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Figure 4.35 (première échelle de temps) 

Photocourants lents. Électrodéposition des membranes pourpres. 

Électrolyte: KCI100 mM, tampon citrate 10 mM pH 7.0 ou pH 3.0 

- bRe_pH3 
8 - bRe_pH7 

~,-., 

e 6 
Col 

-< 
:::l. 4 '-' -= co 
'" = 2 Q 

U 

0 

o 20 40 60 80 
Temps (jlS) 

Figure 4.36 (deuxième échelle de temps) 

Photocourants lents. Électrodéposition des membranes pourpres. 

Électrolyte: KCI100 mM, tampon citrate 10 mM pH 7.0 ou pH 3.0 
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Figure 4.37 (troisième échelle de temps) 

Photocourans lents. Électrodéposition des membranes pourpres. 
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Figure 4.38 (quatrième échelle de temps) 
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Photocourants lents. Électrodéposition des membranes pourpres. 
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À la deuxième figure (4.36) les deux signaux se séparent. Avec l'électrolyte à pH 

7.0, le courant négatif revient progressivement vers zéro alors qu ' à pH 3.0 nous avons un 

signal positif avant de revenir vers zéro. 

Finalement, dans les deux dernières figures nous observons une inversion des 

courants entre pH 7.0 et pH 3.0 et une phase de courant positive supplémentaire pour 

l'électrolyte à pH 3.0. 

Pour expliquer ces résultats, nous considérons que les courants enregistrés sont 

directement couplés au transport vectoriel de protons à travers la membrane pourpre. 

Contrairement aux déposition par séchage, nous n'observons pas un effet indirect du 

transport de protons traduit par une variation de pH, mais bien le transport lui-même. Cette 

différence majeure d'observation des photocourants vient du fait que la membrane pourpre 

est électrodéposée plutôt que séchée. Nous pourrions qualifier la méthode de séchage 

comme un moyen passif de déposition par opposition à l'électrodéposition qui est une 

méthode active. 

Dans le cas du séchage, la membrane pourpre en solution est laissée à elle-même et 

s' oriente lentement au fil de l'évaporation de la solution pendant plusieurs heures. Par 

contre, avec l' électrodéposition la membrane pourpre est forcée brutalement pendant 

quelques secondes à se coller à l' électrode dans un fort champ électrique. Cette façon de 

faire crée un lien intime entre l'électrode et la couche de membranes éliminant ainsi la 

phase aqueuse entre l'électrode et la couche de membranes que nous avions par séchage. 

Ce lien intime entre l'électrode de travail et la couche de membranes pourpres permet 

d'éliminer cette zone de diffusion des protons, qui persiste après séchage, entre l'électrode 

et la couche de membranes, éliminant ainsi les variations de pH aux abords de l' électrode. 

Il s'en suit une lecture directe des mouvements de protons à l'intérieur de la membrane 

pourpre. 

A partir de .ces dernières considérations, nous allons analyser chacune des phases 

de nos courbes de photocourants. Pour ce faire nous ferons référence au tableau 4.6 

répertoriant les constantes de temps qui ont été ajustées à chacune des courbes. De ces 

constantes de temps nous ferons un lien avec les intermédiaires du photocycle de la 
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bactériorhodopsine et le modèle de transport de protons de Le Coutre et Gerwert, (1996). 

Commençons par la réponse photoélectrique avec l'électrolyte à pH 7.0 que nous 

avons scindée en quatre phases distinctes à la figure 4.39. 

La première phase correspond, comme nous l' avons déjà mentionné, au courant 

inverse au sens du pompage de protons causé par l'isomérisation du rétinal. Ce courant 

répertorié dans la littérature comme étant la composante BI du signal photoélectrique de la 

bactériorhodopsine est associé aux transitions bR~K~L du photocycle de la 

bactériorhodopsine. 

À la phase deux nous avons un courant négatif dans le sens du pompage par la 

molécule. Les constantes de temps que nous avons trouvées pour cette étape nous 

démontrent une correspondance entre ce courant et le passage des intermédiaires L, M et N 

du photocycle. Sachant que lors de cette transition il y a éjection par la bactériorhodopsine 

d'un proton, nous pouvons associer cette phase à cette éjection. Ceci est en accord avec la 

nomenclature B2 du photocourant de la bactériorhodopsine. 

