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RESUME

La détermination du poids moléculaire demande une accessibilité aux
trés faibles pressions de surface ( <0.100 x 107° newton/cm) et un compor-
tement "id&al" de la monocouche. L'appareillage actuel déterminant les
courbes de pression de surface présente une sensibilité de 1'ordre de
0.1 x 10_5 newton/cm. Cette précision est utile dans l1a mesure de pro-
priétés de surface de phospholipides, de lipides, d'alcools & longue
chafne saturée et insatur&e. Dans le cas de protéines, nous devons examiner
ces propriétés a faible pression de surface c'est pourquoi nous avons cons-
truit un type spécial de bain de Lanamuir dont la sensibilité est grandement
améliorée, soit 0.0005 x 10_5 newton/cm. Le principe est basé sur une mé-
thode de détection utilisant des phototransistors et des fibres optiques.

A la suite d'un travail élaboré& sur les courbes de pression de sur-
face des protéines gqui permet de connaftre leur comportement a 1'interface
air/eau, nous avons déterminé leur poids moléculaire. A cette fin, nous
utilisons les caractéristiques d'un film gazeux en deux dimensions que 1'on
exprime sous la forme suivante:

(1) FA nRT + nSF F: pression de surface

surface occupée par les molécules

L =

surface occupée par une mole de
protéine en monocouche
nombre de mole de protéine

(2) FA RT

11
=[O
-

constante des gaz
température absolue
poids moléculaire

m =X - = =

poids de protéine déposée 3 la surface

En utilisant 1'@quation (2), nous avons déterminé le poids moléculaire
des prot&ines avec une précision supérieure & plusieurs méthodes expérimentales.

C%A AR

.M. Leblanc,
Directeur de recherche

G. Munger,
Etudiant gradué
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INTRODUCTION

Généralités

Depuis plusieurs années, un nombre grandissant de chercheurs
s'intéressent 2 1'aspect monomoléculaire des films & 1'état solide,
d 1'état liquide ou 3 1'éEtat gazeux. Rappelons que c'est surtout
avant la seconde guerre mondiale que les théories fondamentales ont
&té formulées. Apré#s les années cinquante, la recherche a pris beau-
coup de temps & redémarrer du cGté monocouche. Aujourd'hui, le nombre
d'applications grandissantes de 1'&tat monomoléculaire en fait un ou-

til de plus en plus attrayant.

En pratique, le dip8le formé & 1'interface air/eau est 1'aspect
primordial. Plusieurs projets de recherche peuvent en &tre tirés en
faisant réagir le film avec une substance en solution ou en le dépo-
sant sur différents types de lamelles. On peut &galement utiliser des

techniques basé&es sur des propriétés physico-chimiques du £ilm.



Théorie sur le piége d'énergie

Les processus primaires de la phase lumineuse de la photosynthése
se divisent en quatre parties, soit (a) 1'absorption de 1a Tumidre et la
formation d'états &lectroniques excités, (b) le transfert de 1'excita-
tion électronique entre un pigment accessoire et la chlorophylle a ainsi
que le transfert d'énergie entre les molécules de chlorophylle (b — a,
a —a), (c) le pitge de 1'excitation & un endroit particulier connu com-
me étant le pigge d'énergie ou le centre réactionnel, finalement (d) 1'i-
nitiation de 1'étape chimique via le transfert d'électron d'un donneur a
un accepteur. Parmi ces &tapes, celle du pigdge d'énergie semble de pre-
migre importance car c'est & ce stade que la transformation de 1'énergie
solaire en énergie chimigque a 1ieu. Ré&cemment, des mesures concernant 1'o-
rientation des pigments photosynthétiques ont montré un fort degré d'orien-
tation des composants du centre réactionnel comparé & ceux de la membrane
(Vermeglio, A. et Clayton, R.K. (1976)). Nous savons que 1'acte photochi-
mique se présente aux sites situés dans les membranes lipoprotéiques, par
conséquent 1'examen de 1'interaction chlorophylle/protéine est important
pour connaftre la nature de la transformation énergétique (Sauer, K. (1975)).
Nous croyons qu'il serait opportun d'obtenir un systéme de mesure permettant
d la fois d'orienter les pigments photosynthétiques et de déterminer 1'inte-
raction entre les pigments situés dans une couche protéique. Dans le pré-
sent travail, nous avons tenu compte, tout au cours de 1'étude, de ces deux
possibilités dans la conception et la réalisation d'un systéme a faible

pression de surface.



Théorie sur 1'état des protéines & 1'interface air/eau

Dans le cas des protéines et des polypeptides, plusieurs théories
sont encore & 1'étude. De fagon générale, on doit prendre en consi-
dération certaines caractéristiques principales telles que Ta solubili-
té, le nombre de résidus d'acides aminés, le nombre de groupements SH,
le pourcentage de flexibilité en fonction du solvant, le point isoélec-
trique et surtout les groupements polaire et non polaire de chacun des
acides aminés formant la protéine. En fait, la structure tertiaire des
protéines est due justement 3 ces propriétés des chaines latérales. Les
protéines contiennent beaucoup de groupements hydrophobes et ces derniers
ont tendance & se regrouper & 1'intérieur de la prot&ine native. Lors-
qu'elle est déposée a@ la surface de 1'eau les groupements hydrophobes se
retrouvent alors 3 1'extérieur de 1'eau, et les groupements hydrophiles

@ 1'intérieur de 1'eau, comme nous le représente le schéma suivant:

Partie Hydrophobe

Partie Hydrophile

Protéine Native Protéine & |'interface Air/Eau.

Schéma 1. Représentation de la protéine native et & 1'interface air/eau
selon ses groupements polaires et apolaires.



Ce que T'on sait depuis longtemps suite aux principaux travaux de
Mitchell, J.S. (1937), Langmuir, I. (1939), Bull, H.B. (1947), Cheesman,
D.F. et Davies, J.T. (1954), et plus récemment par Davies, J.T. et Ri-
deal, E.K. (1963), Adamson, A.W. (1967], Blank, M. (1969), Evans, M.T.A.,
Mitchell, J., Mussellwhite, P.R. et Irons, L. (1970), Birdi, K.S. (1972),
Malcolm, B.R. (1973-1975) et finalement le travail de Phillips, M.C. (1977)
viennent confirmer que la protéine subit un réarrangement qui selon tou-

tes considérations convient d'@tre appelé un &tat natif de la protéine.

Lorsque des molécules de protéine native, hautement organisées, sont
placées sur une surface aqueuse elles sont promptement &tendues sur la
surface et forment un film dont 1'épaisseur correspond & une chafne de
peptide sans égard aux dimensions originales de l1a prot&ine selon la théo-
rie de Bull, H.B. (1947). Il a &té suggéré que les protéines & la surfa-
ce se retrouvent sous la forme de chafnes de g-kératine, & faible pression,
et que les chafnes latérales des acides aminés reposent a plat sur la sur-
face. Si 1'on augmente la pression sur le film, les chaines latérales s'o-
rientent alors verticalement & la surface de 1'eau. Un simple calcul de
1'espace que devrait occuper une chafne peptidigue 3 faible pression démon-
tre que nous devrions obtenir une aire d'environ 1.8 mzfmg de protéine.
Cette valeur est obtenue en se basant sur la distance moyenne entre les
chatnes latérales du polypeptide qui est d'environ 3.3 E et la distance
qu'il devrait y avoir entre chacun des polypeptides soit 10.4 g, Nous
avons alors comme surface moyenne par résidu 3.3 x 10.4 = 34.3 EZ_ Le poids
moyen d'un résidu d'acide aminé &tant de 115, on peut déduire que la surfa-

ce occupée serait de 1.8 mzfmg de protéine. A la suite des différents



travaux des auteurs cités plus haut, nous savons que pour les proté&ines
natives, la surface occupée & faible pression est inférieure 3 1.8 mzfmg.
Donc, les chafnes latérales des acides aminés ne reposent pas & plat sur
la sous-phase mais sont orientées considérablement. La surface occupée
par un résidu avec ses chatnes latérales orientfes verticalement est ob-
tenue en calculant, par des mesures aux rayon-X, 1'espace entre les chaf-
nes principales. Cette surface est de 4,65 ﬁ x 3.3 R_ distance moyenne
entre les chafnes latérales, ce qui nous donne 15.3 EE. Transformé en
mzfmg ceci correspond & 0.80 mzfmg de protéine pour la surface occupée

d compressibilité maximum, ce qui est en accord avec les données expéri-

mentales,

Lorsque la prot&ine est adsorbée a 1'interface air/eau, ses chafnes
hydrocarbonées s'échappent de la surface de 1'eau. Ses chafnes s'organi-
sent les unes avec les autres pour former un film stable. 11 est impor-
tant de noter que cette réorganisation peut &tre tr&s longue pour certai-
nes protéines comme par exemple le lysozyme. Cette réorganisation dépend
du rapport entre les chaTnes latérales hydrophiles et celles hydrophobes.

Si ces dernigres sont plus nombreuses, on aura alors un film stable.

Comme nous 1'avons déjd mentionné&, toutes les caractéristiques se
rapportant 4 la protéine peuvent influencer son &tat d 1'interface air/
eau. En fait quelques régles principales ont &té déterminées par Evans,

M.T.A. et coll. (1970) sur les protéines & 1'interface air/eau.

Premi&rement les prot&ines peuvent former deux types de films & 1'in-
terface air/eau et probablement & 1'interface huile/eau:

1. Un film dilué, dans lequel toutes les molécules sont

dans le méme état d'extension (dépliées).



2. Un film concentré, lequel peut contenir seulement des
molécules natives et dépliées ou des molécules dans dif-

férents deqrés d'étalement.

Deuxiémement, trois facteurs principaux peuvent &tre considérés pour
que les proté&ines forment un film dilué ou concentré 3 1'interface:
1. L'abaissement dans 1'énergie libre de surface produite
si la proté&ine se déplie.
2. Les forces agissant sur la protéine pour la maintenir dans
sa configuration native & 1'interface air/eau.
3. La pression de surface contre laquelle la molécule doit pous-

ser pour se déplier.

Ces différents énoncés font suite 3 des travaux préliminaires entre
autres celui de Cheesman, D.F. et coll. (1954) qui donne trois r2gles gé-
nérales résumant les connaissances que nous avons sur les polypeptides:

1. Dues & des considérations sur 1'empaquetage, d'interaction et
de Tien hydrog2ne, & 1'exception sur une sous-phase acide, les
polymé&res ayant seulement des ré&sidus non polaires sont pliés
d 1'interface air/eau avec leurs chafnes latérales d'acides
aminés qui sont alternativement dans 1'air et dans 1‘eau.

2. Les chaTnes latérales hydrocarbonées avec des groupes polaires
tendent & reposer a plat sur la surface air/eau & moins qu'elles
soient entourées par des résidus d’acides aminés hydrocarbo-
nés, dans un tel cas elles sont montées dans 1'air. Ses chaf-

nes latérales isolées montrent le méme effet & de faibles pres-

sions de surface.



3. Si la chafne latérale -(CH2)2C0£ est ionisée elle ne peut
alors s'échapper complétement de la phase aqueuse. Les fac-
teurs favorisant une immersion compl&te sont: une faible con-
centration de sel, des fortes pressijons de surface (des surfa-
ces faibles), et la présence de groupements volumineux comme
les cycles benzéniques & 1'interface. Par contre, une faible
pression, des fortes concentrations de sel, et 1'absence d'au-
tres groupements dans la surface favoriseront un repli dans

lequel les chafnes transportant les groupes terminaux jonisés

reposeront a plat & 1'interface.

/Re'sidu Lysine
NH,
,oroupe Hydrocarbone

Air T T/Cha‘l‘ne Peptidique

) < '
Eau COy«Résidu
Glutamique

Schéma 2. Représentation de 1'orientation d'une chafne polypeptidique
d 1'interface air/eau.

Davies, J.T. (1954) suggdre fortement qu'il y ait autour de cha-
que résidu de lysine dans les protéines une concentration locale relati-
vement grande, des chafnes latérales hydrocarbonées, et qu'd Ta surface
elles sont responsables de la montée des groupes NH2 dans 1'air (voir

schéma #2).



a)

Birdi, K.S. (1972) a représenté 1'étalement des protéines de

la fagon suivante:

————— Air __ £ Chaine apolaire.
Eau
& Chatne polaire.
———————l T & U i Forme native
Eau

~” Forme B

Schéma 3. Représentation schématique d'une molécule de protéine &

1'interface air/eau a) compl&tement &tendue b) partielle-
ment orientée.

Birdi, K.S. (1973) suppose que la faible solubilité des proté&ines
favoriserait sa configuration g8 qui est formée des liens hydrogénes inter-
moléculaires. Ce dernier ne négligea pas toutefois les considérations ap-

portées par Cheesman, D.F. et coll. (1954).

En fait, les représentations sont presque toutes identigues et les
auteurs s'accordent sur la disposition des groupements de sorte que la pro-

té&ine soit plus ou moins & plat sur la surface.

C'est 3 la suite d'expériences de dénaturation de la protéine par une
forte agitation, une augmentation de la température ou & concentration d'u-
rée élevée que 1'on a déduit certaines conclusions sur 1'état de la protéi-
ne a 1"interface air/eau. Puisqu'elle n'est pas dénaturée il y a donc une
caractéristique des protéines qui fait que certaines d'entre elles sont
plus ou moins stables. En fait il s'agit de la forme globulaire de la pro-
téine. De 13 on sait qu'elle sera plus ou moins flexible selon sa configu-

ration donc plus ou moins stable. Si la protéine est trds compacte elle
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sera trés stable & 1'interface air/eau puisque les interactions protéi-
nes/protéines seront plus faibles contrairement & une protéine trés é&ten-
due & la surface. Dans ce cas, il y a possibilité d'ionisation plus

grande donc interaction plus grande.

Guastalla, J. (1938) a démontré théoriquement et expérimentalement
que la loi de Mariotte s'applique aux gaz en deux dimensions, tout au
moins aux dilutions extrémes. La loi de Mariotte s'exprime comme suit:

(1) FA = KT

F: pression du film

A: surface & la pression indiquée
K: constante de Boltzmann

T: température absolue

Ce principe assure qu'il n'y a aucune force de répulsion entre

1&5 molécules ce qui est vrai en pratique pour F ou A . Pour
—» 0 —» 00

les gaz superficiels provenant des corps gras la relation des gaz par-
faits est valable dans un domaine plus ou moins grand. La réalisation
pratique d'un film & dilution infinie est difficilement réalisable. Les
approximations apportées en dérivant 1'expression idéale entrafne des er-
reurs appréciables 4 des pressions plus petites que 1 x 1D'5 newton/cm
(dyne/cm). La dimension des molécules formant le film est une importante
source d'erreur, puisque les déviations cinétique et thermodynamique de 1'é-
quation (1) nécessitent que la surface occupée par les molécules soit né-
gligeable. Cette idéalité est peu probable, surtout lorsque la surface du
film d'un polypeptide est réduite & quelques milliers ngmulécu1e. A ce mo-
ment, les molécules commencent @ interagir, en particulier dans le cas des

protéines qui sont moins compressibles. Cette particularité peut s'expliquer



11

par une co-surface et on peut alors écrire la loi sous cette forme:
(2) F(A-Ao) = KT

ARo: surface occupée par chague molécule dans le film condensé

Cette relation donne de bons résultats pour un film @ 1'interface
huile/eau mais dans le cas d'un film & 1'interface air/eau cette équa-
tion n'est pas valable, ceci du fait qﬁ'en pratique les déviations pour
les monocouches &lectriquement neutres sont invariablement négatives a
de faible pression, quoique 1'équation (2) nécessite que FA soit plus grand
que KT. Les solutions supposément idéales dérivent du traitement de 1'é-
quilibre thermodynamique de la pression osmotigue. Beaucoup de changements
semblent attribuables aux attractions inter-moléculaires et plusieurs for-
mules permettent de réduire 1'importance de ces interactions ou de les ren-
dre nulles, telies que:

(3) F(A-Ao) = g KT

g: constante plus petite que 1'unité (environ 0.7)

Dans un autre cas il a &t& rapporté& que FA, & des surfaces trés gran-
des, ne tende pas vers KT mais plutdt vers 1/2 KT, ce qui résulterait de

1'association des molécules sous forme de diméres.

Malgré ces différents problémes, Guastalla, J. (1939b) et Bull, H.B.
(1945a) calcul@rent le poids moléculaire (P.M.) directement de la formule
(1) en incluant dans cette formule, Te nombre de moles n:

(4) FA = n RT

n: nombre de moles
R: constante des gaz parfaits
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Le poids molé&culaire est alors obtenu de 1'interception sur 1'axe
des ordonnées du graphique FA en fonction de F, si les forces inter-mo-

léculaires sont négligeables pour les résultats obtenus.

Guastalla, J. (1939b) traga ¢/F en fonction de la concentration en

mg de prot&ine par m2 de surface & partir de 1'équation:

(6) F(g-1) =Rt
0

c: concentration [mg}mzj
M: poids moléculaire

Puisque cette derniére est une fonction linéaire de ¢/F, & la limi-
te lorsque ¢ —= p, nous obtenons:

(6) M=RT (&) ., .

Donc en éxtrapo1ant c Guastalla détermina le poids moléculaire du
film de la loi des gaz pa;;;}gﬁ. Le graphique obtenu demande une trds gran-
de précision dans la mesure de faible pression de surface et c'est pourquoi
i1 a mis au point un syst@me Tui permettant de telles lectures. Malgré cet
avantage le fait de tracer ¢/F en fonction de € réduit de beaucoup la marge
des résultats. Par exemple, pour 1'albumine d'oeuf i1 doit travailler a
des concentrations variant de 0.7 mgfm2 a 0.83 mg!m2 pour des pressions va-
riant de 0.1 & 1 x 1ﬂ'5 newton/cm (dyne/cm). Le fait de tracer FA en fonc-

tion de F permet d'obtenir beaucoup plus de points expérimentaux de 0.1 &

1 x107° newton/cm (dyne/cm).

L'étude des polyméres hautement polymérisés (Huggins, M.L. (1942]) a
ouvert une nouvelle approche de la chimie-physique des protéines. La théo-
rie mathématique pour 1'application des films de protéine & 1'interface

air/eau fut principalement développée par Singer, S.J. (1948) et par Davies,
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J.T. (1954). 1I1s suggérent que la pression du film & n'importe laquelle
surface dépende des facteurs suivants:

x: le degré de polymérisation pour un polym&re et dans le cas d'une
protéine le nombre de résidus d'acides aminés dans la molécule

aL: aire limite d'un acide aminé
Ao: pente du graphique de FA en fonction de F
T: température absolue

]

: nombre de coordination de 1'arrangement géométrique régulier
des résidus d'acides aminés sur la surface

La relation développée de ces identités peut &tre représentée sous

la forme simplifiée suivante:

2 a
_ KT | at %=1 z ) L ]
(7) F aL I:.'HU A—] + [ " 4 2 In(1 Z—ﬂ}

Le terme z est & 1a base de ce nouveau principe. I[1 est relié au
nombre de positions pouvant Etre occupées par un segment du peptide en
relation avec un segment adjacent. Le nombre de coordination sera réduit
si les résidus d'acides aminés forment une chaTne non flexible. Dans le
cas d'une chafne rigide nous pouvons donner la valeur de 2 pour z, tandis

que pour une macromolécule flexible z peut &tre d'environ 4.

Par expansion de la formule (7), négligeant les termes élevés, et

assumant que aL = flox, nous obtenons:

d
. L 1 _x1, 1
(8) FA = KT + 7= X xKT (57 - ¥=x )

De 1'équation (8) et (2] on peut obtenir la valeur de z:

- x-1 1
9) 222X 7771 o

Z x 3

Ce nombre de coordination (z) peut nous donner le pourcentage de

flexibilité selon 1'équation suivante:
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e flexibilité = X —
(10) % de flexibilite = 100 x (% 2)

Le pourcentage de flexibilité pour 1'albumine de bovin est de 3.0%
i 1'interface air/eau et 4.5% & 1'interface huile/eau. Pour 1'ovalbumi-
ne on obtient 0.8% et 22% respectivement 3 1'interface air/eau ou huile/
eau (voir tableau #13 p. 185 en annexe, Cheesman, D.F. et coll. (1954)).
Pour z se rapprochant de 2, 1'&quation (7) devient alors:

(11) FA = KT + %JF#G

Cette formule suggére que squs ces conditions le graphe de FA
en fonction de F devrait &tre linéaire, ce qui est souvent vrai dans le cas
des polyméres & 1'interface air/eau. Si z n'est pas pré&s de 2 1'équa-
tion (5) prédit une courbe de FA en fonction de F qui sera fléchie &
des pressions supérieures d environ 0.1 x 1072 newton/cm (dyne/cm). Donc
dans le cas de z nous avons toujours FA d mesure que F , alors le

—» KT —3 0

seul probléme est celui des mesures qui doivent Etre prises 4 de trés fai-

bles pressions de surface.

Pour différents types de molécules les valeurs de z sont les sui-

vantes:
molécule compl&tement rigide: z =2
molécule peu flexible: z = 2.015
(proté&ine globulaire & 1'interface air/eau) :
molécule modérément flexible: z = 2.12
(protéine globulaire & 1'interface huile/eau)
molécule hautement flexible: z =2.3
(poly-n-butyl-metacrylate & 1'interface
air/eau; polypeptide & 1'interface huile/eau)
molécule en pelotte statistique: z -4

(triacétate de cellulose & 1'interface
huile/eau; poly-n-butyl-acrylate & 1'in-
terface huile/eau ou air/eau)
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On constate que pour les proté&ines la valeur de z varie entre
2.015 et 2.12. Les valeurs de z étant trés rapprochées on peut donc
faire varier ce paramétre en gardant constant x et Ao afin de pouvoir
faire une é€tude thé&orique et comparer avec les ré&sultats expérimentaux

{Singer, S.J. (1948)).

De ces différentes relations nous pouvons déterminer le poids mo-
1éculaire des protéines soit par 1'équation de Bull ou selon la rela-
tion de Singer tenant compte de 1la flexibilité de la molécule. Dans
le premier cas nous devons obtenir des mesures expérimentales d de trés
faible pression de surface. L'étude thé&orique de Singer, S.J. (1948)

a permis de constater que 1d encore les mesures prises pour les cal-
culs de F doivent &tre & de trés faible pression de surface pour obte-
nir une relation 1inéaire pour des forces inférieures d 0.1 x ]0-5 new-

ton/cm (dyne/cm).

En ce qui nous concerne nous travaillerons d& des pressions variant
de 0.001 & 0.111 x 10'5 newton/cm (dyne/cm), donc 13 oll la relation FA =
nRT est utilisable. De plus nous emploierons des protéines, qui sont peu
flexibles, ce qui favorise 1'étalement et la stabilité du film. Dans cer-
tains cas cependant, il se peut que la re]atipn ne soit pas utilisable et
nous devrons, si le cas se présente, faire une approximation & la 1oi des

gaz en deux dimensions.
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But de la thése

La transformation de 1'énergie solaire en énergie chimique se si-
tue au niveau du chloroplaste, siége de la photosynth&se. Dans le chlo-
roplaste, il a &té démontré que pour les plantes supérieures vertes et
algues, la chlorophylle a est le pigment "antenne" de 1'é&nergie solaire.
Les molécules de chlorophylle a absorbent 1'énergie €lectromagnétique et
transférent cette énergie entre elles par un mécanisme de ré&sonnance de
type Flrster. Ce transfert a lieu jusqu'd ce qu'il y ait rencontre d'un
pigge d'énergie ol la transformation du quantum s'effectue. Par la sui-
te, 1'énergie chimique est utilisée pour la fixation du bioxyde de carbo-

ne i.e., la synth&se d'hydrates de carbone.

