mesure le déphasage entre la 

tension d’entrée et de sortie. 

 

Traitement des données. 

 

Les données acquises sont exploitées via un diagramme de Bode. 

 

Deux représentions peuvent être utilisées. 

 

- dBV en fonction de la fréquence.  

 

dBV = 10 log (Vs/Ve) 

 

- Déphasage en fonction de la fréquence 

 

Les résultats les plus explicites sont obtenus via l’utilisation du déphasage en fonction de la 

fréquence. 

 

 Dans notre étude le balayage en fréquence débute à 1 kHz pour finir à 1 MHz. 

La tension de l’onde sinusoïdale d’entrée sera fixée à 0.2V. 

 



Aspect biochimique. 

 

Les mesures sont réalisées dans une solution tampon phosphate à pH 7.4 à une 

température de 37°C. 

 

A 900 µl de tampon sont ajoutés 100 µl des solutions impliquées dans l’expérience réalisée. 

Les concentrations finales en HRP et en antioxydant sont de 10-4 M  

La concentration finale en H2O2 est de10-3 M  

La concentration finale en KNO2 est de10-3 M ou 10-4 M suivant l’expérience. 

 

Les mesures sont réalisées en triple exemplaire. 

 

La peroxydase de raifort (HRP, en anglais horseradish peroxidase) catalyse des réactions 

de la forme AH2 +H2O2 → A+2H2O, où AH2 joue le rôle de réducteur et H2O2 d’oxydant. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 3 : Modèle de réaction de la HRP avec H2O2. (7) 

 



Résultats et discussion 

La figure 4 illustre l’influence de la valeur de la tension sinusoïdale appliquée sur la réponse 

de divers systèmes 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 4 : influence de la tension sinusoïdale 

De manière à ne pas provoquer de réaction d’oxydo-réduction toutes les mesures seront 

réalisées avec une tension sinusoïdale de 0,2V. 

Avant d’étudier l’influence d’inhibiteur ou d’activateur, il convient d’étudier la HRP seule et au 

repos.  La figure 5 illustre la réponse d’une solution 10-4 M en HRP dans le tampon à pH 7.4 

et à 37°C.   La fréquence de déphase se situé 4900 Hz pour la solution tampon seul et 4500 

Hz pour la solution de HRP 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 5 : Réponse de la solution tampon et d’une solution 10-4 M en HRP dans le tampon pH 7.4 
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La figure 6 illustre la réponse en fonction du temps de la HRP en fonctionnement avec H2O2 

En « 1 » nous avons la réponse de la HRP et de l’eau oxygénée seul. 

Dès l’ajout H2O2 l’enzyme commence à l’utiliser, la réponse est significativement différente  

« 2 et 3» de la HRP au repos. 

Les concentrations en HRP et H2O2 étant équimolaire au bout de 30 min l’enzyme a dégradé 

toute l’eau oxygénée « 4 » et les résultats des mesures de 30 à 60 min sont identiques. 
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Fig.6 : évolution du déphase d’une solution HRP 10-4 M  / H2O2 10-4 M en fonction du temps. 
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Fig 7 variation de dBV en fonction du temps et de la concentration en HRP 

On constate que plus la concentration en HRP diminue  plus la durée de réaction diminue 

pour une même concentration en eau oxygénée.  Cette observation est logique compte tenu 

de la diminution du nombre de molécule HRP qui peuvent participer à la transformation. 

 

En ce qui concerne une concentration 10-7M en HRP.  La technique est assez sensible pour 

observer des variations au sein de la solution. 

La première remarque consiste dans le fait que la HRP une fois diluée dans le tampon subit 

des variations se traduisant par une variation du dBV en fonction du temps.  Ce phénomène 

se passe également pour des concentrations plus élevées mais la durée est courte (2 à 3 

min). 

 

Déplacement sur l’axe des ordonnées (dBV) 

Si on observe le déplacement des valeurs sur l’axe des ordonnées (dBV) celle-ci se déplace 

vers des valeurs moins négatives en fonction de la diminution de la concentration en HRP 

traduit le fait que le signal de sortie devient de plus en plus petit par rapport au signal 

d’entrée qui lui est constant à 0.2 V pic à pic.   

L’on observe bien que c’est la HRP qui fixe les paramètres du circuit électronique équivalent. 
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Nous avons testé la réponse de la HRP après l’avoir dénaturée.  Pour ce faire une solution 

10-6 M en HRP est chauffée 2 min à ébullition avant d’être soumisse au test. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 8 Réponse de la HRP dénaturée 

Le comportement de la HRP une fois dénaturée est complètement différent. 