La phase trois est associée à la composante B3. Remarquons que ce courant est 

aussi dans le sens du pompage de protons. Les constantes de temps que nous lui avons 

trouvées nous permettent d'y voir le passage de l' intermédiaire N à l'intermédiaire O. Cette 

phase coïncide donc avec la capture du proton par la bactériorhodopsine. 

La dernière phase n'est pas répertoriée dans la littérature comme faisant partie de la 

nomenclature des composantes BI , B2 et B3. Nous expliquons ce courant positif comme 

étant le résultat de la diffusion de protons à travers la couche de membranes pourpres 

déposées. En effet, le transfert de protons du côté cytoplasmique de la membrane au côté 

extracellulaire crée un potentiel électrique qui force un nombre égal de charges positives à 

revenir à travers la membrane pour équilibrer le champ électrique. Ce déplacement de 

charges se produisant donc du côté extracellulaire vers l'électrode de travail, il en résulte 

un courant positif. Puisque nous supposons que ce courant est une diffusion à travers la 

membrane et qu'il n' est pas un effet direct du mécanisme interne de pompage de la 

bactériorhodopsine, nous n'associons pas ce déplacement de charges à aucun intermédiaire 

du photocycle de la bactériorhodopsine. 
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Figure 4.39 

Photocourant. Membrane pourpre électrodéposée, électrolyte à pH7. 
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Passons maintenant à la figure suivante et analysons les courants recueillis avec une 

solution conductrice à pH3 .0. Cette fois-ci nous avons divisé le photocourant en cinq 

phases distinctes. 

Pour l' interprétation de ces courants à pH 3.0 nous considérerons, comme à la 

section 4.4.4, que la bactériorhodopsine a un ordre de pompage inversé par rapport à un 

milieu à pH 7.0. Pour se rafraîchir la mémoire, rappelons nous que la bactériorhodopsine à 

pH 3.0 capte un proton avant l'éjection d'un autre proton, alors qu'à pH 7.0 il Y a éjection 

avant capture. 

À la première phase nous voyons encore une fois le courant positif dû à 

l'isomérisation du rétinal et associé à la fois à ' la composante BI du photocourant de la 

bactériorhodopsine et au passage de bR à l'intermédiaire L. À la phase deux il y a 

apparition d'un courant négatif dans le sens du pompage de protons et dont les constantes 

de temps sont associées aux intermédiaires L et M. En apparence cette phase est tout à fait 

semblable à son homologue à pH 7.0. Mais partant de l'hypothèse qu'à pH 3.0 l'ordre de 

pompage est inversé, nous interprétons donc ce premier courant négatif comme étant la 

capture des protons par les bactériorhodopsines. De ce fait nous associons donc cette phase 

à la composante B3 de la nomenclature du photocourant de la bactériorhodopsine puisque 

nous sommes dans une phase de capture. 

À la troisième étape nous constatons des différences majeures entre un électrol yte 

à pH 3.0 par rapport à pH 7.0. À pH 7.0 nous avions la continuité du courant négatif de la 

phase deux représentant la fin du processus de pompage de la molécule. À pH 3.0 nous 

avons un courant positif inverse au sens de pompage. Il y a donc un temps d'arrêt dans le 

processus de pompage apparent de la bactériorhodopsine. Comme dans la dernière étape du 

photocourant à pH 7.0, nous expliquons ce courant positif comme un retour de charges 

positives à travers la membrane pourpre pour équilibrer le potentiel électrique créé par la 

capture de protons. Durant cette étape il y a soit absence ou soit présence de faibles courants 

internes à la bactériorhodopsine associés au pompage de protons et ainsi une dominance du 

courant d'équilibre. 
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Figure 4.40 