Afin d'apporter une contribution & la connaissance du pigge d'énergie,
notre équipe se propose d'examiner in vitro différents mod&les de pigge
d'énergie, en particulier les syst2mes chlorophylle/quinone, chlorophyl-
le/chlorophylle et chlorophylle/protéine. Quant au complexe chlorophyl-
le/protéine, 1'état actuel de nos travaux ne permet pas d'en faire 1'&tu-
de puisque notre appareillage n'est pas approprié aux molécules de protéi-
ne. Le but principal de la présente &tude est de construire un type spé-
cial de bain de Langmuir, syst2me qui nous permettra d'examiner ultérieure-

ment le complexe chlorophylle/protéine,

Comme le pigge d'énergie est de premiére importance dans 1'unité
photosynthétique, nous croyons qu'en déterminer sa nature serait pri-

mordial dans la connaissance des é&tapes primaires de la photosynthése.
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L'apparéi11age actuel déterminant les courbes de pression de sur-
face présente une sensibilité de 1'ordre de 0.1 x 10-5 newton/cm (dyne/
cm). Cette précision est utile dans 1a mesure de propriétés de surface
de phospholipides, lipides, alcools & longue chaTne saturée et insatu-
rée (C16 et plus). Les courbes de pression de surface de ces composés
s'étendent de 1 x 10_5-newton/cm (dyne/cm) & 40 x 10'5 newton/cm (dyne/
cm). Dans le cas de protéine, 1'étgndue serait d'un ordre de grandeur
complétement différent, soit 0.001 x 10'5 newton/cm (dyne/cm) & 0.5 x

1072 newton/cm (dyne/cm).

La construction d'un appareil qui nous permettrait d'obtenir une

sensibilité de 0.001 x 1072

newton/cm (dyne/cm) doit &tre congu différem-
ment & ce qui a &6té fait & date. Nous devrons orienter notre &tude vers
un systéme de détection &lectronique. En utilisant des fibres optiques,

nous croyons pouvoir obtenir le rendement désiré.

Suite & 1a construction du nouveau systéme il sera intéressant de
travailler & de trds faibles pressions de surface. Dans un premier temps
nous déterminerons le poids molé&culaire de proté&ine dans le but de cons-
tater si 1'ensemble des différentes composantes est efficace dans des con-
ditions expérimentales bien déterminées. On pourra comparer les résultats
obtenus avec la Tittérature et si tout est adéquat nous pourrons alors envi-

sager une étude plus exhaustive pour les protéines & 1'interface air/eau.
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MATERIEL

Dues aux extré&mes exigences de 1'utilisation des monocouches comme
technique de travail, i1 est nécessaire d'apporter les renseignements
adéquats dans le processus a suivre. I1 sera donc gquestion dans ce cha-
pitre de 1'importance concernant la grande pureté des produits mis en
jeu, des principales méthodes de purification de 1'eau et du nettoyage

des lamelles de verre et de quartz.

Préparation des protéines

Nous nous sommes basés sur les travaux les plus récents et sur

les protéines les plus étudiées afin de pouvoir comparer facilement nos
résultats expérimentaux. L'interprétation dans la détermination des poids
moléculaires, sera donc d'autant ﬁ]us valable avec notre nouveau montage.
I1 ne fallait pas négliger 1'importance dans la différence des poids molé&-
culaires afin de pouvoir vérifier 1'efficacité d'action de 1'appareillage
mdans une marge trés &tendue. On a donc fait une sélection pour en arri-
ver & cing protéines principales: 1'albumine de bovin, la G actine (muscle
de lapin), le cytochrome ¢ (coeur de cheval), 1'ovalbumine et finalement la

rhodopsine de bovin.

Pour chaque &chantillon le degré de pureté est vérifié par électro-
phorése sur gel d'acrylamide en présence de sodium dodecyl sulfate (SDS).
3i la pureté de la protéine n'est pas satisfaisante, on la traite selon
les caractéristiques de la protéine, soit a) par précipitation au sulfa-
te d'ammonium, dyalise, recrystallisation et lyophilisation; b) par co-

Tonne &changeuse d'ions ou séphadex ou c) par colonne d'affinite.
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Avant chacun des essais, la concentration est déterminée par la
méthode de Biuret (Gornall, A.G., Bardawill, C.J. et David, M.M. (1948))
ou par la mesure de la densité optique & 280 nm. Le type d'appareil
employé pour prendre ces mesures est un spectrophotom&tre d'absorption
Unicam mod&le S.P. 1800 dont voici quelques caractéristiques:

Sources: une lampe & arc au deutérium et une lampe d& filaments
de tungsténe.

Fentes: Variables entre 0.01 mm et 1.0 mm. Largeur de fente
utilisée 0.25 mm (largeur de bande passante 0.8 nm).

Monochromateur: d réseau, type Ebert F/10, ayant une limite de réso-
lution de 0.1 nm.

Absorption: 4 échelles: 0 -2, 0-1, 0-0.5, 0-0.2.

Sensibilité: +1% sur les quatre échelles.
+0.5 nm sur la longueur d'onde.

Enregistreur: Unicam AR 25 - 2 échelles de vitesse sec/cm, min/cm.

Ce spectrophotométre permet aussi 1'Etude des propriétés &lectroni-
ques des molécules & 1'état monomoléculaire. I1 permet de travailler en-
tre 190 et 850 nm et i1 fonctionne & double faisceaux. Le balayage se

fait manuellement ou automatiquement.

Une derniére méthode pour la préparation des &chantillons de protéi-
nes consiste d peser un poids précis sur une Electrobalance mod&le Cahn

gram.

On peut ainsi obtenir une précision de 0.01% sur le poids. I1 faut

noter que le poids moléculaire n'est pas nécessaire pour le travail que
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nous accomplissons puisque toutes les mesures se rapportent & la déter-
mination justement du poids moléculaire. De plus les courbes sont tou-
jours tracées en fonction de la surface occup&e par la substance en meé-

tre carré par milligramme déposé & 1'interface air/eau.

Albumine de bovin

Cette protéine a &té et est encore le sujet de recherches les plus
diverses. Bull, H.B. (1947, 1950) 1'utilise en monocouche pour la dé-
termination du poids moléculaire. Plusieurs auteurs tels que Neurath, H.
(1936), Trurnit, H.J. (1960), Muramatsu, M. et Sobotka, H. (1963), Moto-
mura, K. (1964), Musselwhite, P.R. et Palmer, J. (1968), Blank, M. (1969),
Rosano, H.L., Shen, S.H. et Whittam, J.H..(1974) et bien d'autres permi-
rent d'élucider certains probl&mes comme 1'étalement & 1'interface air/eau,
le comportement de 1'albumine acetylée, 1'épaisseur du film protéique, les
énergies d'interaction, 1a viscosité (dénaturation), etc... Ainsi, une
grande quantité de travaux nous donnent la possibilité de comparer facile-

ment nos résultats.

L'albumine de boyin que 1'on obtient de la compagnie Sigma a une pure-
té de 99%. L'électrophorése donne une bande mince (voir schéma #4). On
peut donc s'en servir directement sans contamination de surface. Toute-
fois, on la conserve & -5 degré Celsius et sous vide afin d'éyiter 1'hy-

dratation.
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. ALBUMINE DE BOVIN
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. CYTOCHROME C
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Schéma 4. Electrophorése sur gel de polyacrylamide en présence de SDS
pour vérification de la pureté des proté&ines.
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G actine (muscle de lapin)

Dernidrement les travaux de Yegiazarova, A.R. et Zaalishvili, M.M.
(1972) puis ceux d'Egiazarova, A.R. et Nadareishvili, K. Sh. (1973)
apportérent des résultats intéressants sur le comportement de la G ac-

tine & 1'interface air/eau.

La préparation de la G actine se fait selon la méthode mise au
point par Rees, M.K. et Young, M. {1967). Cette derniére est celle de
Straub, F.B. (1951) qui a subi certaines modifications majeures permet-
tant une plus grande purification. D'autres changements apportés par
Gruda, J. (1972) nous procurent aujourd'hui la protéine avec une pure-
té de 99.9%. Comme dans le cas de 1'albumine on obtient seulement une
bande par é&lectrophorgse (voir schéma #4). La prot&ine est conservée

d 5 degré Celsius dans le tampon approprié soit:

KC1 0.1 M/
ATP 0.5 x 10'3 M/ Tampon phosphate 25 mM & pH 7.0
MgCl, 107 /1

On peut la conserver ainsi pendant environ deux semaines selon les
€tudes faites par viscosimétrie en présence de phalloidine, en propor-
tion équimolaire, comme stabiliseur. La présence de phalloidine n'en-

18ve pas 1'activité de la G actine, elle reste native.

Son poids moléculaire, déterminé en 1973 par 1'Equipe d'Elzinga, M.,
Collins, J.H., Kuehl, W.M. et Adelstein, R.S5., nous a permis de 1'utili-
ser comme autre source de vérification du montage. De plus il nous a
&té possible de comparer, en partie, nos résultats avec ceux obtenus par

Yegiozarova, A.R. et coll. (1972).
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Cytochrome ¢ (coeur de cheval)

Comme pour le cas de 1'albumine elle fut couramment employé&e dans
des &tudes diverses. Le cytochrome c a une grande importance dans la
composition des mitochondries et des organelles formées par 1'union des
mitochondries (Margoliash, E. et Schejter, A. (1966)). De ce fait, cet-
te proté&ine acquiert une grande importance pour nous qui travaillons sur
la membrane cellulaire. Comme elle contient un noyau porphyrigue qui lui
donne une certaine ressemblance structurale avec la chlorophylle (voir

schéma #5 p.25 ) i1 nous apparaft que son choix est justifié.

Les poids moléculaires des cytochromes c¢ ont commencé a &tre déter-
minés par la séquence compl&te des acides aminés en 1961 (Margoliash, E.
et coll. (1966), Dayhoff, M.0. et Eck, R.V. (1967-1968)) ce qui facili-
te certaines parties du travail, en particulier dans les faibles interac-

tions, et permet des interpré&tations plus plausibles.

Le cytochrome c est obtenu de 1a compagnie Sigma sous forme de mo-
nomére & 90% oxydé. L'&lectrophorése nous a donné une seule bande prin-
cipale comme le démontre le schéma #4 p.22 et deux autres petites bandes
trés rapprochées de la premiére donc de faibles impuretés gqui sont géné-
ralement difficile & enlever. Une purification plus poussée n'a pas chan-
gé les propriétés optiques du méme type de cytochrome c (Myer, Y.P. (1968)).
I1 serait donc inutile de purifier cette fraction puisqu'elle semble adé-

quate d nos besoins.



CigHaz

Heme du Cytochrome ¢ . Les *Chlumphylle a d'aprés  Wolken, J.J. (1961)
groupements R représentent les Le groupe CHz est remplacé par un
chaines d'acides aminés de la groupement CHO dans la Chlorophylle b .
protéine. ’

Schéma 5. Ressemblance structurale entre le h&me du cytochrome c et la chlorophylle a.

G2
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Ovalbumine

Comme pour 1'albumine de bovin, cette protéine se préte bien
aux expériences qui demandent une vérification du poids moléculaire.
C'est une fois de plus Bull, H.B. qui en 1938 commenga & &tudier 1'é-
tat monomoléculaire de 1'albumine d'oeuf. Guastalla, J. (1939a) avec
un nouveau systéme a obtenu des valeurs de poids molé&culaire avec une
précision remarquable. Puis Bull, H.B. (1945a,c, 1950) Mishuck, E. et
Eirich, F. (1954), Trurnit, H.J. (1960) et plus récemment Bull, H.B.
(1972) continu&rent les recherches sur la détermination du poids molé&-

culaire et de 1'adsorption de 1'albumine d'oeuf.

L'&lectrophorése montre une seule bande de la proté&ine originaire
de Sigma (schéma #4 p. 22). Le fait qu'elle soit trds stable et ayant
un poids moléculaire intermédiaire & celui des proté&ines précédentes en

ont fait un choix excellent.

Rhodopsine de bovin

Contrairement aux autres protéines, le poids moléculaire de la rho-
dopsine n'est pas connu avec précision d'aprés les différents résultats
obtenus par Hubbard, R. (1954), Shields, J.E., Dinnvu,'E.C., Hen-
riksen, R.A., Kimbel, R.L., Jr., Millar, P.G. (1967), Heller, J. (1968),
Cavanagh, H.E. et Wald, G. (1969), Deamen, F.J.M., De Grip, W.J. et
Jansen, P.A.A. (1972) et finalement Lewis, M.S., Krieg, L.C. et Kirk, W.D.
(1974). Tous ces auteurs nous donnent des résultats variant de 26,400
a 40,000. Nous avons donc utilisé notre systéme & faible pression de sur-

face pour déterminer son poids molé&culaire.
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L'extraction et la purification de la rhodopsine de bovin ont é&té
effectuées par Christophe Kossi, chercheur du Groupe de recherche en
biophysique. Considérant que la pureté de la proté&ine obtenue est
trés bonne (Kossi, C.N. (1976)), nous 1'utilisons en monocouche tout
en sachant qu'elle contient environ 0.05% de détergent, suite & 1'ex-
traction. La méthode suivie pour obtenir la rhodopsine pure est cel-
le de Kossi, C.N. (1976) qui se base principalement sur les travaux de
Bowness, J.M. (1959), Heller, J. (1968), Cavanagh, H.E. et coll. (1969),
Shields, J.E. et coll. (1967), Schichi, H., Lewis, S.M., Irrevere, F. et

Stone, A.L. (1969) et finalement ceux de Elrey, T.G. effectuds en 1971.

Résumé
Comme on peut le constater les cing prot&ines retenues ont des
unités de masse atomique variant de 12,000 & 70,000 g/mol. Celles ayant
un poids moléculaire plus &levé sont rarement pures et souvent tré&s com-
plexes. Une de celles qu'il nous sera possible d'utiliser & 1'avenir est
la myosine gqui est maintenant purifig&e par Gruda, J. pour des é&tudes sur

la contraction musculajre.

En se basant sur les conclusions des chercheurs cités dans cette
partie et nos propres constatations nous pouvons utiliser les protéines
retenues en monocouche sans crainte de contamination. Cette contamination
peut provenir d'impuretés, de dimdre, d'une dénaturation ou autres arté-

facts non identifiables.

A la suite des résultats obtenus dans Ta purificatiﬂn des protéines et

la qualité de celles provenant de Sigma, nous passons & 1'étape concernant
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les produits qui vont servir aux solutions tampons et nettoyage en
général. Tout cela est fait dans le but d'éviter toutes contaminations
de 1a surface active lors des essais & faible et forte pressions de sur-

face.

Donc 1a fin du chapitre sera enti&rement consacrée aux produits et

méthodes permettant d'obtenir la plus gfande pureté de nos produits.

Produits utilisés

Toutes les manipulations qui ont un rapport direct avec les mesu-
res de pression de surface et les dépositions sur lamelles, de toutes
substances organiques, protéiques ou autres, doivent &tre faites avec

une attention particuliére.

L'introduction d'impuretés ou de poussi&res par des agents chimi-
ques ou organiques, en particulier par 1'eau, et par les différentes ma-
nipulations telles que: pesées, distillations, séparations, tampons,
nettoyage... peuvent causer beaucoup d'erreurs dont i1 est difficile

d'en déterminer l1a nature.

I1 est donc d'une importance extr&me que toutes les substances soient
d'une trés grande pureté (99% +) et plus spécialement 1'eau dont nous
verrons les méthodes de purification dans les pages suivantes. En con-
sultant 1'ensemble des ouvrages publiés en monocouche, i1 nous est apparu
trés difficile de pouvoir cerner toutes les sources d'erreurs, Dans cha-

cun des laboratoires, les techniques sont mises au point et trés peu



décrites dans les publications. I1 faut donc utiliser a@ la base
les produits les plus purs. La compilation des produits chimiques,

solvants et matériel est présentée dans les deux tableaux suivants.

29



Tableau 1. Caractéristiques des produits chimiques

PRODUIT

Acide arachidique
(N-eicosanoique)
Acide chlorhydrique
(HC1)

Acide fluorhydrique
(HF)

Acide stéarique
(N-octadecanoique)

Acide sulfochromique

Acide sulfurique
{H2504}

Adenosine triphosphate
(ATP)

Albumine de bovin

Cément

Cholestérol

ORIGINE

Appl. Sci. Lab. Inc.
Fisher

Sigma

Fisher
Fisher
Appl. Sci. Lab. Inc.
Sigma

Fisher

Delta Sc. Co.
Fisher

Sigma

Sigma

Fisher

Sigma

PROPRIETE

M.P. 74-76°
grade, I *

Reagent grade ACS *
Reagent grade ACS *

Grade I *

Cleaning solution *

Reagent grade *
Reagent grade *

Grade I *

Cristallisé et
lyophilisé

Pyseal R
Insoluble dans
1'alcool et 1'eau

Cristallisé et
1yophilisé

PURETE

>99 mo1/1
Haute pureté
99 + %

Concentré
36.5 - 37.8%

Concentré
w/w 49 + 0.25%

>99 mol/1
99%

Concentré

95 - 98%
95.6 - 96.5%
99 - 100%

99%

>99%

0t



PRODUIT

Chlorure de sodium
(NaC1)

Cytochrome ¢ (coeur de
cheval)

Decon 75 R

Dichromate de potassium

Diéthylé&ther

Eau distillée
Ethanol

Ether anhydre
Ether de pétrole

G actine (muscle de lapin)

Hydroxyde de sodium
(NaOH)

Ligroin

MEthanol
{CHEGH]
Nochromix

Ovalbumine

ORIGINE

Canlab
Sigma

BDH chemical

Delta Sc. Co.
Fisher

BDH Chemical
(voir texte p.36)
Fisher

Canlab

Canlab
BDH Chemical

(voir texte p.23)

Canlab
Fisher

Fisher

Eastman Kodak Co. N.Y.

Canlab
Fisher

Godax Lab., N.Y.

Sigma

PROPRIETE

Certified ACS *
Acide modified type *
I11

Concentré-alcalin

Cristalline
Cristalline

Analar *

Consolidated alcohol *
Baker analyzed *

Certified ACS *
Analar *

Pastilles
Pastilles

0
BtPi g’n‘°-12 c
B.P. 35°-ﬁugc

Certified ACS *
Spectranalyzed *

Non-chromique

Grade VI *

PURETE
99.5%

90% oxydé
10% réduit

>99 mol/1

Absolu

99 + mol/1

99 mol1/1
7.99 mol/1

Practical

99.9 mol/1

99%

LE



PRODUIT
Parafine

Permanganate de
potassium

Peroxyde d'hydrog&ne
(H,0,

1-Propanol
Rﬁudapsine de bovin

Tampon phosphate
de sodium

Tampon trizma
base

Tampon trizma
HC1

Tampon trizma
phosphate

ORIGINE
Fisher

Fisher

Fisher

Canlab
(voir texte p.26)
Canlab

Sigma

Sigma

Sigma

PROPRIETE

Dure - P.E. 56°C

Cristalline
Stabilisé

Certified ACS *

Monobasique ou
dibasique

Reagent grade *

Reagent grade *

Monobasique ou
dibasique

* La terminologie anglaise a &té utilisée dans le cas de ces produits.

PURETE

Concentré 50%

99%

99 + mol/1

99 + mol/1

99 + mol/1

¢t
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Caractéristiques des appareils et matériels

APPAREIL
Balance hydrophile

Bain & ultrasons

Cellules de quartz

Colonne & distiller

Conductimétre

Dépolymérisateur

Electrobalance

Entonnoir et support
pour filtration
Feuille d'or

Fi1 de torsion

Filtres millipores

ORIGINE

Cenco

Ultrasonic inst. intern.,
Inc., New-York

Branson Cleaning equip. Co.
Heat Systems- Ultrasonics,
Inc., N.Y.

Hellma Canada Ltd, Toronto

Pegasus ind. specialities
Ltd., Toronto

Metrahm Herisau, Suisse

(conception personnelle,
voir p.97)

Cahn Instruments, Califor-
nia.

Millipore, Missisauga,
Ontario

George M. Whiley, Ltd.,
England

National standard Company,
Niles Michigan

Fil de guitare, Fullerton,
Fender Musical instruments,
Californie.

Cenco

Canadian Westinghouse, Co.
Ltd.

Millipore, Missisauga,
Ontario

PROPRIETE
(voir texte p.60)

Mod2le P-300-15

Modele B-220
Modele 5 x 5 x 5

Parcourt optique 1.0 cm

Verre industriel Sovirel

Colonne & 8 plateaux

Modale E3658B

Mod&le Gram

Sensibilité: 0.1 ug
Précision: 0.01%
Pyrex

0.00061 cm x 10.16 cm X

10.16 cm

Acier inoxydable
0.0127 cm & 0.0381 cm
de diamé&tre

Nickel-chrome,
0.0127 cm & 0.0381 cm
de diamétre

Acier 0.0254 cm
de diamétre

Tungsténe 0.0254 cm
de diamétre
Molybdé&ne 0.0203 cm -
0.0229 cm et 0.0254 cm
de diamétre

Pore de 5u, 0.45u et 0.2u
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APPAREIL ORIGINE PROPRIETE
IMMuminateur Fisher 5 intensités différentes
Lamelle de quartz Esco products Co. U.S., 0.1 cm x 2.5 cm x 5.1 cm
New Jersey
Lamelle de verre Otta, Watska, Cie Ltée, Pré-nettoyée et préte
Montréal d Btre utilisée
0.15c¢cm x 2.4 cm x 5.0 cm
Fisher 0.15 cm x 2.5 cm x 7.5 cm
Lyophilisateur Virtis Res. Equipment
Gardiner, New-York
Mica Cenco 0.0058 cm x 12.7 cm x
17.8 cm
Moteur Surplus Center, Lincoln 1 RP3M, 1/2 RPM
Nebraska 5 RPM, 12 RPM
Metermaster, Montreal 12 RPM
Power Drive, Inc., Québec Zero-max. 0 - 400 RPM
Mylar Dupont of Canada Ltd., 0.000125 cm x 22.0 cm x
Montréal B 28.0 cm
pH métre Fisher Mod&le 320
Phototransistor Futures electronics Corp., 2N - 5777
Montréal
Plasma cleaner Harrick Sci. Corp., New-York (voir texte p.52)
Seringues Hamilton Co., California Capacit& 100 m1 (0.1 ml)

Aglar, Burroughs Willcome Capacité 0 - 2.5 ml + 0.001 ml
Co., New-York

Gilmont Instruments Inc., Capacité 2.5 ml + 0.05 ml
New=York 0.25 ml = 0.01 ml

Source de puissance Lab. Volt.Bruck Engineering Mod&le 194
Com. Inc., New-York

Spectrophotométre (voir texte p.20)
Systéme a distiller (voir texte p.40)
Systéme de Langmuir (voir texte p.57)
Systéme millipore (voir texte p.42)



APPAREIL
Teflon

Tensiomdtre de surface
Thermobalance
Transducteur linéaire

Ultracentrifugeuse

Voltmétre digital

ORIGINE

Commercial plastics,
Montréal

Fisher

Cahn Instruments,
California

Hewlett Packard, Québec
International Equipment Co.

Massachusetts

Radjonics Ltd., Montréal
Systron Donner, Montréal

35

PROPRIETE

Tape-Type T et Type 3T
2.54 cm de large x 18
m&tre de long (1 cOté
adhésif)

Modale 20 = 0.05 x 10°
newton/cm

5

Mod2le RH Sensibilité: 2.0 ug
Précision: 0.01%

24 DCDT-100
International preparati-
ve ultracentrifuge

Model B-50

Automatique, modéle 172
Mod2le 7004A
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Nous avons donc, dans la mesure du possible, utilisé les pro-
duits et appareils qui nous permettent de travailler dans un milieu

"libre" de contaminants.

Afin de poursuivre dans le mé@me but, i1 est donc nécessaire de
se servir dans les diverses manipulations de nettoyage, de purifica-
tion et surtout comme "support” des muﬁucuuches d'une eau trés pure.
Nous verrons ci-aprés ce que nous avons fait pour en arriver d de

bons résultats.