On n’observe plus la courbe caractéristique d’une HRP active en présence d’eau oxygénée. 

 

De 0 à 30 min, le changement de structure consécutive à la dénaturation permet à certains 

acides aminés terminaux de ne plus être impliqués dans des liaisons faibles.  Cette 

disponibilité spatiale leurs permets de réagir avec l’eau oxygénée. 

Au bout de  30 min, on n’observe plus d’évolution traduisant ainsi la fin des réactions 

d’oxydation. 

 

 

 



Influence du KNO2Influence du KNO2Influence du KNO2Influence du KNO2    

 

Examinons à présent l’influence du KNO2 qui peut catalyser le retour de la HRP 

« Compound I » vers HRP « compound II » et ainsi lui permettre de réagir de nouveau avec 

l’eau oxygénée. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.9 Variation du déphasage en fonction du temps d’une solution « HRP10-4 M /H2O2 10-3 M/  

/ KNO210-4 M  »  
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La représentation binaire de l’activité est montrée à la fig.10.  Lorsque l’on observe un 

déplacement de la fréquence de déphasage on note que l’activité vaut 1.  Dans le cas 

contraire l’activité est nulle. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Fig.10 Traduction binaire de la variation de l’activité en fonction du temps d’une solution 

« HRP10-4 M /H2O2 10-3 M/  / KNO210-4 M  »  

 

 

On constate que le fait d’ajouter du KNO2 en quantité équimolaire par rapport à la HRP 

conduit à une reprise d’activité de celle-ci.  Cette reprise a une durée équivalente à la 

première activité soit 30 min. 

Cette observation laisse penser que le nitrite contribue à réduire le fer de l’état 4+ à l’état 3+. 

Permettant ainsi à la HRP de reprendre son activité catalytique jusqu’au moment où toutes 

les molécules de HRP ont de nouveau leur fer à l’état 4+. 

 

Nous avons également vérifié que  le nitrite n’est pas un inhibiteur de la HRP. 

Pour ce faire nous avons incubé la HRP avec le nitrite.  En principe, comme le nitrite agit en 

Compound I et compound II, il ne devrait-t pas y avoir d’inhibition.  C’est bien ce que l’on 

observe à la fig. 11. 
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Fig.11 variation de l’activité d’une solution HRP/KNO2/ H2O2 

 

A présent nous allons observer l’influence de diverses molécules incubée  5 minutes avec la 

HRP préalablement à l’ajout d’eau oxygénée.  Le temps t0 correspond au moment où l’on 

ajouté la solution d’eau oxygénée à la solution incubée (HRP – X) 

 

 

 

Dans toutes ces études, nous avons suivi le schéma suivant 

HRP+ molécules (X) 
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Resveratrol 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Acide gallique 
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Nous obtenons deux types de réponses 

Les molécules connues comme étant inhibitrice de la HRP, tel que l’acide gallique (4) ou le 

trolox (5) présente une réponse  montrant peu de variation en fonction du temps (fig.12). 

Par contre, les molécules  connues comme non inhibitrice, tel que l’acide benzoïque (6) le 

graphique montre une fluctuation de la réponse électrique en fonction du temps (fig.13) 

 

 

 

 

 

 

Fig.12 Réponse du système inhibé   Fig.13 Réponse du système NON inhibé 

 

 

 

Conclusions 

 

La spectroscopie d’impédance électrochimique est un puissant outil pour étudier les 

mécanismes enzymatiques en solution. 

L’approche que nous avons réalisé permet d’étudié l’enzyme en solution.  Evitant ainsi des 

phénomènes parasites liés à la fixation de l’enzyme sur une électrode. 

La possibilité d’utilisé une faible quantité d’enzyme (10-7 M) est un atout important compte 

tenu de la difficulté d’obtenir d’importante quantité de certain enzyme. 

Nous avons pu montrer l’influence de divers composés, notamment du nitrite, sur le 

mécanisme d’action de l’enzyme. 

Les molécules potentiellement inhibitrices d’une enzyme peuvent être étudiées avec rapidité 

(1 heure) et efficacité.   

Les résultats présentés sous forme du déphasage en fonction de la fréquence et du temps 

de réaction permettent sans équivoque de prédire si une molécule sera ou non inhibitrice de 

la HRP. 
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