Photocourant. Membrane pourpre électrodéposée, électrolyte à pU3. 
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Nous pouvons supposer que ce laps de temps est utilisé par la bactériorhodopsine 

pour effectuer un certain nombre de modifications internes lui permettant de procéder à 

l'éjection de son proton en trop. En effet, à pH 3.0 la bactériorhodopsine a une inversion de 

son ordre de pompage et ne suit donc pas un processus normal. À pH 7.0 la 

bactériorhodopsine éjecte un proton avant d' en reprendre un autre . Il y a donc défaut d' une 

charge positive pendant un certain temps. Par contre, à pH 3.0 il Y a capture avant éjection 

ce qui amène le surplus d'une charge positive. D'autre part nous savons de la littérature 

(Varc et Lanyi, 1989) qu ' il Y a absence de l'intermédiaire N dans le photocycle de la 

bactériorhodopsine à pH 3.0. Cet intermédiaire, associé à pH neutre à la reprotonnation du 

chromophore par le transfert d'un proton de l' aspartate 96 au r~tinal, ne semble plus 

nécessaire dans les conditions présentes. La molécule n'ayant pas encore éjectée le proton 

provenant du rétinal, ce dernier n' a pas à être reprotonné, laissant en suspens la charge 

positive déjà admise à l'intérieur de la molécule et provoquant ainsi le temps d'arrêt que 

nous observons dans cette phase trois. 

À la phase quatre nous revenons à un signal négatif dans le sens du pompage que 

nous relions à l'éjection du proton par la bactériorhodopsine. Puisqu'il s' agit d'une phase 

d' éjection nous l'associons à la composante B2 de la nomenclature du photocourant de la 

bactériorhodopsine. Les constantes de temps vont dans le sens de l'apparition de 

l'intermédiaire O. 

Finalement la dernière phase du signal est positive et nous l'associons au courant 

de diffusion de charges à travers la membrane rétablissant ainsi l'équilibre électrique de 

part et d'autre de la membrane. Comme à pH 7.0, nous n'associons pas d'intermédiaire à 

ce courant puisque nous considérons qu'il ne s'agit pas d'un courant de pompage par la 

bactériorhodopsine. 
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Tableau 4.6 

Constantes de temps pour photocourants avec membranes pourpres électrodéposées 

avec électrolyte à pH 7.0 et pH 3.0. 

Électrolyte: KCllOO mM, tampon citrate 10 mM pH 7.0 ou pH 3.0 

Électrolyte pH7 Électrolyle pH3 

Amplitudes Constantes Amplitudes Constantes 
de temps de temps 

1 exp. 3.1 108 ns 2.1 163 ns 

2 exp. 0.14 1.11 ~s 0.12 2.82 ~s 

3 exp. -0.047 55.8 ~s -0.056 41.6 ~s 

4 exp. 0.0041 479 ~s 0.0072 742 ~s 

5 exp. -0.024 2.24 ms 0.027 3.37 ms 

6 exp. 0.012 6.97 ms -0.029 9.68 ms 

7 exp. 0.0041 43 .1 ms 

Note: "exp." signifie exponentielle. 

En résumé de cette section, la méthode de déposition par électrodéposition permet 

d'obtenir des photocourants représentant le sens du déplacement des protons lors du 

pompage de ces derniers par les bactériorhodopsines. Les cinétiques de courant 

enregistrées avec l'électrolyte à pH 7.0, comportent les mêmes composantes que dans la 

littérature (voir figure 4.17) soit BI , B2 et B3 ainsi que la même fonne . Cet accord entre 

nos résultats et ceux de la littérature nous pennet d'analyser avec confiance les cinétiques 

avec l'électrolyte à pH 3.0 puisque nous n' avons pas, de comparaisons avec la littérature 

dans ce cas. Sachant que la bactériorhodopsine à pH 3.0 voit son ordre de pompage inversé, 

les phases deux et quatre ont été associées respectivement à la capture et à l'éjection du 

proton. Ceci nous permis d'identifier un temps d' arrêt apparent de pompage à la phase trois, 

coïncidant avec le surplus d' une charge positive à l' intérieur de la bactériorhodopsine et 
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possiblement associable à l'absence de l' intennédiaire N dans de telles conditions. 

Les figures 4.41 et 4.42 résument de façon schématique les mouvements de protons 

à l'intérieur de la bactériorhodopsine et de sa membrane. 