Purification de 1'eau

L'eau 1a plus pure possible doit &tre utilisée pour la calibration
du bain de Langmuir, les courbes de pression de surface, les dépositions
sur lamelle et pour la préparation des solutions. Les deux méthodes em-
ployées couramment afin de vérifier les critdres de pureté de 1'eau sont
la tension superficielle et la conductivit&. Le pH pourrait aussi &tre

un des facteurs mais 1'eau transforme le gaz carbonique en acide carbo-

nique:
—t
Hzﬂ + l['.:l:l2 Hzl.‘.l:!'3
La dissociation de 1'acide carbonique s'effectue comme suit:
H,C0, &—— H* + HCO: K =4.6x107  a25%
2 ———— 3 &q.
HCO] 4---- H' + €03 K =a.4x10"  a25%
] —— 3 Eq

(Day, R.A., Jr., et Underwood A.L. (1967))

Cette dissociation augmente 1'efficacité du systéme tampon carbonate



37

et bicarbonate, donc régularise le niveau d'alkalinité et ne peut
donner un pH neutre. Cette caractéristique nous emp8che de 1'utiliser

comme critBre valable pour la pureté de 1'eau.

On consid@re une eau comme é&tant acceptable en monocouche, si
aprés les différentes méthodes de purification une tension superficiel-

le variant entre 67.0 et 72.0 x 10°°

newton/cm (dyne/cm) est obtenue et
une résistivité spécifique >18 meghoms cm, cependant cette derni&re pro-
priété peut E&tre lé&gdrement inférieure sans entrafner une contamination

de la surface active.

Une des premi2res mé&thodes de purification de 1'eau utilisée dans
notre laboratoire fut de prendre une eau préalablement distillée soit
d'un systdme Barnstead ou d'un syst@me Corning - déminéralisateur. Nous
avons aussi utilisé 1'eau provenant de la compagnie Pepsi-Seven-Up qui
employait une méthode de dé&cantation et de filtration pour sa purification.
Toutes ces sources d'eau devaient &tre redistillées dans un systéme en
série fait de Pyrex permettant une tridistillation ol aucune manipulation
n'est requise avant le prélévement final. Malgré toutes les précautions
apportées, i1 &tait impossible d'obtenir une eau avec une tension super-
ficielle supérieure 3 66.55 x Iﬂ'5 newton/cm (dyne/cm), méme si la conduc-

tivité diminuait d'une fagon appréciable.

Nous devions donc repenser le probléme de 1'eau. Un équipement nou-
veau nous permit de faire face 4 ces divers problémes. En utilisant 1'eau
en provenance d'un systdme millipore type super Q (SQ), puis en la distil-

lant sur une colonne & plateaux nous obtenions couramment une tension
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superficielle supérieure 4 67.0 x 10_5 newton/cm (dyne/cm). Puis en
dernier lieu afin d'&liminer les impureté&s produites par un systéme en
Pyrex fSTUz, BZDB’ Mazﬂ, A12U3], une derniére distillation dans un sys-
teme en quartz est utilisée. Cette eau est & toutes fins pratiques con-

sidérée comme adéquate pour nos besoins.

Le traitement pré&liminaire apporté & 1'eau, aprés le systéme milli-
pore (SQ), est une distillation en présence de permanganate de potassium
KHnU4 1.0 N. Ce dernier sert & oxyder les matidres organiques restantes.
De 1'hydroxyde de sodium 1.0 N, ou de 1'acide sulfurique 1.0 N peuvent
&tre ajoutés lors de la derniére distillation pour neutraliser 1'eau.
Généralement on utilise environ 10 ml de 1'un ou de 1'autre puis on ajou-

te des quantités variables selon les besoins.

En ce qui concerne le systéme en quartz, nous utilisons soit 1'eau
provenant du systéme millipore (SQ) ou celle du syst2me & plateaux (Pega-
sus). L'eau provenant de ce dernier est la plus pure qu'on ait obtenue.
Mous pouvons augmenter la tension superficielle de 1 & 2 x 1ﬂ_5 newton/cm
(dyne/cm) en la filtrant avant utilisation sur des filtres millipores super-

posés de 5.0 u, 0.45 u et 0.20 u.

Cependant, i1 est possible d'obtenir une eau de méme qualité en net-
toyant trés soigneusement le systéme millipore (SQ) avec de 1'eau javeli-
sée diluée 1 dans 5 et en changeant les filtres par une vérification adé-

quate du montage.

Avant toutes les expériences sur les bains de Langmuir, des mesures de
tension superficielle sont prises. Comme nous utilisons la méthode de du

Nou¥ i1 nous faut réajuster la valeur cobtenue par un facteur de correction
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que 1'on détermine suivant 1'expression:

N 0.01452P 1.679 r o0 (D-d) )
F=0.725 ¢ -5 -t 0.04534 - ——— est négligeable
\/c (D-d) R dans le cas de 1'eau

- (Fisher 72)
F: facteur de correction
R: rayon de 1';nneau
r: rayon du fil de 1'anneau
P: lecture expérimentale
D: densité de la sous-phase
d: densité de la sub-phase
c: circonférence de 1'anneau
La tension superficielle est ensuite obtenue de la fagon suivante:
S=PxF '

S: tension superficielle

On peut déterminer plus rapidement la tension superficielle en se
rapportant & l1a courbe de correction du syst2me (Fisher 72). I1 est im-
portant de calibrer le tensiom&tre & 1'aide d'un solvant d'une grande pu-
reté comme 1'éthanol afin de ne pas introduire d'erreurs dans nos lectures
et de permettre une précision de + 0.05 x 10_5 newton/cm (dyne/cm). Il
est aussi important de connaTtre la conductivité et de ce fait de calibrer

1'appareil de mesure Metrohm Herisau adéquatement.

Afin de comprendre les différents traitements apporté&s 4 1'eau, nous
donnerons dans les pages suivantes les caractéristiques et la qualité de

1'eau obtenue avec chacun des systémes.
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Description des systémes employé&s pour la purification de 1'eau

Systéme Barnstead. Ce systéme d'é&vaporation comprend une source

de chaleur, un condensateur, un dispositif de freinage constant pour
enlever les impuretés, une valve de renvoi et un dispositif de contro-
le du niveau d'eau et de la concentratipn de sel dans 1'é&vaporateur.
Toutes les surfaces sont &tamées et 1'eau vient en contact avec celles-

ci.

Ce systéme peut produire une eau ne contenant pas plus de 1.0 ppm
de solide. L'eau servant & la condensation est ensuite distillée. Pour
45 litres d'eau de condensation, on produit environ 5 litres d'eau distil-

1ée.

Spécifications

capacité (1itre/heure) 5

résistivité spécifique <0.3
(meghom cm)

température de 1'eau & 30 - 35
la sortie (°C)

mati&res solides totales (ppm) 1.0

R TM)". Ce

Systéme "Corning Pyrex = brand glass and Teflon R (Mega-Pure

systéme est fait entiérement de Pyrex et de teflon afin d'&liminer toutes
contaminations par Tles ions métalliques. Le systéme comprend une colonne
de pré-filtration et une de déminéralisation avant Tla distillation propre-
ment dite. I1 est complé&tement automatique et a une capacité de 3.4 1/heure.

La quantité d'eau nécessaire pour la condensation est d'environ 20 1/heure.

Tout 1'ensemble est dans un montage en aluminijum et toutes les opéra-

tions peuvent étre suivies sans changer les piéces de place. Une bouteille
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de 75 Titres sert d& recueillir 1'eau.

Spécifications

capacité (litre/heure) 3.4
résistivité spécifique <2
‘(meghom cm)

solides totaux (mg/litre) 0.34
température de 1'eau 30 - 35

d la sortie (OC)

Systéme & triple distillations. Ce systéme comprend trois ballons

de trois Tlitres fonctionnant en séries et reliés les uns aux autres par
une colonne contenant des billes de 5 mm de diamé&tre et un condensateur
(Taylor J.E. (1960)). Une mante chauffante & température variable (rhéos-
tat) est utilisée afin de chauffer les ballons. On recouvre les ballons
d'un tissu d'amiante dans le but de perdre le moins de chaleur possible
et d'éviter que les ballons soient cassés par un trop grand changement

de température.

On utilise un débit d'eau d'environ 40.0 Tjtres/heure pour la conden-
sation et les quantités d'eau recueillies sont d'environ 1 - 1.5 Titre/
heure. On emploje du permanganate de potassium, de 1'hydroxyde de sodium
et de T'acide sulfurique ce qui permet & 1a fois d'oxyder Tes mati&res or-

ganiques, de neutraliser J'eau et d'éliminer les amines.

Pour augmenter la qualité de cette eau on la filtre sur millipore
aprés distillation et ainsi on &limine les particules que 1'on retrouve

dans le distillat.
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Spécifications

capacité (litre/heure) 1-1.5
résistivité spécifique <15.9
(meghom cm)

température de 1'eau 25 - 30

i la sortie (OC)

Systéme de Pegasus: colonne & plateaux. Ce systéme est complé-

tement automatique. I1 comprend un ballon de 10 litres avec contrf-
leur d'ébullition contenant 1'eau de distillation. Le ballon est relié
& une colonne & 9 plateaux & calotte de teflon qui se superpose i des
distances d'environ 15 cm. .Fuis il y a 1la téte de reflux et de recet-
te électro-pneumatique réglée par une minuterie &lectronigue. Le sys-
te&me de remplissage du ballon & distillation s'effectue avec un disposi-
tif semblable. Un ballon de 2 litres ou de 5 Titres sert & recueillir

1'eau distillée.

Les quantités d'eau obtenues avec un tel syst2me peuvent varier de
0.1 = 1 litre/heure tout dépendant des temps de reflux et de recette choi-

5is.

Spécifications

capacité (litre/heure) 0.1 -1

résistivité spécifique selon 1'eau utilisée
(meghom cm) 0.1 - 18

Systéme millipore type Super Q (5Q)., Le millipore Super th est un

systéme modulaire pouvant produire une eau d'une pureté extrémement &levée,
exempte de contaminants joniques, de particules et de microbes. Un degré
de pureté supérieur est obtenu en ré&duisant la grosseur des pores des fil-

tres.
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Le syst2me Super Q (SQ) consiste en une suite de quatre cartouches

fonctionnant en séries,

A) Le premier &lément est une cartouche MF-1ifegard R pour une
pré-filtration permettant d'enlever les matidres en suspension contenues
dans 1'eau. On peut augmenter le tempg de vie des cartouches organiques
et foniques en plagant aprés ce pré-filtre une cartouche Mil1itube RHF qui
enl&ve le matériel gé&latineux et les fines particules, lesquelles entou-
rent les billes de résine &changeuses d'ions et les granules de carbone.
La cartouche MF-1ifegard R est composée de microfibres de verre avec une
résine acrylique et incorporée de cellulose de papier dans la filtration
initiale. La surface totale de filtration est de 1.02 m’ et la durée du

filtre dépend de 1a quantit® de mati&res en suspension dans 1'eau.

Afin de permettre un temps de vie plus long on rajoute, avant la car-
touche 1ifegard R, un pré-filtre de cellulose que 1'on remplace trés sou-

vent.

B) Le second &1ément est une cartouche Super - ctm qui adsorbe
la matidre organique au moyen de charbon activé. La surface de contact
des granules &tant tr@s grande la cartouche a donc une forte capacité
d'adsorption par unité de volume et est déterminée par la surface tota-
le d'adsorbant. La quantité de charbon &tant de 4000 grammes et la surfa-
ce de contact d'environ 1100 mzfg on détermine 3 1'aide de 1'iode la ca-

pacité d'adsorption qui est d'environ 1050 mg/g.

Le temps de vie de la cartouche dépend de 1a quantité de matiére or-

ganique contenue dans 1'eau. Si 1'on a des probl@mes avec les matidres



organiques on place une autre cartouche de charbon activé 3 la suite

de 1'autre.

C) Le troisi2me &lé&ment du systdme est une cartouche &changeu-
se d'ions. Dans le procé&dé d'échange d'ions, 1'eau contenant les jons est
introduite & travers des résines de polyméres synthétiques en forme de
billes, lesquelles contiennent des cations (H *) et des anions (OH ~) 1i-
bres qui prennent part aux réactions chimiques. La colonne mixte permet
de neutraliser 1'acide formé par les résines anioniques et en méme temps
la base formée est neutralisée par les résines cationiques. Les deux

réactions produisent des molécules d'ions libres dans 1'eau.

La cartouche ;chanQEUSE d'ions contient 570 cm3 de résine et une ca-
pacité de 2000 grains (ppm Catﬂ3}. La quantité en litres d'eau pouvant
circuler est d'environ 1200. La colonne peut &tre remplacée lorsque la
résistivité indiquée sur le Meg-0O-Meter est inférieure & celle désirée,

soit 18 meghoms cm.

RWF qui

D) Le gquatridme et dernier &lé&ment comprend un millitube
permet d'enlever absolument toutes les particules microscopiques de diamé-
tre supérieur aux pores de la membrane. Cette membrane est composée d'es-
ters de cellulose ou d'un polymére similaire. Le diam&tre des pores peut
varier entre 0.22 et 1.20 u + 0.05 u. Les pores occupent environ 80% du

volume total du filtre ce qui entrafne un tré&s haut débit de filtration.

Chaque fois que 1'on remplace une cartouche i1 faut nettoyer le con-
tenant avec une solution javelisante (Javex) & une concentration de 20%.

Ainsi on &limine les bactéries qui pourraient éventuellement causer des
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probl&mes majeurs.

Spécifications

capacité (1itre/heure) 60

résistivité spécifigue >18
(meghom cm)

température de 1'eau 22
4 la sortie (OC) '

Systéme en quartz Bi-18. 1I1 comprend deux compartiments & distil-

lation continue ayant une capacité de 1.8 litre/heure. La résistivité
spécifique de 1'eau obtenue est de 18 meghoms cm et la température de
cette eau 4 la sortie est de 85°C. L 'évaporation de résidus produits

par le systéme est de 0.4 ppm (mg/1). On peut rajouter une colonne &
condensation entre les deux distillateurs et une colonne & déminéralisa-
tion avant 1'entrée d'eau dans le syst2me. Puisque 1'on utilise 1'eau
du systéme millipore décrit pr&cédemment, on se sert du systéme en quartz

sans ajouter de nouvelles composantes.

Spécifications

capacité (litre/heure) 1.8
résistivité spécifique >18
(meghom cm)

température de 1'eau 85
a la sortie {°C)

évaporation de résidus 0.4
(ppm(mg/1))

Le tableau suivant permet de comparer les ré&sultats obtenus avec

chacun des systémes.



Tableau 3.

Récapitulation des résultatd obtenus des différents syst@mes pour la purification de 1'eau

Ce tableau est basé premidrement sur la résistivité spécifique que 1'on représente par R en unité
meghom cm et deuxi2mement sur la tension superficielle représentée par T et dont les unités sont en 107

newton/cm (dyne/cm).

ces de vérification.

Ces deux critéres sont, comme il a déja été mentionné,

les moyens les plus effica-

Eau que 1'on utilise pour retraiter

Traitements supplémentaires

1 2 3 4
dans les autres systémes
Systéme & Colonne & Systéme en Filtration
triple dis- | plateaux quartz sur milli-
tillations pore
T R T R T R T R T R
g ] 66.51 | 6.75 68.20 | 6.75
Eau du systéme Barnstea
63.36| 4.78 ) 65.05 [ 14.93 [ 66.40 [ 14.93
Eau de 1a Compagnie Pepsi 58.02 | 0.05|60.72| 1.9 ) 61.80 | 1.9
66.16 | 17.70 3 67.00 | 17.70
Eau du systéme déminéraliseur 65.56 | 9.81 66.55 [ 16.67 67.00 | 16.67
Fi
66.55 | 16.67 | 67.30 | 17.53 | 67.35 | 17.53
67.50| =18 \ J 67.50 | >18
Eau du systéme millipore 67.36 | =18 65.75 | 16.67 | 68.00 | >18 | 68.00| >18
68.20 | =18 |68.20| =18

Les traitements par les systémes 1, 2, 3 et 4 peuvent Etre consécutifs.
vide indique que 1'étape a €té passée pour prendre Ta suivante.

La fl&che dans un carreau

9t
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Si 1'on compare les différentes qualités d'eau 11 est évident
que celle obtenue par un systéme millipore, sans traitement supplé-

mentaire, dépasse les qualités standard de celles de tout autre systa-

me utilisé.

Suite aux différentes &tapes de purification on constate que 1'eau
du systéme millipore que 1'on distille ensuite dans un systéme en quartz

permet d'obtenir 1a meilleure qualité d'eau dans notre laboratoire.

En conclusion, nous considérons donc 1a derni&re méthode comme prio-
ritaire. Nous vérifions réguli@rement la qualité des filtres millipores
dans le but de garder constante la qualité de 1'eau que 1'on peut en ob-

tenir.

Nettoyage des lamelles de verre et de quartz pour dépositions

Une des techniques employées pour 1'étude des différentes substan-
ces permettant aux molécules d'&tre dans un &tat organisé est la déposi-
tion sur lamelles. Cette technique fut principalement décrite et mise
au point par les nombreux travaux de Langmuir, I., Schaeffer, V.J. et

Sobotka, H. (1937) dans les ann&es 1930.

L'une des difficultés principales de cette méthode est le nettoyage
de la surface de déposition qui, selon sa composition et la substance &

déposer, doit €tre traitée différemment.

Le type de verre le plus couramment employé au laboratoire est du

borosilicate ou aluminosilicate. I1 est composé de 81% Siﬂz, 132 Ezﬂa,
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4% Na,0 et de 2% A1,0,. Ce verre résiste trés bien & 1'eau, aux

3
solutions neutres et acides, aux acides forts et & leurs mélanges, ainsi
qu'au chlore, au brome, & 1'iode et aux substances organiques (Goldfinger,

G. (1970)).

Par 1'action de 1'eau et des acides, seules les particules réduites,
particulidrement 1€s ions monovalents, sont &liminés du verre par disso-
lution. Ainsi i1 se forme sur la surface du verre une couche de gel de
silice tré&s mince, peu poreuse, qui rend les attaques ultérieures plus
difficiles. Des tests effectués en laboratoire ont démontré que ce type
de verre est tré&s résistant & 1'eau et & 1'acide chlorhydrique. Par con-

tre i1 est moyennement soluble dans les solutions alcalines.

Comparativement au Pyrex, le quartz se compose uniquement de 5102 ce
qui Te rend beaucoup plus résistant que le verre de laboratoire aux diffé-
rents tests. Seuls 1'acide fluorhydrique, 1'acide phosphorique & haute
température ou & forte concentration et les solutions alcalines attaquent,

dans un ordre croissant, la surface du quartz.

Le choix des différents dé&tergents employés pour le nettoyage des la-
melles est fait de fagon adéquate et i1 faut généralement produire une at-

taque en surface, ensuite déloger les particules puis sécher les lamelles.

Une surface peut &tre considérée comme propre pour une application

mais ne peut pas 1'Etre pour une autre (Zief, M. et Speights, R. (1972)).
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Traitements préliminaires

Les lamelles de verre et celles de quartz sont traitées de 1a méme
facon. Dans ce qui suit il sera question des mé&thodes utilisées pour

le nettoyage.

Sul fo-chromique chaud ou froid. Cette technique est 1'une des plus

vieilles utilisées pour le nettoyage des différents types de verre. La
préparation de la solution se fait de la fagon suivante:
50 g. de dichromate de sodium, ajouter 30 ml Hzﬂ, brasser soigneu-
sement. Compléter & 1 litre avec de 1'acide sulfurique concentré
que 1'on ajoute par portion de 50 ml et tr&s lentement. Brasser

sans arrét.

On peut aussi acheter le m&lange, "Cleaning solution", de différentes

compagnies (voir tableau #1, p.30).

Apré&s on dépose les lamelles sur un support puis on les trempe dans
le sulfo-chromique froid ou chaud pendant une pé&riode de temps pouvant va-
rier de 7 heures & 20 heures. Suivant cette étape on doit rincer soigneu-
sement les lamelles afin d'enlever le surplus d'ions bichromates qui se
sont fixés 4 la surface. Si le traitement est insuffisant, on doit changer

de mé&thode ou compléter avec celles qui vont suivre.

HC1 dilué - HND3 dilué. En employant 1'acide chlorhydrique ou 1'aci-

de nitrique on considere la méthode comme douce. C'est-d-dire que 1'atta-

que du verre est trds faible et on utilise dans ce cas les lamelles de
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premiére qualité et neuves. I1 faut parfois prendre des acides plus
forts pour déloger les contaminants du verre de moindre qualité et sur

des lamelles vieillies.

On place les lamelles sur un support que 1'on plonge dans une so-
lution diluée HC1 ou HHD3 pendant environ 4 & 5 heures. Le dé&logement
doit se faire lentement car une concentration trop forte ne fait qu'at-
taquer inutilement Ta surface. Par cette méthode on enldve par disso-
lution les ions monovalents donnant une surface de gel de silice trés

mince, peu poreuse protégeant ainsi la surface.

Si 1'acide nitrique concentré est utilisé, apré&s un bon nettoyage,
il peut permettre une plus forte concentration en surface de Siﬂz et ren-

dre ainsi la lamelle plus résistante.

HEB2 - H25D4. Dans le cas ou les acides faibles ne suffisent pas, on

utilise des acides forts. Ceux-ci sont trés réactifs avec la surface dé-

logeant les impuret&s et malheureusement attaquent la surface de fagon

irréversible.

Afin d'&viter une trop grande attague, on emploie le peroxyde d'hydro-
géne 50% et 1'acide sulfurique concentré& dans un rapport 1:1 mais on trem-

pe les lamelles seulement 10 & 20 minutes dans cette solution.

De facon générale, cette technique est trd&s employée mais l1a lamelle
doit subir un traitement supplémentaire afin de 1a rendre uniforme selon

les besoins.
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HF - H3P04. L'acide fluorhydrique ainsi que 1'acide phosphorique
sont des acides qui attaquent fortement les lamelles. Dans ce cas, il y

a cassure du tétrahéde.Si0, d0 3 une attaque trop forte et la surface

2
devient alors rugueuse et moins résistante aux attaques ultérieures.

On emploie donc de 1'acide fluorhydrique 2 - 3%-puis 1'on plonge les
lamelles environ 10 minutes. Ensuite on les rince avec de 1'eau pure &

pH contr61é permettant de réduire les cassures de surface.

L'acide nitrique utilisé apr&s un traitement au HF produit un verre
de type Vicord. Ce dernier est tré&s résistant et a une surface trés pro-

pre.

Acide non-chromigue. Ce nouveau produit se mélange & 1'acide sul-

furique concentré et permet d'obtenir des lamelles 1ibres d'ions chromi-

ques.

On utilise un sachet de 100 grammes pour 2.5 litres d'acide concentré.
On dépose les Tamelles dans 1a solution qu'on laisse réagir pendant envi-
ron 1/2 heure. La réaction se fait & froid mais on peut aussi la faire

d chaud ce qui demande des précautions supplémentaires.

La solution est active pendant environ 5 jours et on peut aprés cette
période rajouter un autre contenant du produit & 1'acide déja utilisé.
Dans le cas ol l1a coloration de la solution est brune-jaune, il faut alors

jeter Te tout et refaire une nouvelle préparation.

Produit alcalin. Les produits a]ca1ins‘comme Décon R et Alconox R

réagissent fortement avec la surface de contact et laissent une pellicule
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savonneuse qui doit &tre enlevée. I n'est pas toujours facile de net-
toyer & la perfection ces détergents et 1'on doit en premier lieu rincer
abondamment les lamelles. A la suite de cette premidre étape on vérifie
la qualité des lamelles et si elles ne sont pas adéquates on utilise en-
suite le "plasma cleaner" et/ou les ultrasons. On peut par ces moyens
enlever les derni@res substances ayant pu s'infiltrer dans le réseau

cristallin de la surface.

"Plasma cleaner" - Ultrasons. A la suite des différentes méthodes de

nettoyage aux acides, on peut employer le "plasma cleaner" ou les ultra-

sons soit avant ou aprés les acides ou tout autre solvant.

Le "plasma cleaner" utilisé& dans notre laboratoire est fabriqué par

la compagnie Harrick Scientific Corporation.

Caractéristiques

Radio fréquence: Table variable pour la décharge de gaz.

Vide: Enveloppe de 7.6 cm de diam&tre avec valve d'a-
Jjustement pour entrée de gaz et contrfle de la
pression avec connection & 1'arriére pour la
pompe d vide.

Sélecteur de Permet de changer le niveau de puissance dans

puissance: le but d'augmenter ou de diminuer la chaleur d'opé-

ration. Position 1 - 13 watts, 10 - 16 watts.