Figure 4.41 

Schéma des déplacements de protons pour la membrane pourpre électrodéposée avec 

électrolyte à pH 7.0 
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Figure 4.42 

Schéma des déplacements de protons pour la membrane pourpre électrodéposée avec 

électrolyte à pH 3.0 
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4.4.7 Comparaison entre les photocourants avec et sans Enflurane pour les 

dépositions par séchage; solution électrolytique à pH7. 

Nous savons (Boucher et al., 1996; Messaoudi et al. , 1992) que la 

bactériorhodopsine en présence d'Enflurane offre des caractéristiques particulières tant au 

niveau du déplacement de son maximum d' absorbtion qui passe de 570 nm à 480 nm qu 'au 

niveau de la vitesse de ses cinétiques optiques. Ainsi, la vitesse d' apparition de son 

intermédiaire M est accélérée et la vitesse de disparition de ce même intermédiaire est 

considérablement réduite. Nous pouvons par conséquent parler d'un bloquage partiel de 

l'intermédiaire M ou plus précisément d'une accumulation de cet intermédiaire. D'où une 

grande diminution de l'efficacité de pompage de la molécule. 

Nous avons comparé les photocourants pour les dépositions par séchage (séchage à 

pH 7.0 et pH 3.0 avec ou sans traitement par polylysine) avec un électrolyte tamponé à pH 

7.0 et les photocourants obtenus avec un électrolyte tamponé à pH 7.0 et en présence 

d'Enflurane dissout à saturation. Les quatre figures qui suivent ( 4.43, 4.44, 4.45, 4.46 ) 

montrent ces comparaisons pour chaque type de déposition. Les graphiques en médaillons 

montrent les mêmes signaux qu 'en premier plan mais avec un facteur de normalisation qui 

ajuste leurs amplitudes. De ces normalisations il est nettement visible que les signaux sont 

tout à fait semblables entre les électrolytes avec ou sans Enflurane et ce, pour les quatres 

types de dépositions. Par contre les graphiques principaux nous montrent bien qu ' il y a 

diminution de l'amplitude des signaux par rapport à ceux obtenus sans Enflurane. Ce 

résultat est cohérent avec la diminution de l'activité de pompage de la bactériorhodopsine 

traitée aux anesthésiques (bR480). 

Ce qui est surprenant, c'est la vitesse et la forme des cinétiques qui semblent 

invariantes entre les deux formes de la bactériorhorodopsine (bR570 et bR480). Comme 

nous l' avons mentionné un peu plus haut, ceci nous est montré qualitativement par les 

graphiques en médaillons. Mais de façon quantitative, le tableau 4.7 affichant les 

constantes de temps associées à chacune des cinétiques, nous montre qu'il n'y a pas de 

différence significative entre la bactériorhodopsine native et sa forme bR480. 
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Figure 4.43 

Photcourants lents. Déposition par séchage des membranes pourpres. 
Déposition par séchage à pH 7,0 avec traitement par polylysine. Éleétrolyte: KCll00 mM ou KCI 

100 mM plus Enflurane dissout en saturation, tampon citrate 10 mM pH 7.0. 
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Photcourants lents. Déposition par séchage des membranes pourpres. 
Déposition par séchage à pH 7.0. Électrolyte: KCll00 mM ou KCll00 mM plus Enflurane dissout en 

saturation, tampon citrate 10 mM pH 7.0. 
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Figure 4.45 

Photcourants lents. Déposition par séchage des membranes pourpres. 
Déposition par séchage à pH 3.0 avec traitement par polylysine. Électrolyte: KCll00 mM ou KCI 

100 mM plus Enflurane dissout en saturation, tampon citrate 10 mM pH 7.0. 
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Photcourants lents. Déposition par séchage des membranes pourpres. 
Déposition par séchage à pH 3.0. Électrolyte: KCI 100 mM ou KCll00 mM plus Enflurane dissout en 

saturation, tampon citrate 10 mM pH 7.0. 
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Pour bien comprendre les résultats qui suivent, nous avons repris le tableau 4.3 

affichant les constantes de temps des dépositions par séchage avec électrolyte à pH 7.0 de 

la section 4.4.3. À ces résultats nous avons rajouté sur fond gris les constantes de temps 

pour les dépositions correspondant avec électrolyte à pH 7.0 plus Enflurane. Nous avons 

gardé la même structure de tableau avec les trois groupes correspondant à la figure 4.27 

puisque nous avons le même type de cinétiques. 

Tableau 4.7 

Constantes de temps pour photocourants transitoires lents avec électrolyte à pH 7.0 

avec ou sans Enflurane. 

Groupe 1 Groupe 2 Groupe 3 

1 exp. 

(Amp) 't (ilS) 

2 exp. 

(Amp) 't (ilS) 

3 exp. 

(Amp) 't (ms) 

4 exp. 

(Amp) 't (ms) 

5 exp. 

(Amp) 't (ms) 

163 (0.57) 632 (0.43) 2.01 (-0.79) 105 (-0.21) 38.4 

Amplitude relative (Amp): ... normalisation à l' unité de la somme des amplitudes des cinétiques d'un même 
groupe. 
Amplitude positive: .......... .... Aoexp(-tlt) 
Amplitude négative: .. ............ - Aoexp( -tlt) 
bRL_7: ............ .. .. .................. MP à pH 7.0 séchée sur platine traité avec polylysine. 
bRL_3: ................ .................. MP à pH 3.0 séchée sur platine traité avec polylysine. 
bRs_7 : .......... .................... ..... MP à pH 7.0 séchée sur platine nu. 
bRs_3 : .................................. . MP à pH 3.0 séchée sur platine nu. 
N: ...................... .. ... ... .. ...... .. .. MP native. 
E: .................... ...... ........ ......... MP plus Enflurane. 
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Ainsi, comme nous le disions un peu plus haut, il n' y a pas de différence 

significative entre les deux fonnes de bactériotrhodopsine. Les groupes et les temps des 

cinétiques sont globalement les mêmes. Sachant que les cinétiques optiques de l'apparition 

et de la disparition de l'intennédiare M sont influencées par la présence d'Enflurane, il nous 

semblait clair que les phases deux et trois des photocourants, associées à l'intennédiaire M 

à la section 4.4.3 auraient dû subir la même influence. 

En effet, l'apparition de l'intennédiaire M étant accélérée en présence d'Enflurane, 

la phase deux du photocourant devrait l'ê.tre tout autant. De même, la phase trois du 

photocourant en présence d'Enflurane devrait être ralentie puisque la dispariton de 

l'intennédiaire M se trouve elle-même ralentie . . 

Pour expliquer cette discordance spécifique à ces conditions entre les cinétiques 

optiques et électriques, il faut revenir à notre modèle d'interprétation des photocourants 

pour des dépositions par séchage. Comme nous l'avons déjà discuté, les courants observés 

avec les dépositions de membranes pourpres par séchage ne sont pas une lecture directe du 

déplacement vectoriel des protons interne à la bactériorhodopsine. Il s'agit plutôt d' une 

lecture indirecte du transport de protons par la mesure des variations de pH. Ainsi ces 

variations de pH ne sont sensibles qu'aux variations de la densité de protons à l'interface 

de l'électrode de travail et de la couche de membranes pourpres, et à la diffusion des 

protons 'vers cet interface. Par conséquent les variations des vitesses de déplacement des 

protons à l'intérieur de la bactériorhodopsine ne génèrent pas de courants assez importants 

pour être perçus dans les échantillons préparés selon ces types de déposition. 
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4.4.8 Comparaison entre les photocourants avec Enflurane (bR480) et sans Enflurane 

(bR570) pour les films préparés par électrodéposition; solution électrolytique à pH7. 

Cette dernière section compare les photocourants de la bactériorhodopsine avec et 

sans Enflurane pour le cas de la membrane pourpre électrodéposée. Comme nous le voyons 

dans les figures 4.47 et 4.48, nous avons des différences majeures entre les photocourants 

avec et sans la présence d'Enflurane. Dans un premier temps, notons que la première partie 

du signal de la bR480 (Enflurane) est très accélérée par rapport à la bRS70 (sans Enflurane). 