Le "plasma cleaner” consiste & exposer la substance & une décharge
de gaz permettant d'enlever les contaminants organiques des surfaces. On
peut introduire différents gaz, soit 1'argon, 1'azote, 1'oxyg2ne ou 1'air

puis ajuster la pression 4 13.33 - 26.66 Pa. Quelques minutes d'exposition
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sont suffisantes pour nettoyer la surface mais tout dépend du contaminant.

Une autre méthode permettant de déloger les contaminants est d'em-
ployer les ultrasons. Nous avons utilisé deux types d'appareils, 1'un
de la compagnie Heat-Systems-Ultrasons Inc., 1'autre de Bransonic-clea-

ning Equipment Company.

Ce dernier est le plus simple d'utilisation et 1e moins encombrant.
Les ultrasons employ&s sont de haute fréquence (50 - 55 kHz) générée par
un transmetteur &lectronique. Les ultrasons produisent des millions de
bulles microscopiques lesquelles se dilatent rapidement et se brisent
dans les cavités en agissant comme des milliers de brosses miniatures en-
trafnant le liquide de lavage, faisant ainsi "sauter" les résidus et les
accumulations. En fait, 1'effet des ultrasons est d'accélérer le proces-
sus chimique pour dissoudre les particules ou de déloger les particules ne

pouvant ré&agir chimiquement.

On peut employer comme solutions de lavage soient de 1'eau pure ou
mé&langée & des réactifs, ou bien des solvants tels que 1'&ther de pétrole,

1'acétone ou autres.

Le seul inconvénient de cet appareil est la haute fréquence qui ne

peut 8tre tolérée par 1'oreille humaine.

Le détergent mélangé & 1'eau peut &tre non seulement un 1iquide mais
une poudre. L'eau est par contre préférée d & sa stabilité et n'entrafne
pas de probl @mes ultérieurs. Les détergents et les solvants organiques

doivent &tre utilisés dans le cas de substances telles que graisses,
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huiles, protéines, etc... .

Une autre caractéristique du bain ultrasonique est le chauffage

de Ta solution nettoyante ce qui permet une action plus rapide.

Le bain ultrason et le "plasma cleaner" peuvent &tre employés aprés
les différentes technigues de nettoyage par les acides ou les bases.
Chacune des m&thodes doit &tre utilisée selon les besoins en considérant

la substance 4 déloger et la qualité de lamelle désirée.

Séchage. L'un des problémes qui n'est pas toujours facile de ré-
soudre est le séchage avant utilisation. Dans la majorité des cas, les
lamelles sont séchées & 1'&tuve & 500°C afin d'é&liminer toutes traces
d'eau qui diminuent 1a force d'adhésion entre la lamelle et le film & dé-
poser. D'autres moyens comme le s&chage par solvant tel que 1'&ther sont
utilisés puis les lamelles sont essuyées avec du papier lentille. On

peut aussi par un jet d'air chaud ou froid sécher les lamelles.

I1T est plus que certain qu'un séchage & chaud est beaucoup plus effi-
cace pour enlever 1'eau mais il reste quand m8me un petit désavantage soit

celui du craquage de la surface si le refroidissement est trop rapide.

La conservation des lamelles apré&s nettoyage des surface et avant
le séchage se fait habituellement en les laissant dans 1'eau pure jusqu'a
utilisation ou en les plagant dans une solution 0.1 N d'hydroxyde de sodium.

Ces dernigres cependant doivent &tre rincées avec de 1'eau tridistillée

avant séchage.
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Traitement des lamelles aprés le nettoyage et le sé&chage

Lorsque le nettoyage et le séchage sont complé&tés, on ne peut
considérer la surface des lamelles comme &tant uniforme. C'est sur-
tout 1'attaque par les réactifs sur le réseau cristallin ou sur les
différents ions incorporés au verre qui cause les imperfections et qui
laisse des particules de verre & la sur%ace. Les Tamelles qui sont uti-
lisées deviennent, apré&s un certain temps, inutilisables dd & Teur trop

grande irrégularité.

Une Tamelle fraichement nettoyée doit avoir les caractéristiques sui-
vantes: hydrophile et chimiquement inerte. Suivant les propriétés dési-
rées de la surface de 1a lamelle, on la traite en utilisant 1'une ou 1'au-
tre des mé&thodes décrites précédemment. Ces lamelles doivent &tre traitées

différemment.

Plusieurs techniques permettant de rendre la surface régulidre de
la lamelle, soit hydrophile ou hydrophobe, ont &té& clairement décrites
dans les travaux de Blodglett, K.B. et Langmuir, I (1937), Alexander, A.E.
(1939), Pethica, B.A. (1954), Froines, J.R. (1967) et par celui de Leblanc,
R.M. et Orger, B. (1970).

IT n'est pas tout de savoir nettoyer convenablement les différents

types de lamelles mais i1 faut aussi savoir si elles sont bien nettoyées.

Afin de constater si la surface est propre, on peut employer différen-
tes méthodes:

- prendre le spectre infra-rouge,

- mesurer 1'angle de contact avec 1'eau,

- déposer une goutte d'eau sur sa surface et voir si elle s'étend
uniformément et devient invisible.



56

La derniére méthode permet de constater rapidement si les surfaces

sont libres de contaminants organiques.

Le but de la présente partie, "nettoyage des lamelles de verre et
de quartz pour dépositions", est de donner un apergu de notre expérien-
ce dans la préparation des lamelles servant de support solide aux mono-
couches. La propreté de ce support est de premidre importance dans les
études spectroscopiques des pigments orientés & 1'interface air/solide.
Dans le futur, nous prévoyons la déposition de protéines & 1'é&tat monomo-
18culaire sur une lamelle pour examiner 1a nature de 1'interaction inter
et intramoléculaire. On pourrait &tendre cette &tude aux interactions
lipide-protéine & 1'état de couche bimoléculaire située & 1'interface
air/so]ide.. Les spectroscopies &lectronique et infra-rouge se préte-

raient bien d cette é&tude.



MONTAGE DE SYSTEMES BASES
SUR LE PRINCIPE DE LANGMUIR
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MONTAGES DE SYSTEMES BASES SUR LE PRINCIPE DE LANGMUIR

Les syst2mes utilisés sont tous congus de la méme fagon i.e., ils
comprennent un bain pour 1'Etalement de Ta monocouche & 1'interface
air/eau, un flotteur de mica, de teflon ou de milard rattaché aux pa-
rois du bain par deux feuilles d'or, puis un mécanisme de dé&tection
permettant de mesurer la pression de surface. En fait, la conception
originale de cet appareil est de Langmuir, I. (1920) et par la suite
plusieurs auteurs tels que Guastalla, J. (1939a), Anderson, K.J.I., Sten-
hagen, S.S. et Stenhagen, E. (1944), Anderson, P.A. et Evett, A.A. (1952),
Trurnit, H.J. et Lauer, W.E. (1959), Mann, J.A., Jr. et Hansen, R.S. (1960),
Gaines, G.L., Jr., (1963), Suzuki, A., Ikeda, S. et Isemura, T. (1967), Vro-
man, L., Kanor, S. et Adams, A.L. (1968), Pagano, R.E. et Gershfeld, N.L.
(1972), Fromherz, P. (1975), ont apporté différentes modifications permet-
tant @ la fois de faciliter les mé&thodes de mesures et d'augmenter leurs

précisions.

Dans un premier temps, je vais traiter du syst&me conventionnel i.e.,
celui permettant de prendre des mesures & forte pression de surface, 1 d
40 x 19"5 newton/cm (dyne/cm). En second lieu, i1 sera question de notre
propre conception d'un nouveau systéme dont 1'échelle de travail se situe
d faible pression de surface soit de 0.001 - 0.111 x 1070 newton/cm (dyne/cm)

et qui est 1le but de ce manuscrit.
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Systdme & forte pression de surface

Afin de pouvoir é&tudier plus en détail tous Tes aspects se rap-
portant & 1'état des protéines & 1'interface air/eau et d'en arriver
3 la détermination de leur poids moléculaire, il est d'une importance
capitale de travailler a forte pression de surface puis de passer d une

étude a faible pression de surface.

L'avantage du systéme & forte pression de surface est de nous per-
mettre de déterminer si notre protéine se comporte de facon idéale &
1'état monomoléculaire. Dans 1'affirmative, on élabore alors davanta-
ge notre recherche en complétant les travaux avec le systéme a faible
pression de surface. Nous verrons en détail son principe de fonction-

nement dans la seconde partie de ce chapitre.

Méthode du cadran gradué en degrés

L'appareil utilisé a &té adapté pour nos propres expériences et fa-

briqué dans nos ateliers (schéma #6 p.60 ):

Caractéristiques

Un bain principal

lTongueur (cm) 33.0
largeur (cm) 14.8
hauteur  (cm) 5.0

I1 est assembl1é avec du verre de 0.50 cm d'épaisseur et chacune des

parties est collée ensemble par de la colle silicone non toxique. Afin
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d'éviter que cette substance réagisse avec les produits venant d& son
contact, on recouvre de teflon 1'ensemble du bain de monocouche. Lors-
que le teflon semble contaminer (si en enlevant 1'eau du bain, i1 se
forme des petites mares dans le fond on considére qu'il y a 4 cet en-
droit une contamination) on le change simplement par du neuf. Les pa-
rois du bain sur lesquelles la barriére va se déplacer sont aussi re-
couvertes de teflon permettant ainsi, d0 & sa caractéristique hydrophobe,
d'empécher les fuites possibles d'eau ou de molécules se trouvant & la
surface. Les fuites se produisent gé€néralement & 1'endroit du contact

de la barriére mobile et du bain.

Un bain thermostaté

longueur (cm) 48.0
largeur (cm) 22.0
hauteur  (cm) 6.4

Ce dernier est monté de la méme fagon que Te bain principal. Une
ouverture @ la base permet & 1'eau de retourner & la pompe de recircula-
tion et de revenir, & température contrSlée par un tube déposé dans le
bain. De nouvelles techniques peuvent permettre de contrfler la tempé-
rature de 1'eau adéguatement. Une d'entre elles est de placer un serpen-
tin en verre dans le fond du deuxiéme bain. On remplit ce dernier d'eau
puis on fait circuler 1'eau 3 température désirée dans le serpentin. On

contrfle d 0.3 degré Celsius la température de 1'eau du bain supérieur.

Une barriére mobile

longueur (cm) 22.0
largeur (cm) 1.2
hauteur  (cm) 0.6
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Cette barriére en verre est recouverte d'un film de teflon afin
d'étre plus inerte et de permettre un glissement plus doux sur les
bords du bain. On applique une pression sur cette barriére aux deux
extrémités, en plagant deux poids d'environ 100 g, dans le but d'éyj-
ter les fuites possibles aux angles de contact bain-barriére. La mo-
bi1ité de cette barridre est assurée par un mécanisme spécial (voir
schéma #6) qui avance ou recule au moyen d'une vis sans fin de 10 filets
par centimétre. Le mouvement peut &tre actionné manuellement, mécani-

quement ou é&lectroniquement.

Plusieurs types de moteurs peuvent &tre utilisé&s pour le fonction-
nement de ce systéme (voir tableau #2 p.33 ). Selon le principe utilisé,
on peut modifier la précision de nos mesures. En effet, en utilisant
un moteur ajusté par un rh&ostat, on note que ce rhéostat est sensible
aux variations dans 1'intensité de la source d'alimentation (1igne) ce
qui entraine une diminution ou une augmentation de la vitesse du moteur.
Par contre, si on utilise un moteur synchron, on aura un montage complé&-

tement électronique avec &limination a 99.99% de fluctuations possibles.

Un fil de torsion

11 est d'une importance primordiale. Selon qu'il soit en acier, en
nickel, en molybd&ne ou en tungsté&ne et que son diamétre varie de 0.0127
d 0.0381 cm, nous obtiendrons une variation dans la sensibilité de 1'en-
semble du systéme comprenant: pureté de 1'eau, température de 1'eau et
de la piéce, feuille de mica, feuille d'or, balancier, diamétre du fil de
torsion. On doit dans les manipulations ultérieures &viter de tordre le

fil avec une trop grande déviation qui pourrait déformer ce dernier et
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changer ses propri&tés physiques (module de Young). La tension exercée
aux extrémités du fil doit &tre adéquate car si elle est trop forte, i1
peut en résulter un &tirement du fil et par voie de conséquence changer
la sensibilité. La mesure de la torsion du fil se fait en degré& par un

mécanisme situé & 1'une des extrémités d'attachement du fil.

Un balancier

Ce dernier est retenu au fil de torsion et vissé de telle facon que
le bras conduisant aux flotteurs soit situé au centre du bain. Ce bras
est relié & une fourchette passant par les deux trous du flotteur de mica,
et sa longueur est de 7.9 cm. La fourchette, d'une largeur de 6.4 cm, pos-
séde une hauteur de 1 cm du flotteur. Ce premier bras conduit & un miroir
situé d environ 7.0 cm au dessus du fil de torsion. Le miroir nous per-
met d'observer la déviation du faisceau lumineux d & une pression exer-
cée sur le flotteur ou Tors de la calibration. Cette calibration s'effec-
tue en plagant des poids que 1'on a calibré & 1'aide d'une &lectrobalance
sur le crochet placé d& cet effet. I1 se trouve & 1'extrémité du bras de

levier de 7.3 cm de longueur.

Un flotteur

longueur (cm) 12.7
largeur (cm) 0.8
hauteur  (cm) 0.0085
trés hydrophobe

Le flotteur est ordinairement fait de mica mais on peut aussi utili-
ser soit du teflon ou du mylar. La caractéristique importante du flot-

teur est qu'il soit trés hydrophobe et inerte. 1I1 est rattaché aux parois
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du bain par deux feuilles d'or et le tout est collé soit par de la cire ou

du ciment. Les feuilles d'or ont les caractéristiques suivantes:

longueur  (cm) 4,0 - 5.0
largeur (cm) 0.6 - 0.8
hauteur (em)  0.0006
trés inerte

Ctest afin de permettre une plus grande mobilité au flotteur que ce

dernier est relié par des feuilles d'or au bain.

L'ensemble du syst&me est recouvert d'une cage en plexiglass pour pro-
téger la surface des contaminants externes et on a accgs & la surface du
bain par un couvercle situé sur le dessus. Tout le bain est monté sur une
table antivibration. Un systéme de climatisation et ventilation de forte
capacité permet de maintenir la température constante +0.3%C dans le Tabe-

ratoire.

Sur le cGté du bain, 11 y a une ré&gle graduée qui nous permet de cal-

culer la surface occupée par les molécules & 1'interface air/eau.

Principes de la technique des monocouches. Avant de remplir le bain

d'eau pure, on procéde au nettoyage des parties uenanf d son contact. Les
pidces comme le bain (recouvert de teflon), la barriére, le flotteur et
les différents accessoires pour les manipulations sont soigneusement dé-
graissées avec de la ligroine et rincées plusieurs fois & 1'eau purifiée.
Aprés cette &tape, on peut procéder au remplissage du bain avec une solu-

tion appropriée.

Chaque fois que 1'on effectue le changement des feuilles d'or, lors-

qu'elles sont contaminées ou lorsqu'il y a des fuites de leurs c@tés, on
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prend bien soin de vérifier le syst2me pour s'assurer qu'il n'y a pas

de fuite. Pour ce faire on saupoudre & la surface de 1'eau une poudre
trés fine, le stéarate ferrique, que 1'on compresse dé&licatement. On

se sert alors d'un faisceau Tumineux et 1'on &claire tangentiellement

la surface du cOté des feuilles d'or et du contact barri2re-bain ol

se produit le plus souvent le glissement des molécules hors de la sur-
face compressée. Le tout s'effectue & 1a noirceur et on vérifie de la
méme fagon si la surface active est 1ibre de particules de poussiére.

Dans ce dernier cas, on utilise une et méme deux barridres de verre que
1'on glisse jusqu'au flotteur puis on procéde par succion et avec une pi-
pette pasteur au nettoyage. I1 ne faut pas oublier de nettoyer la partie
arriére du flotteur et de la barridre afin que la tension superficielle
soit identique. Lorsqu'il n'y a plus de déflection du rayon lumineux quand
on approche 1a barridre & environ 3.5 cm du flotteur, on considere la sur-
face comme propre. Puis on vérifie le niveau d'eau dans le bain. Ce
dernier doit &tre d environ 0.1 cm au dessus des parois du bain. On peut
alors étaler la substance & étudier et procéder & sa compression. Pour

ce faire, 1a barri@re doit d'abord &tre & 1'extrémité opposée du flotteur
puis, on dépose avec une seringue micrométrique la substance qui est dissou-
te dans un solvant approprié. Les acides gras sont généralement dissous
soit dans le diethylé&ther, le n-hexane ou 1'&thanol. Dans chacun des cas
le taux d'@vaporation & la surface de 1'eau est différent et 11 faut choi-

sir, selon les conditions expérimentales, celui que 1'on préfére (Gaines, G.L.
Jr. y (]gﬁﬁj Igﬁa] } .

La seringue contenant la solution d'acide gras est placée & environ

2 - 3 cm de la surface puis on laisse tomber 0.005 ml & la fois du mélange.
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Entre chacune des dépositions, on attend que 1'indicateur Tumineux re-
vienne en position zéro. A ce moment les molécules occupent le maxi-
mum de la surface comprise entre le flotteur et la barrigre. On dépo-
se une quantité de substances suffisante pour que chacune des molécules
ait une espace limite et que 1a pression qu'elles exercent sur le flot-

teur soit nulle.

Les molécules d'acide gras sont des composés amphipathiques c'est-a-
dire, qu'elles contiennent & la fois un groupement fortement polaire
et un autre fortement apolaire. De telles molé&cules comme 1'acide ara-
chidique {C]gﬂagtﬂﬂﬂj, lorsque mises en présence de 1'eau, s'orienteront
de fagon & ce que seule Jeur partie polaire soit en contact avec les mo-
1écules d'eau. Cela est évidemment d0 au caractére dipolaire des molécu-
les d'eau qui interagiront avec les groupes polaires par liaison hydro-
géne (interaction hydrophile) mais qui n'ont aucune affinité pour les
parties apolaires. Celles-ci s'orienteront soit hors de 1'eau, ou bien
d 1'intérieur de micelles (par 1'apport d'énergie) puisque ces parties apo-
laires peuvent interagir entre elles par liaison de van der Waals (interac-
tions hydrophobes). Les proté&ines ont aussi les mémes caractres hydro-
philes et hydrophobes mais la disposition de ces groupements & 1'interface

est trés complexe.

Les interactions hydrophiles &tant beaucoup plus stables que celles hy-
drophobes, les molécules comme les acides gras ou leur sel s'étendront
pour former un film monomoléculaire si elles sont déposées délicatement

d la surface de 1'eau.
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Puis, au fur et 3 mesure que ]'on compresse les molécules, elles se
disposent et s'orientent pour former un film monomoléculaire en phase
liquide ou solide. L'orientation est fonction du caract2re hydrophile

et hydrophobe de 1a substance.

La pression de surface étant la @1Fférence entre la tension super-
ficielle de 1'eau et celle du film monomoléculaire, elle variera donc
avec 1'aire moléculaire de cette monocouche. L'isotherme de cette pres-
sion de surface en fonction de 1'aire moléculaire sera caractéristique

du composé formant le film.

Dans le cas des protéines la méthode d'étalement est complétement
différente. La protéine est soluble dans un tampon donné & la seule con-
dition que 1'on respecte le pH et la concentration, Le pH doit &tre dif-
férent du point isoélectrique pour éviter que la protéine se précipite.
Mais, puisque nous étalons sur une phase aqueuse, i1 faut &liminer toute so-
Tubilité et pour ce faire, on travaille & pH prés du pHi. La concentration
de la solution doit &tre faible pour &liminer les possibilités d'agréga-

tion.

On doit donc pour remplir cette derniére condition utiliser des concen-
trations de 1'ordre de 0.04 mg/ml. 1I1 faut employer un volume allant jus-
qu'd 1 ml afin d'obtenir un nombre appréciable de molécules & 1'interface
air/eau. Une seringue Aglar ou Guilmond & grande précision est utilisée

pour la déposition & la surface de 1'eau.

On emploie souvent une forte concentration de sel dans la sous-phase
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afin de diminuer 1'interaction ionique protéine-protéine.

La technique utilisée pour 1'étalement est celle de Trurnit, H.J.
(1960). Le schéma #7 nous donne une idée du principe mais de fagon
plus &laborée, on doit premiérement choisir avec précision le diamé-
tre et 1a longueur de la tige de verre. On utilise & cette fin le fac-
teur de diffusion détefminé par Jost, wl en 1960., Le second facteur est
la vitesse d'écoulement de 1a solution & 1a pointe de 1a tige qui joue
un r6le de premier ordre et que 1'on a fixé & 0.2 m1/min d'aprés les cal-
culs de Trurnit, H.J. (1960). Un moteur & vitesse constante de 5 rpm

nous donne un dé&bit constant en tout temps.

C'est avec ces deux principes, caractéristiques de la tige et de
1'8coulement, qu'il a été possible d'&liminer la dissolution des protéi-
nes dans la sous-phase et de permettre 1'&talement le plus uniforme pos-
sible. L'état des protéines & 1'interface air/eau a clairement été décrit

dans 1'introduction.

Afin de permettre un étalement plus rapide & 1'interface air/eau
Stallberg, S. et Theorell, T. en 1939 utilis@rent une solution de protéi-
ne 0.03% contenant 50% de n-propanol et de 1'acé&tate de sodium 3@ une concen-
tration de 0.5 M. Cette m&thode fut par la suite employée par différents
auteurs qui changérent le solvant organique; on a utilisé de 1'alcool
isoamylique, de 1'alcool isopropylique ou de 1'alcool absolu. Les résul-

tats obtenus sont cependant les mémes (Stallberg, S. (1939)).
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Aprés que 1'on ait effectué la déposition de nos molécules et
que le faisceau lumineux soit revenu au zéro, on attend de 15 & 20
minutes pour permettre au film de se stabiliser. Enfin on compres-
se la monocouche en ramenant manuellement ou automatiquement la bar-
ridre mobile pr&s du flotteur. La distance finale dépend de 1'espace

minimum occupée par les molécules.

IT faut éviter une trop forte compression lorsque nous sommes prés
de 1'aire limite afin d'éviter qu'il y ait formation soit de complexes

ou de chevauchement moléculaire couramment appelé collapse.

On comprend donc plus facilement maintenant 1'importance d'employer
des substances trés pures et un bon systéme de mesure car une variation
des caractéristiques de surface conduisent a des résultats et une inter-
prétation qui ne sera pas spécifique & la substance étudige. Nous devons
donc, avant de prendre des mesures de pression de surface, nous assurer
de la qualité de 1'eau et que le systéme réponde d'une fagon correcte.

On doit par Tla suite procéder & 1'étalonnage puis & la standardisation.

Etalonnage. Dans le but de connaftre la sensibilité du montage,
suivant certaines caractéristiques, on utilise un certain nombre de poids
calibrés que 1'on dépose avec précaution sur un crochet (voir schéma #6 p.60).
Auparavant on remplie le bain d'eau pure et 1'on nettoie parfaitement la
surface entre le flotteur et la barriére mobile de méme que celle en
arriére du flotteur. La distance barriére-flotteur et flotteur-partie

arriére du bain doit &tre 1a méme.

Lorsque 1'indicateur de la pression de surface est au zéro on peut

alors commencer la calibration. La force appliquée par le poids sur Tle
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flotteur entraine une déviation du point z&ro sur 1'&cran, indiquée par

la lumi2re réfléchie sur le miroir. Pour connaTtre la force appliquée,

on raméne au point zéro sur 1'écran en appliquant une force inverse. Cet-
te force est exercée par le fil de torsion et mesuré&e en degré sur le ca-
dran gradué. Apré&s chacune des mesures, on enlé&ve le poids et 1'on raméne
le fil de torsion au point zé&ro dans le but de vérifier si le balancier
répond toujours trés bien au fur et & mesure que 1'on augmente la force
appliquée. 11 arrive que méme en ramenant le fil i z&ro le point sur 1'é-
cran ne soit pas au zéro. Dans ce cas, une déviation inférieure & 1 degré
pour des poids importants est acceptée mais avant d'effectuer une autre me-
sure, on réajuste le z&ro. Aprés un nombre satisfaisant d'essais, il s'a-
git de porter graphiquement la force appliquée (poids: P) en fonction de
la déviation (degré: o) exercée. La pente de la droite {gﬂ nous donne la
sensibilité (S) du montage. On calcule cette dernidre selon 1'Eguation

suivante (Gaines, G.L., Jr., (1966)):
1

s = (z) X g;i—ti S: sensibilite
P: poids
@: degré
g: facteur de conversion: 980 x 1D_5 newton/g

(dyne/g)
]c: bras horizontal
1.: bras vertical
L: longueur efficace du flotteur
longueur du flotteur + 1/2 (largeur du

bain - longueur du flotteur)
La sensibilité du systéme est exprimée en newton/cm degré (dyne/cm degré)
et est fonction du diamétre du fil de torsion. Une fois cette partie ache-

vée on passe 4 la standardisation.
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Standardisation. Une des m&thodes les plus précises qu'on utilise

réguliérement pour vérifier le fonctionnement de 1'appareillage de mono-
couche dans son ensemble est de tracer les courbes de pression de surface
d'acide gras ou du cholesterol. On emploie plus couramment 1'acide stéa-
rique et 1'acide arachidique dont les courbes ont &té déterminées par dif-
férents auteurs tels que Nutting, G.C. et Harkins, W.D. (1939), Leblanc,

R.M. et coll. (1970), Cadenhead, D.A. et Osonka, J.E. (1970), Willis, R.F

(1971), Patil, G.S., Matthews, R.H. et Cornwell, D.G. (1972). On connaft
d partir de ces données la surface occupée par une molécule en Ezjm01écu1e
avec précision ce qui nous permet de faire une &valuation rapide de la va-

1idit&é de nos résultats.

Nous avons donc utilisé le cholestérol, 1'acide stéarique et 1'acide

arachidique, tous des produits & un trés grand niveau de pureté. Ces com-
posés sont dissous dans du diéthyléther & une concentration variant entre
1ﬂ'3 et 13"4 mole/1. On dépose ensuite & la surface 100 ul de l1a solution
sur de 1'eau & pH: 2, tamponnée ou sur une solution de chlorure de cadmium
{Edﬂlz} pour 1'acide arachidique. Si les ré&sultats obtenus sont identiques
d ceux de la littérature, on passe ensuite aux courbes de pression de sur-

face des protéines.

Courbes de pression de surface. Dans le but de vérifier si 1'état des

protéines & 1'interface air/eau se comporte comme prévu et que la technique
de déposition permet un é&talement adé&quat, on doit tracer la courbe de pres-

sion de surface pour chaque protéine.

Les protéines sont dissoutes dans un tampon approprié puis &talées
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sur une sous-phase permettant un minimum de changement dans la nature
de la protéine. La méthode de Trurnit, comme 11 a déja &té& mentionné,
est utilisée pour 1'étalement. On dépose environ 1 ml de protéine &
concentration de 0.04 - 0.05 mg/1 et avec un débit de 0.200 m1/min. La
seringue est raccordée & un tube que 1'on fixe au dessus de la tige de
verre (voir schéma #7). Cette tige a une longueur de 7.0 cm, un diamé-
tre de 0.3 cm et est fixée au fond du bain par une pié&ce de té&flon.

Une partie de la tige, soit 2.0 cm, sort au dessus du niveau de 1'eau.

On passe ensuite & la compression du film dont les valeurs sont
rapportées sur un graphique représentant la force appliquée en newton/cm

(dyne/cm) en fonction de la surface occupée par les molécules en mzfmg.

Les résultats obtenus avec un systéme de degrés sont trés satisfai-
sants. Le seul inconvénient est que toutes les mesures sont retranscrites
point par point. Dans le but de faciliter le travail et de permettre 1'en-
registrement automatique des courbes de pression de surface, nous avons

utilisé le principe du transducteur magnétique linéaire.

M&thode du transducteur magnétique linéaire

Cet appareil fut congu par Trurnit, H.J. et coll. (1959). En 1960,
Mann, J.A. et coll. utilis@rent le mé&me principe et y apportérent quelques
modifications qu'ils complétdrent en 1963. Aprés la mise au point du prin-
cipe, les différents groupes de chercheurs travaillant en monocouche amen&-
rent leurs propres transformations. (Gaines, G.L., Jr., (1963), Poulsen, B.J.,
% Lemberger, A.P, (1965),. Frommer, M.A., & Miller, I.R. (1965), Suzuki, A.,
& coll. (1967), Joos, P. (1968) et finalement Fromherz, P. (1975)). Chacun
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d'eux travaillérent dans le but d'étudier plus profondément et avec plus
de rapidité expérimentale les substances organiques d'intéré&t biologique

incluant les protéines et les polypeptides.

L'appareil utilisé est 1e méme que celui avec les degrés. La seu-
le différence est dans la méthode de détection de la force appliquée et

son agencement au systéme.

Caractéristiques

Un bain principal voir p. 59 .

Un bain thermostaté wvoir p. 61

Une barriére mobile voir p. 61

Un fil de torsion

En utilisant un transducteur magnétique linéaire, i1 faut se servir
d'un fil de torsion qui permette de travailler dans les limites de déplace-
ment linéaire soit £1.27 cm. Différents diamdtres peuvent donc &tre choi-
sis selon les limites de pression dans lesquelles on veut caractériser une

substance.

Un balancier

Comme dans le systéme précédent, i1 est rattaché& de la méme fagon au
fil de torsion. La seule différence est que le bras de levier & 1'extré-
mité duquel se trouve le crochet de calibration est rallongé dans 1'autre
sens afin de pouvoir rattacher & ce dernier la partie métallique qui se dé-

place dans le centre de la bobine du transducteur (voir schéma #8).

Un flotteur

I1 est identique & celui du montage sur le principe de degrés (page 63)
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Un transducteur magnétique linéaire

Situé & 1'extrémité opposée du bras de levier (schéma #8), on 1'a-
Juste au départ pour obtenir notre zéro puis i1 reste fixe. Le princi-
pe de fonctionnement est trés simple. I1 s'agit du déplacement d'une
partie centrale métallique & 1'intérieur d'une bobine. Ce déplacement
produit un changement de phase entre deux signaux. Le signal résultant
est amplifié puis est visualisé soit sur un multimdtre numérique ou sur
un enregistreur. Le transducteur utilisé est du type 24 DCDT ce qui si-
gnifie qu'il fonctionne sur 24 volts en courant continu. Cependant, il
peut aussi &tre alimenté& en continu par un voltage inférieur. Alors la
seule différence sera dans le signal qui sera moins intense puisqu'il est
proportionnel & la puissance d'entrée si on est & 1'intérieur du déplace-
ment maximum. Quelques caractéristiques générales du transducteur magné-

tique 1inéaire sont présentées au schéma #9 (p. 77).

En ce qui concerne le principe, 1'&talonnage, la standardisation et
les courbes de pression de surface, le cheminement & sujvre est identique

& celui du systeme de degrés (voir page 64).

I1 y a peut &tre une petite différence dans le tracé& des courbes de
pression de surface. Dans le cas présent, 11 faut faire un réajustement
pour 1'aire occupée par molécule car le transducteur ne reyient pas au
zéro. Donc le flotteur en se déplagant, d0 & la pression exercée par le
film, entrafne un faible déplacement du z&ro pour le calcul de la surface.
Cette différence augmente si 1'on diminue le diamétre du fil de torsion

car dans ce cas, pour une méme force, le déplacement du flotteur sera plus
grand. Cette différence peut &tre faite électroniquement ce qui facilite

le travail du calcul de la surface.
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I1 a donc &té question dans cette dernidre partie des systd@mes &
forte pression de surface. Ceux-ci ont pour but premier de vérifier
1'ensemble du montage et 1a qualité de 1'eau puis en second lieu, d'exa-
miner les hypoth&ses relatives & la configuration des proté&ines 4 1'in-
terface air/eau. Ce cheminement permet de vérifier 1'état des prépara-

tions de nos protéines.

Cependant avec un tel systdme on ne peut prendre des pressions de
surface inférieures & 0.05 x 1U'5 newton/cm (dyne/cm) et ce, dans les
meilleures conditions. Donc, i1 est impossible d'utiliser ce principe
pour dé&terminer des poids moléculaires avec précision ou des énergies
d'interaction moléculaire. Dans ces cas, nous devons travailler a des
forces inférieures 4 0.05 x 1U'5 newton/cm (dyne/cm). Dans certaines con-

> newton/cm (dyne/cm) peu-

ditions, les forces allant jusqu'd 0.10 x 10~
vent &tre acceptées mais dans la majorité des cas la relation utilisée n'est
plus linéaire. 11 nous fallait donc construire un nouveau systame nous per-
mettant de travailler & de trds faibles pression de surface. I1 faut rajou-
ter que les principes d&jd mis au point par Guastalla, J. (1938), basés sur
1'angle de contact d'une lamelle plongeant dans 1'eau, et celui de Gershfeld,
N.L., Pagano, R.E., Friauff, W.S. et Fuhrer, J. (1970), appliquant la mé&tho-
de d'une tige centrale se déplagant face & deux photodiodes, ne semblaient
pas répondre dans 1'ordre de grandeur indiqué selon les résultats qu'ils

ont obtenus.

Nous avons donc congu notre propre systeme nous permettant d'obtenir
des forces dans 1'ordre du millidyne. I1 sera donc question dans les
pages suivantes de ce nouveau principe et de ses applications pouvant &tre

faites dans 1'étude des constituants de 1a membrane interne du chloroplaste.



79

Systéme d faible pression de surface

Dans Te but d'obtenir une plus grande surface de déposition, né-
cessaire pour les protéines, nous avons utilisé un bain de Langmuir

de plus grandes dimensions.

Caractéristiques

Un bain en aluminium

Tongueur (cm) 61.9
largeur (cm) 13.2
hauteur  (cm) 1.5

Les cOtés ont une épaisseur de 0.50 cm. Afin d'éviter le contact
de 1'eau avec 1'aluminium, produisant un oxyde d'aluminium "nocif" pour
le travail en monocouche, on recouvre la surface interne du bain avec du

téflon de 0.08 cm d'épaisseur et adhésif sur une surface. Dé&s que 1'on

constate des problemes de nettoyage de la surface Tisse du t&flon, on chan-

ge tout simplement le recouvrement, d'ajlleurs nous en avons déja fait

mention pour le bain en verre (voir p.59).

Une barriére mobile

lTongueur (cm) 19.0
largeur  (cm) 1.2
hauteur  (cm) 0.3

Cette derniére est complétement recouverte de téflon. Elle est ac-
tionnée par un moteur, § vitesse vartable (0-400 RPM). et réversible, qui

est relié & une visse sans fin de 24 filets pour 2.54 cm de longueur.
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Un fil de torsion

Dans le cas présent, le diamétre du fil de torsion est beaucoup plus
important que pour un systéme & forte pression de surface. Les raisons
en sont trés simples. Puisque 1'on travaille dans 1'ordre du millidyne,
il est aisé de comprendre qu'une simple variation de quelques centigmes
de mm ou un changement de tension du fil entrafne une grande diffé&rence
dans la sensibilité. On choisit donc un fil de bonne résistance & la ten-
sion (tungstgne) et un diamétre suivant la sensibilité désirée. Cependant,
on ne peut prendre un fil de diamétre inférieur a 0.033 cm car la fluctua-

tion des mesures d faible pression devient trop grande.

Un balancier

Les caractéristiques principales du balancier se résument ainsi,
non statique, non oxydable et tré&s léger. Son diamétre est de 0.02 mm et
dans le cas de la longueur du bras de levier & la distance flotteur-fil
de torsion, ils sont respectivement de 4.6 cm et de 6.7 cm. La tige (d)
fixée au flotteur, se continue verticalement, au dessus du fil de torsion,

dans 1a partie centrale du syst®me de détection (voir schéma #10 p. 81).

Un flotteur

longueur (cm) 11.2
largeur (cm) 0.6
hauteur  (cm) 0.002

I1 est complétement en mica et il est rattaché aux parois du bain

par deux feuilles d'or.
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Un syst&me de détection

Puisque c'est dans cette partie que 1'on retrouve toute 1'importance
du montage nous &laborerons donc, en détail, 1!&tape suivante, soit le
principe de fonctionnement. Quant d& la technique des monocouches, elle
est identique & celle expliquée & la page 64, sauf une modification. Le
changement consiste dans la longueur de- la tige de déposition qui est de
3.5 cm (1a profondeur du bain &tant de 1.5 cm) au lieu de 5.0 cm que 1'on

utilise pour le systéme & forte pression de surface.

Utilisation de fibres optiques

Principe de fonctionnement

Le syst@me de détection (partie (a) des schémas #10 et #11) est contenu
d 1'intérieur du bloc d'aluminium anodisé placé au dessus du fil de tor-
sion. Les caractéristiques de ce dernier sont clairement illustrées sur
le schéma #10 représentant le plan du montage mécanique. Cette partie con-
tient Te systéme de mesure qui est composé principalement d'une lampe &
incandescence (b), de trois fibres optiques (c) et de deux phototransistors

d gain &levé (a).

La lumigre de la lampe (b) est acheminée au capteur central (d) par
une fibre optique (c). La tige centrale (d) est de diamétre &gal & 1'une
des fibres optiques conduisant aux phototransistors d'Arlington et est
rattachée au fil de torsion par du cément; ce fil de torsion est relié au
flotteur. La tige est placée entre la fibre optique amenant la Tumiére de
la Tampe et les deux fibres acheminant la Tumiére aux phototransistors.

Ces deux fibres sont collées ensembie et dans 1'axe perpendiculaire au cap-

teur,
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La tension générée aux émetteurs des phototransistors est proportion-
nelle au nombre de quanta capté&s par chacun de ceux-ci. Pour équilibrer
cette tension, on utilise un potentiomdtre (partie (e) du schéma #11)
dans le circuit d'émetteur d'un des transistors. Ce réglage doit s'ef-
fectuer lorsque la tige est en position centrale, ainsi la tension résul-
tante est nulle & la sortie de 1'amplificateur différentiel (f). On ap-
plique ensuite ces deux signaux d un amplificateur différentiel & gain

variable (g) dont 1a sortie est raccordée 3 un voltm&tre numérique.

Les effets dus aux instabilités de tension de ligne sont minimisés
3 1'aide de régulateurs de tension alimentant la lampe (b), les phototran-
sistors (a) et 1'amplificateur opérationnel (f). Ce dernier est alimenté
par une tension stabilisée & 15 volts (i). Dans le cas de la lampe et des

phototransistors, c'est une source de 10 volts (h) qui les alimente.

Un filtre passe-bas est incorporé au circuit dans le but d'éliminer
le bruit et les parasites pouvant perturber 1'enregistrement du signal
(voir schéma #12). Les détails du montage &lectronique nous sont donnés

sur le schéma de la page précédente.

Etalonnage

La sensibilité du systéme doit &tre déterminée et pour ce faire nous
utilisons des poids calibrés avec 1'Electrobalance Cahn mod2le gram. On

conserve ces poids dans un dessicateur sous vide.

Chacun des poids variant de 0.04110 - 9.73500 mg est appliqué déli-
catement avec une pince antistatique sur le plateau de calibration et re-
tiré par un aimant. La force appliquée par le poids entrafne une 1&gére

déviation de la tige centrale ce qui a pour effet de dégager 1é&gérement
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une fibre optique entrafnant une augmentation de lumiére arrivant sur
celle-ci ce qui se traduit par une variation de la tension générée aux
bornes des deux pﬁﬁtotransistors. Le fait que la tige soit de diamétre
8gal 3@ 1'une des fibres conduisant la lumiére aux photocellules est d'une
importance tré&s grande pour avoir un déplacement linéaire. Le diagram-

me suivant nous montre ce qui se produit:

Réponse Linéaire
~/

’

Schéma 13. Représentation du signal.

Une partie du signal est positive, 1'autre né&gative donc une fibre
réceptrice positive, 1'autre négative. I1 y a seulement une petite ré-
gion dans Taquelle on peut travailler puisque c'est 14 seulement que
le signal est 1inéaire. Si le diamétre de la tige est trop grand ou trop
petit, 1a partie de la fibre d&couverte ne sera pas €gale & la partie ca-
chée de 1'autre fibre et par le fait méme le signal & la sortie ne pourra

pas &tre linéajre.

Aprés avoir effectué une série de mesures, on porte graphiquement
la valeur des poids en fonction du voltage puis on détermine la sensi-

bilité qui est la pente de la droite multipliée par Tes mémes facteurs
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que nous avons dé&ja mentionnés, soit:

S = -(;);x? i ic S: sensibiliteé
f P: poids
V: voltage
g: facteur de correction = 980 x 107° newton/g
: (dyne/g)

c: bras horizontal
f: bras vertical
L: longueur efficace du flotteur

La sensibilité dans un tel systéme est obtenue en newton/cm volt
(dyne/cm volt). Le fait d'obtenir une relation 1inéaire lors de la ca-
libration ne signifie pas que 1'ensemble du bain, comprenant la qualité
de 1'eau, Te systéme de détection et autres particularités, répondent
d'une facon parfaite. La seule technique que nous ayons & notre dispo-
sition pour vérifier le bon fonctionnement du montage est la détermina-
tion du poids moléculaire de protéines. Ainsi il serajt possible de vé-
rifier expérimentalement avec quelques protéines 1'efficacité du syste-

me que nous avons mis au point.

Standardisation

Guastalla, J. (1939b) suggéra que, si 1'équation cinétique

FA = KT F: force appliquée
' A: aire occupée par molécule

K: constante de Boltzmann: 1.3805 x 10~
joule mol/deg (x10-16 erg mol/deq)

T: température absolue

23

pour les films gazeux pouvait &tre appliquée aux monocouches de proté&i-

nes & forte dilution, le poids moléculaire pouvait &tre déterminé par



88

la mesure de pression de surface. C'est Bull, H.B. qui en 1945a,b,c et
les années suivantes appliqua la th&orie de 1'état gazeux des protéi-
nes et détermina le poids moléculaire d'une fagon satisfaisante. Bull
utilisa 1a relation suivante:

FA = nRT+ nSp F pression de surface

surface totale occup&e par la monocouche
nombre de moles de protéines &talées
constante des gaz parfaits

S_: 1'aire occupée par une mole de proté&ine

2 3 > T

-~

: la température absolue

Nous pouvons donc voir s'il y a relation lingaire en tragant le

graphique de FA en fonction de F. La droite obtenue extrapolée a_g_,n

nous donne la valeur limite de FA sur 1'axe des ordonnées et & ce moment
nSpF devient &égal 2 zé&ro. L'Egquation devient alors:

FA = nRT puisque n = %- P: poids de substance déposée
M: poids molé&culaire de la substance

alors nous obtenons:

- PRT

M=

De cette relation, nous déterminons donc le poids molé&culaire de

la protéine & 1'interface air/eau.

Cette standardisation par la détermination du poids moléculaire est
fonction, non pas seulement du syst2me de mesure, mais de 1'état des pro-
téines & 1'interface air/eau. I1 faut donc, comme nous 1'avons mentionné
dans les principes de la technique des monocouches, & la page 64, connaf-
tre certaines propriétés des protéines que 1'on dépose. Dans le cas con-

traire, nous devons modifier la technique expérimentale pour en arriver
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d des conclusions satisfaisantes qui sont directement 1iées 3 la surface

- 2 s .
occupée en m /mg de protéine d@ une pression donnée.

Les différents montages qui ont &été décrits nous ont permis
d'obtenir des résultats intéressants. C'est d'ailleurs dans la par-

tie qui va suivre qu'ils sont exposés.



RESULTATS
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RESULTATS

La premiére &tape nous donnera les résultats obtenus dans la pré-
paration des proté&ines puis nous passerons & 1'étude de 1'&tat monomo-

léculaire de ces protéines.

Dans un premier temps, il est primordial de travailler & forte pres-
sion de surface afin de tracer les courbes de pression de surface de 1'al-
bumine de bovin, de la G actine (muscle de lapin), du cytochrome c (coeur

de cheval), de 1'ovalbumine et finalement de la rhodopsine de bovin.

La dernigre partie de ce chapitre sera consacrée & la détermination
du poids moléculaire des protéines & faible pression de surface et ce,

avec notre propre systdme monté avec des fibres optiques.

Préparation des protéines

Albumine de bovin

Si 1'on regarde le schéma #4 p. 22 représentant 1'albumine de bovin
sur gel de polyacrylamide, aprés &lectrophor2se, on constate sa tr&s gran-
de pureté. I1 est donc inutile de purifier davantage car les méthodes em-

ployées ne pourraient pas augmenter la qualité de la protéine.

On pése donc 1'échantillon puis on prend la densité optique & 280 nm.
Le coefficient d'absorbance E}xcm (Toi de Beer) est 6.8 ou 6.6 selon qu'on
prenne l1a valeur de Van Kley, H.J. et Stahmann, M.A. (1956) ou de Wetlaufer,
D.B. (1962). MNous avons utilisé la valeur de 6.6 puisque nous avons tra-

vaillé dans les conditions expérimentales semblables a celles de Wetlaufer,
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D.B. (1962), soient pH de 5.2 et tampon phosphate 10'3m. I1 est impor-
tant que la protéine soit trés pure pour qu'il n'y ait pas d'interférence

i.e., absorbance due & d'autres protéines.

Nous calculons la concentration en considérant que pour une absor-
bance de 6.6 & 280 nm nous avons une concentration de 10.0 mg/ml & 25°C.
On utilise aussi soit la méthode de Biuret quand la concentration est éle-

vée ou celle de Follin-Lowrey & faible concentration.

Lors des essais, en monocouche, les é€chantillons sont conservés
dans la glace et sont agités le moins possible afin d'éviter la dénatu-
ration. Cette préparation peut maintenant servir pour la déposition et

étalement 3 1'interface air/eau selon la méthode de Trurnit, H.J. (1960).

Pour vérifier si notre protéine en solution est encore native, on
utilise la dispersion optique rotatoire (D.0.R.). Dans ce cas, on mesu-
re le pourcentage d'alpha-hélicité de 1a protéine. i1 faut aussi que
cette derniére ait au moins 20% d'alpha-hélicité pour obtenir de bons ré-
sultats. Pour 1'albumine de bovin, le pourcentage d'alpha-hélicité est

de 45 - 60% selon Van Holde, K.E. (1971) et 45.0% selon Tanford, C. (1961).

On calcule le pourcentage d'alpha-hé&licité de Ta valeur maximum de
1'angle de rotation & 233 nm (effet Cotton). Le graphique #1 représente
les résultats obtenus pour une concentration de 0.5 mg/ml & pH: 5.7 dans
un tampon phosphate 0.1M et KC1 TM. Des résultats similaires sont obtenus

en solubilisant l1a proté&ine dans 1'eau.
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Pour les calculs d'alpha-hélicité 3 1'aide de la mesure de 1'effet
Cotton, on se sert des équations suivantes:
- angle de rotation observé @ une longueur d'onde:

o =Se ay angle de déviation & la longueur

d'onde lambda (degré)
- pouvoir rotatoire & une longueur d'onde:

E{]l = %g%-uh [{]l: pouvoir rotatoire observé i la longueur
' d'onde lambda (deg ml/dm g)

£: parcours optique (dm)
¢c: concentration (g/100 ml)

Le pouvoir rntatuirﬁ est le méme pour une substance donnée, quelles
que soient la concentration, -la sensibilité et la cellule utilis&es, & une
méme longueur d'onde.

- rotation molaire & une longueur d'onde:
ﬁql = MRW u]l [ﬁ]l: rotation du résidu moyen

- 100
MRW: poids du résidu moyen (115 daltons

pour les proté&ines)
En faisant intervenir un terme correctif pour 1'indice de réfraction,

nous obtenons la rotation réduite du ré&sidu moyen & une longueur d'onde:

r 3 MRW
m'|, = - — |
I']" (n“- 2) mu[]’t
Ehg__j: 0.782 pour 1'effet Cotton & 233 nm
n -2

n: indice de ré&fraction
A 1'aide de ces &quations, on peut calculer le pourcentage d'al-

pha-h&licité comme suit:
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], - 1
S

Eﬂ] 0%, valeur de En] pour ﬂi d'alpha-héli-
cité (-2000 degrés cm fdéchu1e)

% d'alpha-hélicité = I 100

100%
[ ] : valeur En] pour IDUE d'alpha-hélicité
(=12000 degrés cm fdécimﬂe]

(Van Holde, K.E. (1971))

Nous avons obtenu une valeur de 55% d'alpha-hé&licité ce qui corres-
pondrait & la valeur déterminée par Van Holde, K.E. (1971) et Tanford, C.
(1961).

Dans cette partie, nous avons confirmé que notre protéine en solu-
tion conserve sa structure secondaire. Pour &tre encore plus certain,
nous avons ajouté de 1'uré&e, & concentration totale 6M, ce qui a eu pour
effet de nous donner une valeur de 12% d'alpha-h&licité (voir graphique

#1 p. 94).

Donc notre prot&ine n'est pas dénaturée en solution et nous 1'utili-

sons en monocouche sous cette forme.

Calcul du pourcentage d'alpha-hé&licité pour 1'albumine de bovin:

Conditions expérimentales sans urée:

Kcl: M

tampon phosphate: 0.1M

pH: 5.7

température: 23°C

parcours optique: 1.0 cm
sensibilité: 1.00
concentration: 0.5 mg/ml
angle mesuré: -0.420 degré
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- Pouvoir rotatoire spécifique:

[“]:-. ' }]:ug oY

_ 100 x (-0.420) degré x 100 ml _ _ -5
(4233 = 0.7 % 0.05 g = -8.4 x 107 deg ml/dm g

- Rotation molaire réduite du .résidu moyen:

MRW
E “] A

. 115 g/mole . (g & o 10-5 .
|:m]233 0.782 x—%u— x (-8.5 x 107°) deg ml/dm g
-9660 deg cn’/décimole

J .3
["‘]1 {“2_2}

- Pourcentage d'alpha-hélicité:

_hﬂl- h]g:

% d'ﬂ.]phﬂ-hE'HC'ItE - —mﬂ_lmx 100
- [m A

-7554) - (-2000
a

% d'alpha-hélicité = ~7-2000) X 100 = 55%

Conditions expérimentales avec urée:

Méme chose que sans urée sauf concentration de 6M en urée dans le
tampon.
angle mesuré: -0.180 degré
% d'alpha hélicité = 12%

G-actine (muscle de lapin)

On prépare la G actine & partir de la poudre acétonique (Rees, M.K.
et co11,(1967)) ou directement des myofibrilles. Par contre, cette dernié-

re préparation est deux fois plus longue et les résultats n'étant pas meil-

leurs, on utilise donc la premi&re méthode.

Aprés avoir obtenu la F actine purifige & une concentration de 10 &
15 mg/ml, 11 suffit de la dépolymériser et de passer ensuite le tout

sur une colonne Sephadex G-200.
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Pour 1a dépolymérisation, nous ayons utilisé un petit montage tras
simple. I1 est composé d'un tube de plexiglass de 25 cm de long et de
6 cm de diam&tre. On fixe & 1'intérieur du tube le sac 4 dialyse con-
tenant la F actine et une bille d'acier inoxydable agissant comme fac-
teur mécanique pour briser les liaisons actin-actin. Le sac est fixé
d deux bouchons de caoutchouc & chaqué extrémité du tube. Puis on fixe
ce dernier & une plaque de plexiglass placée verticalement que 1'on fait
tourner & environ 5 révolutions par minute. Le tube est rempli de tam-
pons & dialyse que 1'on change aprés 8.0 heures. On laisse dépolymériser

pendant 24 heures.

L'&tape suivante consiste & passer le contenu du sac 4 dialyse sur
colonne G-200, La concentration obtenue aprés purification est de 3.3 mg/m]
(voir graphique #2). On vérifie le degré de pureté par &lectrophorése et
comme le montre le schéma #4, p. 22, on obtient une tr&s bonne pureté, donc
cette préparation est directement utilisable en monocouche sauf que nous

devons l1a diluer.

On peut conserver la G actine plus longtemps en 1a polymérisant dans
du KC1 3M, On centrifuge ensuite 20 min. & 40,000 g et 1'on garde le
tube tel quel 2 5°C. Pour obtenir la G actine, on reprend 1a procédure
de dépolymérisation. Une autre méthode qui vient d'&tre mise au point
par Grandmont, L.A. et Gruda, J. (1977) en utilisant la phalloidine comme

stabiliseur permet de conserver la G actine diluée au moins 2 semaines.

On constate que 1a G actine diluée et sans préservatif ne se conser-
ve pas tréds longtemps. Ce n'est pas tr&s pratique surtout di & la prépa-

ration qui est trés longue. Heureusement, une nouvelle méthode mise au
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Graphique 2. Concentration de la G actine suite d sa purification sur une colonne de Sephadex G-200.
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point par Nonomura, Y., Katayama, E. et Ebashi, S. (1975) permet une pré-
paration en deux heures et avec une tr&s bonne pureté. 11 faut cependant
dialyser pendant 2 - 3 jours comme dans les autres cas (Spudich, J.A. et
Watt, S. (1971)), mais i1 n'est pas nécessaire de passer sur colonne sé&-

phadex, donc tré8s avantageux.

La G actine est diluée dans le solvant suivant:

KC1 0.1 M
ATP. 0.5 mM Tampon phosphate 25 mM @ pH 7.0
MgG]E 1T mM

On dépose ensuite 1 ml de cette solution & concentration de 0.04 mg/ml.

La méthode spectrofluorimétrique est une technique rapide qui permet
de vérifier si la G actine est native, & condition toutefois que la pure-

té de la protéine soit tré&s bonne.

L'excitation est faite & 294 nm et 1'émission 4 325 nm lorsque la pro-
téine est native. Ce pic est assigné au tryptophane qui, en solution, émet
d 350 nm. Dans les protéines, d0 & la stabilisation par les liaisons hy-
drophobes, i1 y a moins de perte d'énergie non radiative, donc déplacement
du pic d'émission vers 1'excitation. Si 1'on traite avec la pronase, donc
dénaturation de la G actine, i1 y a un déphasage de 30 nm c’est-3-dire, que
le pic se situe alors & 355 nm et dans ce cas on sait que notre protéine

n'est plus utilisable.
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Cytochrome ¢ (coeur de cheval)

Comme pour 1'albumine, le cytochrome c est employé directement en
monocouche. De la méme fagon aussi on dé&termine la concentration et on

utilise un pH pré&s du pHi soit 10.05.

Cette proté&ine se dissout trds bien dans le tampon glycine ou car-
bonate a4 pH 10.5 ou dans un tampon phosphate & pH 8.0. Un des points im-
portants c'est qu'elle est tré&s stable dans sa forme réduite méme sous 1'ef-
fet de la température (Margoliash, E. et coll. (1966)). On peut aussi va-
rier le pH sans dénaturation puisque sa stabilité est tr&s grande en mi-

lieu faiblement acide ou basique.

En plus de vérifier sa pureté par &lectrophordse (voir schéma #4 p.22)
on trace le spectre uv-visible. La bande apparaissant & 280 nm est signi-
ficative du pourcentage d'impureté dO aux autres proté&ines (voir spectre
sur graphique #3). On consid&re donc notre protéine comme pratiquement pure
dd & 1a faible intensité& du pic & 280 nm. Si la contamination est trop gran-
de, on passe alors sur colonne Amberlite CG6-50 (Na') et on &lue avec du tam-
pon phosphate 0.02 M & pH 7 et un gradient linéaire en sodium de 0.1 & 0.5
g/1 (Dinon, H.B.F., & Thompson, C.M. (1968)).

On vérifie 1'&tat natif par la dispersion optique rotatoire comme pour
le S.A.B. Le cytochrome c contient 27% d'alpha-hélicité dans le cas oxydé
et 34% dans le cas réduit.
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Ovalbumine

Une seule chose pourrait &tre rajout&e sur ce que 1'on a d&ji dit
dans la partie précé&dente (voir p. 26) et c'est sur la vérification de
son degré d'alpha-h&licité en solution. Dans 1'eau, elle contient 31%
d'alpha-h&lice comparativement & 46% pour 1'albumine et en solution dans
le 2-chloro&thanol elle est & 25% h&licoldale comparativement & 75% pour

le sérum albumine bovine (Oncley, J.L. (1959)).

On dissout la proté&ine dans de 1'eau & pH: 5.0 - 5.2 ou dans un tam-
pon phosphate au méme pH donc prés de son point iso&lectrique qui est de
4.6. On dépose ensuite 1a protéine 3 la surface de 1'eau et on en &tudie
les propriétés dans ces conditions puisqu'elle est native comme 1'a démon-

tré le spectre de dispersion optique rotatoire.

Rhodopsine de bovin

La mé&thode de purification qui donna les meilleurs ré&sultats selon
Kossi, C.N. (1977) fut la purification au Triton X-100 des segments exter-
nes de bdtonnets (S.E.B.). 11 utilisa différentes concentrations de Tri-
ton X-100 pour solubiliser les S.E.B. et i1 &lua ensuite avec la méme con-
centration de Triton X-100 en présence de tampun phosphate et du chlorure
de sodium 0.1 M. Le tout passait sur une colonne de C&lite et de phospha-
te tribasique de calcium. De tré&s bons résultats furent obtenus sur colon-

ne de cellulose Ectéola (voir tableau #4).

Le Triton X-100 a 1'avantage d'&tre €liminé facilement avec le Bio-

Beads SM-2. C'est en présence d'une concentration de 2%, en Triton X-100,



Tableau 4. Purification de Ta rhodopsine avec le Triton X-100.

Dé&tergent

Solution de solubilisation
des segments externes de

Colonne

Eluant Rapport spectral

batonnets (S.E.B.) A278 nnPagg nm
Triton X-100 Triton X-100 2 ou 3%, Cellulose Triton X-100 2 ou 3%, 1.9 - 2.1

tampon tris - HC1 2 x 1073u Ectéola tampon tris - HCI

2 x 1073M, NaC1 10™%M

Triton X-100 Triton X-100 1 ou 2%, Célite + Triton X-100 1 ou 2%, 2.3 - 2.5

tampon phosphate de K phosphate tampon phosphate de

6.7 x 107M tribasique K 1072M, NaCl 10”2M

. de calcium

€0l
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que 1'&limination fut la plus efficace, soit jusqu'd environ 0.05%. Cet-
te concentration finale est déterminée par spectrophotométrie d'absorption
uv-visible & Anax. de 275 nm. Dans Te cas ol 1'élimination du Triton X-100
a été poussée trop loin i.e., concentration < 0.05%, des probl&mes de solu-
bilité de 1a rhodopsine dans 1'éthanol 8 - 12% ou dans le n-hexane survin-
rent. Dans Te diéthyléther Tes mémes difficultés sont apparues et ce, a

des concentrations de 10'6M.

Nous avons donc utilisé la rhodopsine contenant 0.05% de Triton X-100

pour les &tudes en monocouche.

Pour la rhodopsine, nous utilisons les rapports spectraux afin de dé-
terminer son degré de pureté. Ces derniers sont basés sur le spectre d'ab-
sorption uv-visible qui présente trois pics:

- un pic d& 278 nm, correspondant & 1'absorption du tryptophane ou
de la tyrosine de 1'opsine;

- un pic & 350 nm correspondant & 1'absorption du 11-cis-rétinal;

- un pic & 498 nm qui est dd & 1'absorption de Ta rhodopsine.

On emploie les rapports entre les pics A A A A

278 ' Pa9g nm* P350 nm’Pags nm
Un rapport spectral d'absorption & 278 nm et 498 nm faible (1.9 - 2.1) nous

indique une tr&s grande pureté de la rhodopsine (voir graphique #4, p. 22).

Comme on peut le constater, il est trés facile de vérifier la pureté
de cette protéine et, puisqu'elle est déj& en solution, on passe ensuite
aux monocouches simplement en diluant selon les besoins. Auparavant, on
détermine la concentration en rapportant la valeur de A A498 nm dans 1la

relation de Lambert-Beer:
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A = ECe A: absorbance
c= A E: absorptivité molaire (1/mole cm)
E £ C: concentration (mole/1)
£: trajet optique (cm)

La valeur E498 ap Gué nous avons retenue est celle obtenue par

Wald, G. et coll. (1953) soit 40,600 1/mole cm.

Passons maintenant aux ré&sultats obtenus en monocouche, I1 est
important de noter qu'il s'agit 13 d'un travail tré&s minutieux et que

les résultats obtenus en sont d'autant plus précis.

Systéme & forte pression de surface

Méthode des deqgrés

Etalonnage
Par &talonnage, on entend ici la sensibilité du systé&me. Apr&s calibra-

tion avec différents poids on trace le graphique des poids en fonction du nom-

bre de degrés de déviation tel que présenté sur le graphique #5 page sujvante.

Dans le cas présent, la pente (P/@) obtenue est de 4.2 x 10'3 g/degré pour
un fil de torsion de 0.023 cm de diam@tre. La sensibilité est obtenue de

la fagon suivante:

Py 9x e .
S = {@J X T}x T (voir p. 71)
-5
- -3 980 x 10 ~ newton/g x 7.3 cm
S=4.2x 107 g/deg x 5 75—cm x (12.7 - 1.0) cm
S = 0.247 x 10°° newton/cm deg

Différentes sensibilités sont obtenues selon le diamétre du fil de

torsion et sa composition. Le tableau #5 nous donne une vue d'ensemble
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Sensibilités obtenues avec le syst2me des degrés selon différentes
caractéristiques du fil de torsion.

Fil de torsion Sensibilité Limite de mesure
Composi tion Diamdtre [10'5 newton/cm deg) [1ﬂ'5 newton/cm)
Acier inoxydable 0.013 0.023 0.005 - 2.76 (instable)
0.015 0.095 0.02 - 10.00
0.020 0.170 0.08 - 20.00
0.023 0.199 0.14 - 24,00
0.023 0.289 0.20 - 36.00
(trés tendu)
0.033 0.415 0.80 - 50.00
Nickel-chrome 0.020 0.494 1.50 - 60.00
Nickel 0.023 0.244 0.12 - 30.00
0.025 0.280 0.14 - 35.00
0.028 0.300 0.16 - 40.00
0.033 0.410 0.80 - 50.00
Molybdéne 0.020 0.494 1.50 - 60.00
Fer-chrome 0.020 0.494 1.50 =~ 60.00
(99% - 1%)
Tungstane 0.020 0.338* 0.50 - 40.00
0.380* 0.50 =~ 40,00
0.443* 1.50 - 60.00
0.494* 1.50 - 60.00

Note: Pour chacun des fils une sensibilité différente est obtenue selon l1a ten-

sion appliquée & son Etirement.

De plus si le fil est de diam&tre infé-

rieur & 0.013 cm i1 est plus sujet & &tirer donc i1 ne sera pas stable
causant des variations dans la sensibilité.
120 degrés afin d'éviter que Te fil ne se torde et de ce fait ne puisse
revenir au point de dé&part.

Nous ne devons pas dépasser

* La sensibilité pour le fil de tungsténe dépend, plus que dans les autres
cas, de la tension qu'on y applique.
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des valeurs obtenues dans les mé&mes conditions. Pour les courbes de
standardisation et de pression de surface, nous avons utilisé la sensi-
bilité telle que détermin&e & Ta page 106. D'ailleurs voici les résul-

tats que nous avons obtenus.

Standardisation

Cholestérol. Les courbes de pression de surface du cholestérol pré-

sentées sur le graphique #6, p. 110 furent tracées dans les conditions sui-

vantes:

déposition: 0.10 mil
solvant: dié&thyléther
sous-phase: HCI 10”2
concentration: 1.121 x 107
température: 296.0°K

H,0: la plus pure (voir p. 36)

vitesse de compression: uniforme et de 1.00 cm/min

3y

Si 1'on compare la courbe obtenue & celle de Leblanc, R.M. et coll.
(1970), trace sur le méme graphique (cercles blancs), on constate qu'elles
sont pratiquement identigues. Si 1'on extrapole la portion de la courbe di-
te solide, & forte pression, sur 1'axe des abscisses nous obtenons une va-
leur de 40.0 ﬁz par molécule alors qu'une valeur de 38.7 32 était obtenue

pour la courbe de référence.

Afin de mieux comprendre le principe de la standardisation, voyons

maintenant ce que 1'on obtient en se servant de molécules d'acide gras.

Acide arachidique et stéarique. Les conditions expé&rimentales sont

les mémes que pour le cholestérol sauf pour les sous-phases. Dans le cas
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de 1'acide arachidique, nous avons d&posé& sur du chlorure de cadmium

1U'4H tandis que pour 1'acide stéarique sur du HCI 1D'2

M. La compres-
sion est faite automatiquement & une vitesse de 1.0 cm par minute que 1'on

diminue @ 0.8 cm par minute dans les fortes pressions de surface.

Chacune de nos courbes moyennes ont &té comparées avec les résul-
tats publiés. Sur le graphique #8, nous avons les résultats pour 1'acide

arachidique et sur le graphique #9 pour 1'acide stéarique.

Dans le cas de 1'acide arachidique nous obtenons, apré&s extrapolation,
une aire moléculaire de 20.8 g2 comparativement a 20.0 g2 pour Nutting, G.C.
et coll. (1939). Pour 1'acide stéarique les courbes obtenues sont montrées
sur le graphique #7, p. 112. La moyenne (M) y est aussi ajoutée (cercles -
noirs). Cette derniére, si on la compare & celles du graphique #9, p. 114,
nous semble trds correcte. En fait elle tombe dans les 1imites d'incertitu-
de de notre expérience. Si 1'on extrapole la droite aux trés fortes pressions
20 x 1ﬂ'5 newton/cm (dyne/cm), nous obtenons une valeur de 20.5 R? par mo-

1Ecule,

Si 1'on rapporte nos valeurs d'aire moléculaire sur le tableau #6 p. 115
représentant &galement les valeurs de référence, nous pouyons conclure que
1'eau et le systéme que nous utilisons fonctionnent parfaitement. I1 est
évident qu'une variation de 1.3 ﬂz pour le cholestérol, de 0.8 Ez pour
1'acide arachidique et de 0.5 ﬂz pour 1'acide stéarique ne sont que des
erreurs dues soit aux variations de température, de pression exercée sur
le film ou de stabilité du film et autres, hors de notre contr8le. De
toute €vidence, nous pouvons passer maintenant & 1'Etalement des protéines

4 1'interface air/eau.
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TABLEAU 6

Comparaison des aires mol&culaires expé&rimentales obtenues
pour le cholestérol, 1'acide arachidique et 1'acide stéari-
que en fonction des valeurs de ré&férences.

Aire moléculaire
(32 par molécule)

Substance Solvant R&férences Présent travail

Cholestérol Diéthylé&ther 38.7 (Leblanc '70) 40.0
Acide arachidique Diéthylé&ther 20.0 (Nutting '39) 20.8
Acide stéarique Diéthyléther 20.0 (Willis '71) 20.5

Courbe de pression de surface des protéines

Etant donné que notre int&ré&t est surtout & faible pression de sur-
face, nous donnerons donc 1'allure des courbes sans prendre en considéra-
tion le collapse mais bien plutdt la surface occupée pour une force ap-
pliquée de 5 x 107 newton/cm (dyne/cm). On considére par cette observa-

tion 1'&tat de la protéine 3 1'interface air/eau.

Afin de rendre plus évidentes les valeurs obtenues par différents
auteurs, et nous permettre une comparaison rapide, nous avons tracé un
tableau ré&capitulatif pour les protéines utilisées (voir tableau #7 p. 127).

Ce tableau nous indique &galement le solvant et la sous-phase employée.
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Albumine de bovin

Conditions expérimentales

déposition: 0.50 ml en 2:30 min.

solvant: H20 pH 5.0 - 5.2

concentration: 0.043 mg/ml

température: 295%

sous-phase: tampon tris 0.1 mM pH: 5.2
vitesse de compression: 1 cm par min.

La courbe moyenne des isothermes de pression de surface montrée sur
le graphe #10, que nous avons obtenue, correspond & celles décrites par
différenté auteurs, entre autres Muramatsu, M. et Sobotka, H. (1962), Mus-
selwhite, P.R. et coll. (1968), Evans, M.T.A. et coll. (1970) et Trillo,
J.M., Fernandez, S.G. et Pedrero, P.S. (1971) (voir graphique #10). Nous
avons obtenu, comme ces auteurs, une valeur de 0.89 mz/mg d 5 x 10'5 new-
ton/cm (dyne/cm). Donc, on retrouve 1'albumine de bovin étendu & la sur-
face mais conservant une faible flexibilité et une grande orientation qui
entraine une surface relativement faible par rapport a 1.8 mz/mg, corres-
pondant & la valeur calculée pour la surface occupe par une chaine peptidi-
que (Bull, H.B. (1950)). Cette valeur de 1.8 mz/mg est relative & toutes

protéines donc la base dans 1'étude de 1'état de Ta proté&ine comme nous 1'a-

vons déja mentionné dans 1'introduction (p. 5).

On consid@re que notre protéine est native et qu'elle s'étend unifor-

mément & la surface selon la méthode de Trurnit, H.J. (1960).
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G actine (muscle de lapin)

Conditions expérimentales

déposition: 0.60 ml en 3:00 min
solvant: ATP 0.5 mM

EaEIZ 1 mM | oH: 6.0

KC1 0.1 M
Tampon tris 25 mM

sous-phase: ATP 0.2 mM
Cat12 1 mM pH: 6.0
Tampon tris HC1 25 mM
concentration: 0.072 mg/m1l
température: 296°K
vitesse de compression: 1 cm par min

La courbe moyenne de nos expériences sur ]e graphique #11 comparée
d celle d'Yegiazarova, A.R. et coll. (1972) ou celle de Egiozarova,
A.R. et coll, (1973) nous permet de dire que notre protéine est native
et que probablement d0 au nombre de groupements S-S elle se retrouve
plus compacte que 1'albumine. I1 est certain que dans cette condition
on ne peut affirmer si nous sommes en pré&sence de dimére. Cette dernié-
re probabilité peut &tre confirmé&e ou refutée par les monocouches de
G actine & faible pression de surface. Il sera tr2s intéressant de voir

ce qu'il en est dans la partie suivante du travail.

Donc, la G actine que nous avons extraite et purifiée semble se com-

porter de fagon idéale & 1'interface air/eau.
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Cytochrome ¢ (coeur de cheval)

Conditions exp&rimentales

déposition: 1.00 ml en 5:00 min.

solvant: Tampon carbonate 1 mM pH: 10.0
sous-phase: Tampon carbonate 1 mM pH: 10.0
concentration: 0.10 mg/ml

température: 296.5%K

vitesse de compression: 1 cm par min.

Le cytochrome c est tré&s stable comme 1'albumine et la G actine
donc aprés déposition on compresse aprés une attente d'environ 15 minu-
tes. On remarque qu'il n'y a pas de changement dans ce laps de temps,
mais si 1'on augmente ce temps nous obtenons une courbe de pression de
surface décalée (graphique #12) en comparaison & celle originale ou de Har-
kins, W.D. et Anderson, T.F. (1938). Ces derniers ont obtenu une va-
leur de 0.95 mzfmg ad5«x 1D_5 newton/cm (dyne/cm) comparativement &

0.86 dans notre cas. Cette grande différence est trés sign1ficat1v?
puisque notre méthode d'étalement, &tant différente de 1a sienne et plus
adaptée, nous permet de dire que notre perte de protéine & 1'interface
air/eau est inférieure a 0.5% mais dans le cas d'Harkins en 1938, nous ne
pouvons conclure. Pour nous, i1 est évident que nous pouvons continuer

le travail avec cette protéine et passer d& faible pression de surface.

Comme dans les cas précédents, nous ne pouvons déterminer si notre
cytochrome c se dimérise ou polymérise & 1'interface air/eau. I1 en sera

donc question plus loin dans le travail 4 faible pression de surface.
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Ovalbumine

Conditions expérimentales

déposition: 1.00 ml en 5:00 min.

solvant: HEU pH: 5.0 - 5.3

sous-phase: acétate de sodium 5.0 mM
concentration: 0.04 mg/ml
température: 296°K

vitesse de compression: 1 cm par min.

L'ovalbumine est trés dépendante de la sous-phase. Le tableau #7 (p. 127)
nous démontre que la surface occupée 5 x 10'5 newton/cm (dyne/cm) est
relative & la sous-phase et toujours la méme si 1'on travaille en présen-
ce de sulfate d'ammonium [{NH4125G4 20%) quel que soit le pH. Nous avons
choisi, malgré ce probléme, les mémes conditions que Bull, H.B. (1938) et
avons obtenu une surface de 0.92 mzfmg comme en présence de sulfate d'ammo-
nium 20% (graphique #13). L'ovalbumine &tant tré&s stable, dans ces condi-
tions, nous compressons apré&s une attente de.quinze minutes afin de per-
mettre un &talement uniforme. Toutefois, afin de vraiment constater la sta-
bilité selon différentes expériences, on se base sur les travaux de Bull, H.B.

et Neurath, H. (1937) qui ont vraiment fait un travail &laboré dans ce sens.

Comme nous 1'avons déjd mentionn&, nous vérifions seulement si la
protéine est native puis, nous passons d faible pression pour la détermi-
nation du poids moléculaire. Dans le cas présent, on constate que 1'oval-
bumine répond d'une facon adéquate et que la surface occupée par molécu-

le &tant grande comparativement & 1'albumine de bovin, ceci nous indique une

moins grande flexibilité de la molécule.
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Rhodopsine de bovin

Conditions expérimentales

L]

déposition: 0.1 ml
solvant: Tampon tris, HC1 0.2 mM
Triton X-100 0.05% ‘
sous-phase: Hzﬂ pH: 5.0 - 5.2 ou Tris HC1 pH: 5.8
concentration: 0.42 mg/ml
température: 296°K
vitesse de compression: 1 cm par min.

La courbe de pression de surface de la rhodopsine est montrée sur
le graphique #14, p. 125. L'aire moléculaire occupée & 5 x 107° newton/cm
(dyne/cm) est de 2800 R2. Mais n'oublions pas que notre solution con-
tient 0.05% de Triton X-100 donc i1 faut examiner ces résultats avec ob-
jectivité. D'ailleurs, si 1'on compare avec la valeur obtenue par Azuma,
K. et Kagaki, M. (1966), qui &tait de 1'ordre de 5000 R?, on comprend trés
bien 1'influence du détergent et de 1a puret& de la proté&ine. Ces der-
nidres valeurs si différentes s'expliquent du fait que notre rhodopsine
avait une pureté de beaucoup supérieure & celle d'Azuma puisque nous avons

obtenu un rapport spectral de 2 + 0.1 contre 5 + 1.5.

Ce n'était 13 qu'un résultat pré&liminaire, pour la courbe de pres-
sion de surface, qui devra Etre confirmé& par la suite. Due d la grande pu-
reté de la rhodopsine, il sera donc trés intéressant de travailler avec

cette derniére en film gazeux.

Pour les courbes de pression de surface de toutes les proté&ines, il

est important de noter que nous obtenons dans tous les cas un film liquide
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aux fortes pressions de surface, comparativement aux acides gras qui
nous donnent une phase solide. Donc, 11 est important de considérer que
la surface moléculaire est celle obtenue pour une monocouche qui ﬁ'est
pas complétement rigide. On consid&re quand méme le film comme étant
compacte d0 & la flexibilité de la protéine qui & notre avis entraTne

toujours une certaine instabilité.



Tableau 7. Différentes sous-phases utilis&es pour les protéines, le pH, la température, la surface occupée en mz,-‘mg A5 x107° newton/cm
(dyne/cm) ainsi que 1'endroit approximatif ou se situe le collapse.

2

o pH Mg /mg _eCollapse
Protéine Sous-phase te Sous-phase  “01vant leum5 newton/em 10 newton/cm Référence
Albumine de acetate de Na 4.8 Hzﬂ pH 4.8 0.74 Meurath, H. (1936)
bovin 0.5 N
Albumine de 0.5% (v/v) alcool  0.84 6 Dervichian, 0.6, (1939)
bovin ami1ique
Albumine de 0.15 N NaCl 20% 60% alcool p'r_'upi.- 0.89 16 Stallberg, 5. & Theorell,
bovin 1ique 9.5 N T. (1939)
acetate Na -

Albumine de (HH4}2504 EEOC 5.0 - 0.82 - 0.85 16 Bull, H.B. (1945-1946-1950)
bovin 35%
Albumine de H,0 H,0 0.83 6 Trurnit, H.J. (1960)
bovin (NH, )50, 5-35% 0.83 16

0.1 N HCI 20-21% 0.90 17
Albumine de Hzﬂ 5.0 Hzﬂ pH 5 0.89 18 Muramatsu, M. et Sobotka,
bovin NaCl ou KC1 0.5 M >.0 NaCl ou KCl 0.89 24 H. (1962)

alcool fsoamilique

0.5% v/v 0.01°C 0.5 M
Albumine de H,0 250¢ 5.5 : 1.4% collapsé & 5 x McRitchie, F. (1963)
bovin 20.C _ . 1u55 newton/cm -

5°C 20°C
13.9%collapsé a 5
0=2 newton/cm -
20°C

Lzl
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0 pH M., /mg _gCollapse
Protéine Sous-phase tC Sous-phase Solvant Exm"z newton/cm 10 5 newton/cn Reférence
Albumine de {HH-E}ESG-II 25°¢ 5.6 0.34% collapsé & MacRitchie, F. (1972)
bovin o Exaﬂ' newton/cm -
25% 20°C 25°¢
o
5°C ki 4 cgllupsé a
20%10=2 newton/cm -
25¢C
Albumine de tampon phospha= 22% 7.0 tampon phose 0.89 15 Musselwhite, P.R. & Palmer,
bovin te NaCl 0.1 M phate . J. (1968)
Albumine de tampon phospha- 25°C 6.8 H,0 Blank, M. (1959)
bovin te 0.1 M -
Albumine de tampon phospha- 25°C 7.0 0,89 18 Evans, M.T.A., Mitchell, J.,
bovin te ' Musselwhite, P.R. & Irons,
L. (1970)
Albumine de Hzﬂ 6.0 KC1 0.5 M 0.15 20 - Trillo, M.Jd., Fernandez,
bovin tampon phos- 0.35 20 5.G. & Pedrero, P.5. (1971)
phate pH 7,
Hzﬂ' 0.45 20
acétate de Na 0.60 20
0.5 M dans 60%
{v/v) alcool
isopropilique
alcool amili- 0,80 1]
que 0.5% '

821
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o pH Mg /mg _eCollapse _
Protdine Sous-phase te Sous-phase Solvant Ex‘lﬁmi newton/cm  10™° newton/cm Référence
Albumine de tampon phospha- 7.0 Hzl} pH 6.0 0.68 18 Trillo, M.J. et coll. (1371)
bovin te KC1 0.5 M " 0.75 17
alcool amilique " 0.78 17
G.EI "
Hzﬂ " 0.80 17
u: 0.1 " 0.84 17
u: 1 " 0.86 8
u: 2 " 0.90 21
u: 3 " 0.96 22
Albumine de H,0 24% 0.5% 1-pentano) Rosano, H.L., Chen, S.H.,
bovin et Whittam, J.H. (1974)
Albumine de tampon tris 22% H,0 pH 5.0 0.89 20 Munger, G. (présent travail)
bovin 0.7 mM
pH 5.2
G actine KC1 0.1 M ATP 0.5 mM .
MgCl, 1 mM 0.66 Yegiazarova, A.R. &
tampon phos-
phate 0.025 M
G actine KCT1 0.15 M 21% 0.54 Egiazarova, A.R. &
Nadareishwili, K. Sh. (1973)
G actine ATP 0.05 mM 23% 6.0 ATP 0.2 mM . 0.54 Munger, G. (présent travail)
L‘.atlz 1 mM i.':m'.':‘l2 1 mM
Cytochrome ¢ tampon tris 10.0 tampon tris 0.95 13 Harkins, W.D. & Anderson, T.F.
HC1 25 mM HC1 25 mM (1938)

62l
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) pH mg/mg ' Collapse

Proté&ine Sous-phase tC Sous-phase Solvant 5x10'5 newton/em - 10™> newton/cm Référence
Cytochrome ¢ 0.1 M NaHCO3 Erecinska, M. (1975)
10% éthanol
pH 9.8

Cytochrome ¢ tampon carbonate 23.5% 10.0 tampon carbonate 0.86 16 Munger, G. (présent travail)

1 mM 1 mM pH 10.0
Ovalbumine acétate Na 0.5 N r 0.74 Fourt, L. & Smitt, F.O.

(1936)

Ovalbumine acétate Na 0.5 N 4.8 H20 0.95 - 18 Neurath, H. (1936)
Ovalbumine acétate de Na 24-25%¢C 4.9 0.95 18 Bull, H.B. (1938)

0.0066 N
Ovalbumine 0.1 N HC1 222c 4.8 H20 0.80 23 Kashiwagi, M. (1959)

20% (NH,),S0 22°C 4.8 H50 0.80 23

47274 2
Ovalbumine 21% 0.1% butanol Blank, M. (1969)
H20 (v/v)
Qvalbumine Na,S0, 1 M 24°¢ 0.80 18 Bull, H.B. (1972)
Ovalbumine 4.88 H20 0.89 18 Bull, H.B. & Neurath, H.
. (1937)

Ovalbumine acétate de 23% HEO pH 5.5 0.92 20 Munger, G. (présent travail)

sodium 5.0 mM .
Rhodopsine 0.15 M NaCl 28 + 19¢ 1.8x10% R2/morécute 30 Azuma, K. & Kagaki, M. (1966)
Rhodopsine H20 23% 5.0-5.2 tampon tris Kossi, C.N., Munger, G., &

tampon tris 5.8 HC1 0.2 mM Leblanc, R.M. (1977)

HC1

triton X-100
0.05%

oel
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Avec le transducteur magnétique linéaire

Nous avons dé&ja dit que le transducteur est utilisé& dans le but
de faciliter le travail de mesure. Nous prenons donc nos valeurs en

voltage plutdt qu'en degré et nous utilisons un fil de torsion de dia-

métre plus gros.

Etalonnage

Ce dernier se fait comme dans le systéme précédent et la pente

{EJ nous permet de déterminer la sensibilité& par la méme formule:

(9]

> = {;J *T.% T v 8tant le voltage

De fagon générale, nous avons travaillé avec une sensibilité de
1.95 x 10'5 newton/cm V  (dyne/cm V) pour un fil de torsion de 0.038 cm

de diamétre. La courbe de calibration du graphique #15, p. 132 est carac-

téristique pour un fil de 0.038 cm de diamétre.

Différentes sensibilités, fonction du diamétre du fil, telles qu'in-

diquées dans le tableau #8, p. 133, ont &té obtenues.

Standardisation

Dans Te cas présent, nous ayons fait une courbe standard avec Te

cholestérol et 1'acide arachidique.
Cholestérol

Conditions expérimentales

déposition: 0.710 ml
solvant: n-hexane
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TABLEAU 8

Sensibilité du systime avec un transducteur magnétique
lTinéaire suivant le diametre du fil de torsion.

Diamétre Sensibilité Limites des pressions de
FIL (cm) (newton/cm V) surface (newton/cm)
minimum max imum
Acier 0.038 2.39 0.20 - 45.00
0.051 5.40 5.40 - 85.00
0.077 24.1 9.60 - 50.0

Note: Comme dans le cas du syst@me pré&cé&dent, la sensibilité varie
selon la tension exercée sur le fil de torsion.

sous-phase: HC1 1072 M

concentration: 1.210 x 107> M
température: 296.5%K

vitesse de compression: 1.00 cm par min.

Si 1'on extrapole la courbe du graphique #16, nous obtenons une aire
moléculaire de 42.6 32' Notre systéme répond donc tré&s bien dans son
ensemble &tant donné la correspondance entre nos résultats et la mesure
de référence (voir tableau #6 p.115) soit 42.6 R2 comparé 3 38.0 R2 ob-
tenu par Leblanc, R.M. et coll. (1970).

Acide arachidique

Conditions expérimentales

méme chose que pour le cholestérol sauf
sous-phase: HC1 1073 M

concentration: 1.150 x 107>

M
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Courbes de pression de surface du cholestérol et de 1'acide arachidique avec le
transducteur. Fil de torsion de 0.038 cm de diamétre.
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Comme pour le syst®me de degré&, i1 est difficile d'obtenir une aire
moléculaire de 20 ﬂz pour 1'acide arachidique dues aux conditions expéri-
mentales. Nous avons obtenu une aire moléculaire de 21.5 32 (a2 forte pres-
sion de surface), ce qui est excellent comparativement d ce que nous avions
obtenu sur une sous-phase de chlorure de cadmium. I1 nous semble donc inu-
tile de faire d'autres mesures avec 1'acide arachidique et le cholestérol

puisque nos résultats correspondent & ceux de la littérature.

Pour les courbes de pression de surface des protéines, nous référons
4 la p. 115 de la partie du syst2me & forte pression avec les degr&s puis-

que les mesures ont &t& prises avec ce dernier.

Maintenant que nous avons constaté que 1'ensemble des prot&ines nous
donne un film stable & forte pression de surface et que 1'aire moléculaire
obtenue pour chacune d'elles est en accord avec celle de 1a littérature nous
passerons donc & 1'6tude des poids moléculaires avec le systéme 4 faible

pression de surface.

Systeme 4 faible pression de surface

Nous avons expliqué qu'il &taft impossible de travailler avec un
syst@me conventionnel & de faibles pressions, inférieures d 0.05 x 10-5
newton/cm (dyne/cm). Nous avons donc congu un systéme avec les fibres

optiques et voici les résultats obtenus avec ce dernier.
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Etalonnage

L'équation utilisée est exactement 1a méme que celle du transduc-

teur magnétique 1inéaire. La différence est dans 1a sensibilité obtenue.

5

Ainsi, on obtient une sensibilité de 0.143 x 10™~ newton/cm V (dyne/cm V)

pour un fil de torsion ayant un diamétre de 0.033 cm.

p g 1
= (=) x+ x-&
V 1f L
S = 1;3_5_10-3 g x 980 newton/g x 4.3 cm
0.5025 V x 6.70 cm (11.20 x 1.05) cm

L
[l

0.143 x 10°° newton/cm V (dyne/cm V)

L% ]
1]

Le graphique #17, p. 137 représente tr&s bien le type de courbe de cali-
bration obtenue pour un tel montage. Ce dernier nous permet de travail-

ler & des pressions variant de 0.001 - 0.111 x 1ﬂ'5 newton/cm (dyne/cm).

Plusieurs essais ont &té faits avec des fils de différents diam&tres
et des tensions plus ou moins grandes appliquées sur le fil de torsion.
Le graphique #18 nous donne la pente; les maxima et minima de pressiﬁn ap-
pliquables pour un fil de 0.038 cm de diam&tre. Dans ce dernier cas, on
~ constate que 1'on peut travailler entre 0.005 et 0.217 x 1ﬂ_5 newton/cm
(dyne/cm) et i1 est trds important de reprendre les expériences dans cette
région si 1'on découvre que notre substance ne donne pas une relation 11-

. newton/cm (dyne/cm). 11 faut donc,

néaire entre 0.001 et 0.010 x 10°
d'aprés le diamdtre du fil et sa tension, calibrer soigneusement afin d'é-

viter toute erreur dans les mesures.

De plus une calibration est nécessaire @ chaque jour puisqu'il y a
variation de 1a sensibilité selon le temps et surtout selon la tension

appltiquée sur le fil.
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Un autre point d'importance est le diamétre du fil. Si on utilise
un diamétre de 0.030 cm, il est difficile d'obtenir une précision supérieu-
re d 0.005 x 10-5 newton/cm (dyne/cm) car la stabilité du syst@me devient
impossible. Cette variation est produite par 1'inertie du flotteur qui

ne peut é&tre stabilisée.

Nous avons de plus placé le systdme sur une table antivibration afin
d'&liminer les vibrations naturelles inférieures & 10 Hz. Ce principe é1i-
mine Tes fluctuations du systéme provenant de 1'inertie amené&e par les vi-
brations & Ta masse d'eau (2.0 1itres) dans le bain de monocouche. Cette
inertie peut &€tre diminuée en changeant le volume d'eau dans le bain soit

environ 1 litre, il faut alors un bain d'une profondeur de 1.22 cm.

La calibration est une é&tape trés délicate et doit &tre faite avec
une trés grande précision. Une fois que 1'on a accompli ce travail, on

passe d la standardisation.

Standardisation

Cette derniére ne pouvant &tre déterminée selon les méthodes con-
ventionnelles soit par la courbe de pression de surface d'acide gras,
on a donc pensé qu'il serait int&ressant de le faire par la mé&thode des
poids moléculaires. Donc si 1'on parvient & déterminer de facon exacte
le poids moléculaire de protéine, nous aurons ainsi standardisé notre
systéme en plus d'avoir amélioré un principe mis au point par Guastalla,
J. (1939a). I1 faut pour ainsi dire passer & la détermination des poids

moléculaires pour mettre au point le principe.
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Détermination du poids moléculaire de protéines

On emploie Tles protéines dans les mémes conditions que pour tracer
les courbes de pression de surface mais en se servant des résultats, pour
le solvant et la sous-phase, selon lesquels les valeurs de surface occupées
en mz/mg d 5 x 10-5 newton/cm (dyne/cm) ont été satisfaisantes i.e., cor-

respondent d@ celles des références citées.

On dépose donc 1 ml ou moins, selon le cas, de protéine & 1'interface
air/eau par la méthode de Trurnit (voir p.68 ). Les concentrations sont
habituellement de 0.04 mg/ml. Ensuite, on compresse de fagon réguliére soit

1 cm par minute et ce, pendant 15 - 20 minutes dépendant de la protéine.

Selon les résultats obtenus, on trace ensuite le graphe de FA newton
mz/cm mg (dyne m2/cm mg) en fonction de F newton/cm (dyne/cm). On extra-
pole 1a courbe sur 1'axe des ordonnées et 1'on retranscrit la valeur de FA

obtenue dans 1'équation en deux dimensions de Bull:
FA = nRT (voir pages 11 et 87)

De cette fagon, on peut déterminer le poids moléculaire avec une

tré&s bonne précision.

Poids moléculaire de 1'albumine de bovin. Donc selon les mémes con-

ditions que pour la courbe de pression de surface, nous avons obtenu la

courbe représentée sur le graphique #19 pour 1'albumine de bovin.
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La valeur de FA obtenue est de 0.037 x 1U'5 newton mgfcm mg (dyne

mzfcm mg). En utilisant cette mesure dans 1'équation:

M= SR M: poids moléculaire
W: poids de la substance dé&posée
R: constante des gaz parfaits
T: température absolue
F: force appliquée
A: surface occupée

v = 8:31 x 107 Erg{“: mole x 296°K

0.037 x 10=2 newton m</cm mg
M = 66480 g/mole

Considérant que le poids molé&culaire de 1'albumine de bovin est de
66,000 selon sa composition en acide aminé&, on obtient donc une erreur
relative de 0.7% par rapport & la valeur exacte. Nous avons &galement
considéré une nouvelle concentration (0.045 mg/ml comparativement &
0.043 mg/m1) et le résultat en fut le méme comme le démontre le graphi-

que #20, p. 143.

Comme nos résultats avec cette protéine furent trés satisfaisants

nous sommes passés d la G actine qui est beaucoup plus complexe.

Poids moléculaire de 1a G actine (muscle de lapin). Dans ce cas, les

résultats obtenus a4 trés faible pression de surface ne sont pas linéaires.
Nous avons donc considéré les valeurs de pression dans la région linéaire
soit de 0.100 - 0.400 x 10'5 newton/cm (dyne/cm). De plus nous avons poussé
notre étude en ajoutant de l1a phallofdine qui avait donné des résultats im-

portants pour la stabilisation.
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Nous avons donc tracé& la moyenne des courbes obtenues pour les deux

premiers jours puis pour les deux autres jours suivants.

Nous n'avons remarqué aucune différence avec ou sans utilisation
de 1a phalloidine, donc & faible pression et & 1'6tat monomoléculaire i1
ne semble pas y avoir d'interaction molécule/molécule assez forte pour se
lier et donner un dimére. Par contre, si 1'on prend un &chantillon &gé
de deux jours et que 1'on dépose 4 1'interface air/eau, nous obtenons un
P.M. de 82,000, donc un dimére. On ne peut toutefois conclure avec cer-
titude dans ce dernier cas puisque 1'ATP se dégradant avec le temps peut
causer cette augmentation du poids molé&culaire puisque chaque molécule de

prot&ine tend alors 4 Se grouper par polymérisation.

Par contre un poids molé&culaire de 37,500 a &t& déterminé pour les
deux premiers jours (graphique #21). Nous obtenons donc une erreur relati-
ve de 12.8% en comparant avec le P.M. obtenu par la séquence des acides
aminés déterminés par Elzinga, M. et coll. (1973) qui est de 42,300 g/mole.
I1 faut ajouter qu'il s'agit 13 de résultats préliminaires et que les mé-
thodes de purification de cette prot&ine &tant de beaucoup améliorées il

sera plus facile de confirmer ce que nous avons d&ja avancé.

Poids moléculaire du cytochrome c.(coeur de cheval). Vues les différen-

tes difficul tés obtenues pour la G actine, i1 a été trés intéressant de prendre
le cytochrome ¢ et de travailier & faible pression de surface. 11 a déja été
mentionné que le cytochrome c est extrémement stable et donc nous devrions

obtenir de bons résultats. En effet, en tragant la courbe FA en fonction de

F (graphique #22), nous avons pu déterminer en extrapolant d F une valeur

—-D
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de 12,600 comme poids moléculaire. Le poids moléculaire déterminé par

Wainio, W.W. (1970) est de 12,400 g/mole (voir. tableau #10 p.159).

On constate donc que notre systéme peut trés bien répondre dans les
régions de faible P.M. et de fort P.M., soit le'cytochrome c et 1'albumi-
ne de bovin respectivement. Mais, il nfa pas été démontré que nous puis-
sions travailler dans la région intermé&diaire donc la prochaine é&tape fut
d'utiliser 1'ovalbumine puisque 1a Q_actine ne répond pas de fagon tout

d fait linaire 3 faible pression de surface.

Poids moléculaire de 1'ovalbumine. Comme pour le cas précédent 1'o-

valbumine n'a pas décu. En effet, apré&s plusieurs tests et en tragant 1la
moyenne des courbes obtenues nous pouvons dé&terminer un P.M. de 41,000
(graphique #23). Si 1'on compare & 1a valeur obtenue par la séquence des
acides aminés qui est de 40,000 (voir tableau #10 p.159) nous pouvons

confirmer Ta validité de nos résultats.

Voyons maintenant quelle sera la valeur du poids moléculaire pour
une protéine plutdt instable et dont la controverse quant & son poids mo-

1éculaire est de pleine actualité.

Poids moléculaire de la rhodopsine de bovin. Si nous avons pensé

déterminer le P.M. de Ta rhodopsine de bovin c'est justement d0 aux ré-
sultats satisfaisants obtenus avec les différentes protéines. Il y a
également le fait que cette prot&ine était, d'aprés nos données expéri-

mentales, trds pure donc trés adéquate.
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Graphique 22. Dé&termination du poids moléculaire du cytochrome c: systéme

d faible pression de surface.
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En appliquant la technique de faible pression de surface avec la
rhodopsine nous obtenons un P.M. de 32,400 g/mole comme le démontre le
graphique #24 qui représente la courbe moyenne des données expérimentales.
Ces résultats ont d'ailleurs &té publiés dans Vision Research par Kossi,

C.N., Munger, G., et Leblancy-R.M. (1977).

Nous venons de franchir 1'étape finale de notre travail. Cette der-
nidre partie nous a démontré qu'il €tait possible de travailler & de trés
faibles pressions de surface et que nous pouvions &galement utiliser Ta
caractéristique des films gazeux dans la dé&termination du poids moléculai-

re.

Sans plus tarder, voyons dans la discussion et la conclusion qui va
suivre la comparaison de notre systé@me avec d'autres méthodes et avec les
systémes utilisant comme nous les mémes formules mais des principes d'ap-

pareillage différents pour les mesures de faible pression de surface.

Afin de faciliter cette comparaison, les tableaux #9 et #10 nous per-
mettront une plus grande compréhension. Ces résultats représentent la
détermination des poids moléculaires & faible pression de surface de 1'al-
bumine bovine, de 1a G actine et de 1'ovalbumine puis le poids moléculaire

des proté&ines &tudiées selon différentes méthodes.
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DISCUSSION SUR LA DETERMINATION DU POIDS
MOLECULAIRE DES PROTEINES A L'INTERFACE AIR/EAU

La qualité de nos expériences et de la bonne marche de notre travail
a 6té facilitée par trois facteurs importants: premidrement la pureté des
divers produits, deuxiémement la qualité des montages, en particulier celui
d faible pression de surface, nous permettant de prendre des mesures d des

pressions aussi faibles que 0.001 x 1073

newton/cm (dyne/cm), et finalement
la grande pureté& de 1'eau. Cette dernidre fut traitée et retraitée de tou-
tes les fagons imaginables pour en arriver finalement 3 de tr&s bons résul-
tats en utilisant le syst@me millipore puis la double distillation dans le

systéme en quartz.

Si 1'on compare les résultats obtenus pour 1'albumine de bovin avec
un systéme conventionnel et celui fonctionnant avec les fibres optiques 3
faible pression de surface, nous obtenons une erreur relative de 3.5% com-
parativement & 0.7% pour notre propre montage. Le graphique #25 mohtré a
la page 153 nous donne la valeur du poids moléculaire (P.M.) obtenu & for-
te pression de surface. Pour 1'albumine de bovin les résultats sont 3 peu
pr&s toujours semblables. Cependant, dépendant du manipulateur, des erreurs
variant de 5 @ 10% sont couramment obtenues & "forte" pression de surface
i.e., prises entre 0.1 et 1 x 107 newton/cm (dyne/cm). On comprend donc
aisément la nécessité d'un systdme plus adéquat pour des mesures plus exac-

tes.

Le tableau #9 de la page 155 nous permet de constater la variation du
P.M. pour 1'albumine de bovin selon la sensibilité du systéme. Celui employé
par Tvaroha, B. (1954) avait une sensibilité de 0.001 x 107° newton/cm (dyne/

cm) et il n'a pu obtenir une précision supérieure i 3% sur la mesure du P.M.
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Graphique 25. Détermination du poids moléculaire de 1'albumine de bovin: systéme
d forte pression de surface.
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de 1'albumine de bovin. Ce dernier a utilisé la méthode micromanométrique
qui se veut précise au millidyne, mais nous croyons qu'il n'en est pas le
cas. Selon nous les fluctuations apportées par le balancier, avec fil de
torsion vertical, sont beaucoup trop grandes pour des mesures aussi préci-

Ses.

Pour 1'ovalbumine, le P.M, dépend de l1a sous-phase. Nous avons cons-
taté qu'avec 1'acétate de sodium nous obtenions un poids moléculaire de
41,000 donc une erreur relative de 2.3% avec celui de la composition en
acide aminé (voir annexe p. 184). Plusieurs auteurs ont utilisé le sulfa-
te d'ammonium et ont obtenu des P.M. de 45,000. Probablement que voyant
la valeur de 40,000 obtenue par Guastalla, J. (1939b), sur une sous-phase
d'acide chlorhydrique 0.01N, Bull, H.B. en 1945a,c a pensé qu'il se produi-
sait une solubilisation. Mais depuis nous savons que due & sa forte hy-
drophobicité la proté&ine est trés peu soluble & 1'interface air/eau ce qui

confirme la valeur obtenue par Guastalla, J. en 1939b.

Derni&rement le P.M. de 1a G actine fut déterminé en 1972 & faible pres-
sion de surface par Yegiazarova, A.R. et coll. mais la mé&thode de purifica-
tion de la prot&ine n'était pas tré&s bonne. Ces derniers obtinrent un P.M.
de 58,100 comparativement & la valeur de 42,300 obtenue par le poids des
acides amin&s composant la prot&ine correspondant & une erreur relative de 27.1%.
Dans notre cas, nous obtenons une erreur relative de 12.8% pour un P.M. de
37,500. En conclusion, sur la G actine, nous pouvons affirmer que notre sys-
téme et surtout notre préparation nous ont permis d'obtenir une valeur plus
précise. Le P.M. de 1a G actine dépend de certains facteurs comme: 1la con-

centration d'ATP, de phallofdine, de KC1 et le pH qui devront &tre examinés

dans une étude future.



Tableau 9. Détermination du polds moléculaire & faible pression de surface selon différents auteurs.

FJ
Surface m"/mg ensibilite Polds molécu-
Protéine Sous-phase Solvant (8 5x10"° newton/cm) IG'E newton/cm V. laire g/mole  Reference
Albumine de (NH,),S0, 5% 0 1.2 0.1 70,000 Bull, H.B. (1950)
bovin pH: 5.0
25%
Albumine de H,S0, 0.1 M NaCl 0.15 M 0.001 68,000 Tvarcha, B. (1954)
bovin {sopropanol
0.01%
Albumine de H,S0, 0.01 M " 0.001 68,000 Tvarcha, B, (1954)
bovin 2
Albumine de H,0 H,0 0.89 0.01 65,000 Muramatsu, M. & Sobotka, H.
bovin 2 (1962)
NaCl ou KC1 NaCl ou KCI 0.89 0.0 68,000
0.5 : o 0.5 : 0
pH: 5. pH: 5.
+ 0.019C
Albumine de Tampon tris Hzﬁ 0.89 0.001 66,480 Munger, G. (présent travail)
bovin 0.1 mM b 5.0-5.2
pH: 5.8 pr: 9.0=5.
220C
G actine KCT 0.1M Hgl:lz 1 mM 0.54 0.0 58,100 Yegiazarova, A.R. & Taalishvili,
ATP 0.5 M .M. (1972)
G actine KC1 0.1 M 0.51 0.00 110,000 Yegiazarova, A.R. & Zaalishvili,
“3”1 0.025 M H.M. (1972)
pH: 7.0
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Surface nz;ng gmsibinu Polds molécu-

Protéine Sous-phase Solvant (a 5x10-5 newton/cm) 10~3 newton/cm vV lafre g/mole  Neféremce
G-actine ATP 0.2 mM ATP 0.5 mM 0.54 0.001 37,500 Munger, G. (présent travail)
Caﬂz 1 mM CaCl, 1 mM 82,000
Tampon tris HC1 ECT 0.1 M
25 mM Tampon tris HC1
pH: 6.0 25 mM
230C pH: 6.0
23%
Cytochrome c Tafnpm carbona- Tampon carbona- 0.86 0.001 12,600 Munger, G. (présent travail)
te 1 mM te 1T mM
pH: 10.0 pH: 10.0
23.50¢C 23.5%
Ovalbumine HC1 0.01 N 0.001 40,000 Guastalla, J. (1939)
Ovalbumine I'.m'|412504 35% _ 0.82 0.1 44,000 Bull, H.B. (1945)
Ovalbumine [HH“ESO‘ 5% .08 0.1 45,000 Bull, H.B. (1950}
pH: 3.60
Ovalbumine {HHq'.ile]# 5% 1.02 0.1 45,000 Bull, H.B. (1950}
pH: 5.00
Ovalbumine {HH4]25I_'I4 5% 1.18 0.1 45,000 Bull, H.B. (1950)
pH: 11.95 )
Ovalbumine IIHH412504 1% 2.15 0.1 45,000 Bull, H.B. (1950)
pH: 2.3
Ovalbumine Mgso, 5% ; 0.89 0.1 45,000 Bull, H.B. (1950}
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2
_ Surfgce m fmg ensibilite Polds molécu-
Protéine Sous-phase Solvant (@ mn_g newton/cm) 10-5 newton/em ¥ lafre g/mole  RETErence
Ovalbumine [NH“}ZSD‘ 2.6 M 1.16 0.001 44,900 Mishuck, E., & Eirich, F. (1954)
pH: B.5
Ovalbumine Acétate de sodium  H,0 0.92 0.0 41,000 Munger, G. (présent travail)
0.5 nM pH: 5.5
23oC 530¢
Rhodopsine Tampon tris HC1 Tampon tris HCI 2.85 x 10'3 iz_f 0.001 32,400 Koss1, C.N., Munger, G., & Leblanc
0.2 mM 0.2 MM Triton molécule R.M. l:'l!??i
pH: 5.8 X-100 0.05% ’
230¢ pH: 5.8
239¢

L51
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Pour ce qui est du cytochrome c, i1 n'y a pas eu dans le passé,
de détermination par faible pression de surface du P.M.. Toutefois si
1'on compare nos résultats & ceux de la littérature, obtenue par d'au-
tres méthodes, nous constatons que la précision est comparable. Le P.M.
déterminé est de 12,600 soit une erreur relative de 2.0% sur Ta valeur de
12,400 selon Wainio, W.W. (1971) (voir tableau #10 p.159). Encore 14,
nous constatons 1'efficacité de notre montage bas@ sur le principe de fi-

bres optiques et de phototransistors.

La derni@re protéine &tudiée fut la rhodopsine qui est tr@s con-
troversée en ce gqui concerne son P.M.. I1 varie de 26,000 & 40,000 sui-
vant les techniques expérimentales et la purification comme le démontrent Tles
résultats du tableau #10 & la page 159. En ce qui nous concerne, un P.M.
moyen de 32,400 g/mole serait une valeur r&aliste. Plusieurs &léments con-
firment ce résultat puisque notre pureté est excellente et que nous travail-
lons avec un systé&me idéal i.e., qu'il démontre une trés grande sensibilité
et une détermination trés exacte pour différentes proté&ines, donc i1 devrait
en &tre de méme pour la rhodopsine pure. Un seul &lément peut faire varier
sensiblement le P.M. et c'est le Triton X-100 contenu & 0.05% en solution
avec notre proté&ine. Cependant nous ne croyons pas que le Triton X-100 in-
fluence & plus que 2 - 3% la valeur du P.M. Ce dernier peut faire varier
le P.M. en favorisant une solubilisation partielle de la rhodopsine dans
la sous-phase. En regardant les ré&sultats obtenus pour la courbe de pres-
sion de surface, & la page124, et en comparaison avec le nombre d'acides ami-
nés (273, voir annexe p.185) i1 est normal d'obtenir une surface d'environ

0.6 mzfmg a5x 107 newton/cm (dyne/cm). Un résultat de ce genre nous



Tableau 10.

Poids moléculaires obtenus selon différentes méthodes.

Protéine

Méthode

Poids moléculaire

Référence

Albumine de
bovin

Ultracentrifugation
Acides aminés

Pression osmotique

Diffusion
Sédimentation 4 1'équilibre
Rayon-X

Pression de surface avec balance
verticale

Chromatographie sur Sephadex
G-100 et G-200

Coefficient de sédimentation
Viscosité intrinsé&que
Pression de surface avec
micromanométre

Chromatographie sur Sephadex
G-100

Gel de polyacrylamide

Gel de polyacrylamide en présen-
ce de SDS

67,500
66,100
69,000

65,360
65,360
65,000
68,000

65,000

65,000
68,000

66,590

66,700

68,000
69,000

Svedberg, T. et Sjoegren, B. (1928)
Edsall, J.T. (1946)

Scatchard, G., Balchelder, A.C. et
Brown, A. (1944)

Greeth, J.M. (1952)
Greeth, J.M. (1952)
Low, B.W. (1952)

Tvaroha, B. (1954)

Morris , C.J.0.R. (1964)

Davidson, B.E. et Hird, F.J.R. (1967)

Tanford, C., Kawahara, K. et Lapranje
S. (1967)

Christodoulou, A.P. (1968)

Squire, P.G., Moser, P. et 0'Konski,
C.T. (1968)

Weber, K. et Osborn, M. (1969)
Fish, W.W. (1975)
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Protéine Méthode Poids moléculaire Référence

Albumine de Faible pression de surface 66,480 Munger, G. (présent travail)
bovin (fibres optiques)
Cytochrome c Chromatographie sur Sephadex 13,000 Morris, C.J.0.R. (1964)
G-100 et G-200
Gel de polyacrilamide 11,700 Weber, K. et coll. (1969)
Acides aminés 12,400 Wainio, W.W. (1971)
Constante d'équilibre 14,000
Faible pression de surface 12,600 Munger, G. (présent travail)

(fibres optiques)

G actine Pression de surface avec 52,000 Egiazarova, A.R. et Nadareishvili,
balance verticale K. Sh. (1973)
Acides aminés 41,785 Elzinga, M., Collins, J.H., Kuehl, W.M,
et Adelstein, R.S. (1973)
Faible pression de surface 37,500 Munger, G. (présent travail)
(fibres optiques) 82,000
Ovalbumine Electrodyalise 34,500 Svedberg, T. et Nichols, J.R. (1926-1927)
Ultracentrifugation 40,500 Svedberg, T. (1937)
Acides aminés ' 40,000 Greenberg, D.M. (1951)
Chromatographie sur Sephadex 45,000 Morris, C.J.0.R. (1964)

G-100 et G-200
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Protéine Méthode Poids moléculaire Référence

Ovalbumine Osmométrie 43,000 Castellino, F.J. et Barker, R. (1968)
Acides aminés 40,000 Dayhoff, M.0. et Eck, R.V. (1967-1968)
Gel de polyacrilamide 43,000 Weber, K. et coll. (1969)
Gel de polyacrilamide en 43,500 Fish, W.W. et coll. (1969)

présence de SDS

Faible pression de surface 41,000 Munger, G. (présent travail)
(fibres optiques)

Rhodopsine Centrifugation 40,000 Hubbard, R. (1954)

de bovin
Purifié sur Sephadex G-25 . 28,600 Shields, J.E., Dinovo, E.C., Henriksen,

R.A., Kimbel, R.L., Jdr, et Millar, P.G. (1967)

Purifié sur Sephadex et agarose 27,000-30,000 Heller, J. (1968)
Electrophorése 35,000 Cavanagh, H.E. et Wald, G. (1969)
Purifié par filtration sur gel, 40,000 Deamen, F.J.M., De Grip, W.J. et Jansen,
électrophorése sur gel d'acri- P.ALA, (1972)
lamide, délipidation enzymatique
Purifié au Triton X-100 par 35,000 Lewis, M.S., Krieg, L.C. et Kirk,
ultracentrifugation W.D. (1974)
Faible pression de surface 32,400 Munger, G. (présent travail)

(fibres optiques)
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porte & croire cependant qu'une partie de la protéine se retrouve en so-
lution sauf si elle est trés compressible. Donc i1 faudra &laborer notre
travail du cGté de la sous-phase i.e., en augmentant la concentration de
sel ou en se rapprochant du point iso€lectrique pour conclure avec certi-

tude.

L'une des analyses les plus intéressantes, suite aux résultats que
nous avons obtenus, serait pour chaque proté&ine, de tracer les courbes théo-
riques de FA en fonction de F selon 1'équation de Singer, S.J. (1948). Cet-

te dernidre peut &tre formulée de la facon suivante:
KT 4 x -1, 2z 2 3
F:‘E:[]ﬂ{]'r}'[T]xz.ln{.l-}:ﬁ'—]]
(voir introduction p. 13)
pression du film
surface a4 la pression indiquée
constante de Boltzmann

température absolue

x: le degré de polymérisation pour un polymére et dans le cas d'une
protéine le nombre de résidus d'acides aminés dans la molécule

aL: surface occupée par chaque molécule compressée

z: nombre de coordination ou nombre de positions pouvant &tre occupées
par un segment du peptide en relation avec un segment adjacent.

— 7= T T

Donc si 1'on attribue des valeurs constantes 3 z et EL, nous trouve-

rons alors pour chaque A un F correspondant.

Etant donné que le but premier n'est pas la comparaison entre la
méthode expérimentale et théorique, nous avons donc choisi d'analyser
les courbes de 1'ovalbumine obtenues selon différentes méthodes expé-

rimentales par rapport 2 1'équation de Singer.
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L'interprétation de notre courbe expérimentale pour 1'ovalbumine,
d faible pression de surface, comparativement aux résultats de Guastalla,

J. (1939b), Bull, H.B. (1945a) et Singer, S.J. (1948) nous est donnée
dans le tableau #11.

TABLEAU T1

Détermination du poids moléculaire de 1'ovalbumine @ 1'interface air/eau
expérimentalement et thé&oriquement.

Systéme Précision Sous- Poids
de détection (x10~2newton/cm) phase moléculaire Reéférences
Micromanom&tre 0.001 HC1 - 0.01N 40,000 Guastalla, J. (1939b)
Plaque de 0.005  (NH,),S0,, 35% 45,000  Bull, H.B. (1945a)
Wilhelmy
Théorique: = e;eee eeees 45,000 Singer, S.J. (1948)
z = 2.015
Capteur de 0.0005 Acétate de Na 41,000 Munger, G. (présent
déplacement 0.005N travail)
(phototransistor)

Ces données sont extraites des graphiques #26, p. 164, et #27,
p. 165. Si 1'on compare les résultats de chacun de ces graphiques il
y a tout d'abord une tr&s grande différence dans 1'échelle des mesures,
soit de 0.001 & 0.100 x 107 newton/cm (dyne/cm) par rapport 3 0.05 a

0.40 x 1072 newton/cm (dyne/cm).

Les valeurs de P.M. sont d'ailleurs un reflet de cette précision
puisqu'il y a une erreur relative de 10% selon Bull, H.B. et Singer, S.J.

comparativement 3 2.5% dans notre cas et 0% pour Guastalla, J. (193%)
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Courbe de FA en fonction de F pour 1'ovalbumine a 1'interface air/eau selon
Guastalla, J. (1943) et Munger, G. (présent travail).
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dont la courbe expérimentale du graphique #26 a &t& obtenue par une trans-
formation de sa courbe de pression F tracée en fonction de la concentration
(F en mi1lidyne/cm et ¢ en mi11igrannmfmzl. Toutefois, selon 1'équation de
Singer i1 n'est pas exact de donner une précision sur un graphique puis-
qu'il s'agit de valeurs théoriques qui dépendent des valeurs de z et de a

L
choisies.

I1 est donc possible de déterminer un P.M. avec précision si 1a métho-
de de mesure est trés sensible & faible pression de surface et si 1'on tra-
vaille sous des conditions précises. De plus, il est important de signaler
que les valeurs expérimentales peuvent Etre comparées efficacement avec
celles théoriques si 1'on choisit adéquatement les données expérimentales:
pourcentage de flexibilité donc nombre de coordination, surface occupée par

chaque molécule compressée et le nombre d'acides aminés.

Pour certaines proté&ines que 1'on a expérimenté soit: 1'albumine de bo-
vin, 1'ovalbumine et le cytochrome c, i1 aurait &té& intéressant de retirer
le film de la surface et de prendre un spectre de la rotation optique. Nous
aurions pu en tirer des informations sur 1'état de la protéine i.e., si elle
se dénature 3@ 1'interface air/eau, par le changement de 1'angle de rotation.
Comme 1'appareillage pour exécuter un tel travail n'est pas disponible, nous

envisageons donc de construire une cellule spéciale et d'appliquer le prin-

cipe dans un avenir prochain.
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CONCLUSION

Suite d cette discussion i1 est intéressant de constater, face
aux autres méthodes de détermination des poids moléculaires, que nous
avons, grace a notre méthode optique, obtenu des résultats concrets.
Le tout se confirme davantage lorsque 1-'on compare nos données avec la
Tittérature et que 1'on en arrive & des erreurs relatives inférieures
d& 5%, sauf pour la G actine qui est vraiment une protéine qui demande
une plus longue étude sous différentes conditions: concentration d'ATP,

de phalloidine, de KC1 et bien entendu de pH.

Maintenant que nous avons passé 1'étape principale, c'est-d-dire
de standardisation nous pouvons maintenant envisager d'autres d&bouchés
pour un tel systéme. De ce fait, le but principal qui vient se greffer
d ce stade de notre travail est 1'étude de 1'énergie d'interaction de
différents constituants de la membrane interne du chloroplaste. IT est
maintenant possible que des projets de recherche intéressants se concré-
tisent dans ce domaine et ainsi poursuivre le travail dans le but de nous

permettre d'approfondir les connaissances de notre milieu de vie.
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ANNEXE

Nous avons cru bon de rajouter ici deux tableaux se rapportant aux

caractéristiques principa]es de chacune des protéines.

Le premier se rapporte & la composition en gramme d'acide aminé par
100 g. de protéine. On connait tré&s bien leur composition de nos jours ce
qui peut faciliter le travail préliminaire dans 1'estimation de la surfa-

ce occupée par la protéine & 1'interface air/eau.

Le second tableau permet dans notre investigation pré&liminaire de
prévoir le pH utilisable pour la sous-phase puisque 1'on connait le point
iso&lectrique de chaque proté&ine. On peut également se baser sur le rap-
port entre ré&sidus polaires et non-polaires dans 1'interpré&tation d'une
solubilisation possible. Dans ce tableau on a aussi certaines valeurs du
pourcentage d'alpha-hé&licité et du pourcentage de flexibilité qui n'ont pas
&té trés employées par les auteurs travaillant sur les monocouches de pro-
téine. Par contre, le nombre de résidus par molécule est une donnée prin-
cipale et nous permet d'évaluer rapidement le poids moléculaire de la pro-

t&ine.
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Tableau 12

Composition en g/100g en acide aminé pour les protéines &tudiées.

Acides G-act1nE(1] Albumine (@) Eytochrume-g_{a} Oval- (4) Rhndop;wts}
aminés (muscle de lapin] de bovin (coeur de cheval) bumine sine de bovin
Alanine 6.11 8.13 3.52 6.7 7.02
Arginine 1.46 3.89 2.73 5.7 6.31
Asparétique 10.75 9.36 : 7.56 9.3 8.64-
(acide)

Cystéine 1.42 6.18 1.69 0.5 2.62
Glutamique 13.64 13.32 13.05 10.5 11.16
(acide)

Glycine 4.96 2.83 5.6 3.1 19.01
Histidine 3.82 3.00 3.44 2.3 3.87
Isoleucine 10.35 2.30 5.35 7.0 7.34
Leucine 8.10 10.78 5.62 9.2 10.41
Lysine 6.60 9.89 19.72 6.3 6.87
Méthionine 6.02 0.71 2.07 5.2 4.37
Phenylalanine 4.72 4.59 4.53 7.7 12.71
Proline 5.19 4.95 3.27 3.6 7.87
Serine 6.17 4.59 0.15 8.2 7.23
Thréonine 7.50 5.65 8.36 4.0 8.43
Tryptophane  2.06 0.35 1.54 10.6 T eee-
Tyrosine 6.90 3.36 4.93 3.7 11.16
Valine 5.84 6.18 2.42 7.1 . 8.83
R&férences.

1. Elzinga, M., Collins, J.H,, Kuehl, W.M, et Adelstein, R.S. (1973)
Sober, H.A. et Harte, R.A. (1968-70)

Margoliash, E., Kimmel, J.R., Hi11l, R.L. et Schmidt, W.D, (1962)
Long, C. (1968)
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Tableau 13.
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Caractéristiques principales des protéines &tudiées.

Albumine G-actine Cytochrome ¢ Ovalbu- Rhodopsine
de bovin  (muscle de (coeur de mine de bovin- -
Tapin) cheval)
P.M. (voir tableau #10 p. 159)
Nombre de rési- 588 374 ' 104 387 273
dus par chafne
SH 1 5 2 2 6
nb de chafne 1 1 1 1 1
rapport entre ré- 1.56 --- 2.1 1.26 -
sidus polaires
et non-polaires
pH1 4.9 4.6 10.0 4.8 5.1
% flexibilité 3.0 --- --- - 0.8 a8 pH7 ---
4.5 3 pH 1 ou?

% a-hélicité 504 —--

27.0% .oxidé 45% _——
34.0% réduit