La figure 4.47 ainsi que son graphique en médaillon illustre bien cette accélération. Nous 

voyons entre autres dans le graphique en médaillon que le premier courant négatif de la 

bR480 revient vers zéro alors que le courant de la bRs70 n'a pas atteint son minimum. Pour 

sa part, la figure 4.48 nous montre les mêmes photocourants sur une échelle de temps plus 

grande. À cette plus grande échelle de temps nous remarquons l'inhibition des dernières 

phases de courant lent. 

Figure 4.47 (première échelle de temps) 

Photocourants lents. Membranes pourpres électrodéposées. 

Électrolyte: KCll00 mM avec ou sans Enflurane dissout en saturation, tampon citrate 10 mM pH 7.0. 
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Figure 4.48 (deuxième échelle de temps) 

Photocourants lents. Membranes pourpres éle~trodéposées. 

Électrolyte: KCI100 mM avec ou sans Enflurane dissout en saturation, tampon citrate 10 mM pH 7.0. 
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Regardons plus en détail chacune des phases des photocourants à partir de la figure 

4.49 et du tableau 4.8 répertoriant les constantes de temps ajustées à chacune des courbes. 

La figure 4.49 est une reprise de la figure 4.39 de la section 4.4.6 de laquelle nous n'avons 

gardé que le photocourant de la membrane pourpre électrodéposée avec électrolyte à pH 

7.0 et à laquelle nous avons superposé le photocourant en présence d'Enflurane. Cette 

figure nous est utile pour comparer les effets de l'Enflurane avec les quatre phases de 

courant que nous avons établies pour la membrane pourpre électrodéposée. 

La première phase des signaux comporte toujours le pic d'isomérisation pour les 

deux conditions expérimentales et l'on voit que les constantes de temps sont similaires. Les 

changements surviennent immédiatement après ce pic de courant. Nous voyons qu'en 

présence d'Enflurane il y a une grande accélération des cinétiques suivant le pic de départ 

jusqu'au milieu de la deuxième phase. Dans le cas de l'électrolyte sans Enflurane le courant 

négatif de départ n'atteint pas son minimum avant le début de la deuxième phase et 
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l'apparition de ce courant, associé au passage de l'intermédiaire L à l'intermédiaire M, a sa 

propre constante de temps. Par contre, en présence d'Enflurane ce courant négatif est 

presque revenu à zéro pendant la première phase et son apparition se confond avec la 

disparition du pic de courant de départ éliminant ainsi une constante de temps. Par analogie 

avec les courants sans Enflurane, ce premier courant négatif est associé au passage de 

l'intermédiaire L à l'intermédiaire M mais avec une très grande accélération. Puis le retour 

vers zéro de ce courant se poursuit de la phase 1 au début de la phase 2 par l'intermédiaire 

de deux exponentielles rapides qui n'ont pas d'équivalent pour le cas sans Enflurane. Nous 

relions ces deux dernières exponentielles à la fin de l'apparition de l'intermédiaire M car, 

comme le montre le tableau 4.9, c'est l'apparition de l'intermédiaire M qui est accélérée 

avec la bR480. 

Poursuivons maintenant avec la fin de la phase 2 et de la phase 3. Dans le cas du 

photocourant sans Enflurane nous avons trois exponentielles qui correspondent à l'éjection 

et à la capture du proton dont celle du centre qui est positive et qui marque bien le début de 

la capture. Par contre pour la bR480 nous n'avons que deux exponentielles de faibles 

amplitudes qui ramènent progressivement le signal à zéro. Cette dernière observation qui 

ne montre aucune évidence de pompage de protons par la bR480 est en accord avec la 

littérature qui démontre qu'il y a une très faible activité de pompage observable entre autres 

par le grand ralentissement de la cinétique optique de la disparition de l'intermédiaire M. 

Nous pouvons prendre connaissance de l'importance de ce ralentissement avec le 

tableau 4.9. 

Par la suite, à la phase 4 nous avons un courant d'équilibre dans les deux conditions 

expérimentales, mais celui qu'on observe en présence d'Enflurane est très faible en raison 

de l'activité de pompage réduite dans de telles conditions. 
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Figure 4.49 

Bactériorhodopsine électrodéposée, électrolyte à pH 7.0 avec ou sans Enflurane. 
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Tableau 4.8 

Constantes de temps pour photocourants avec membranes pourpres électrodéposées 

et électrolyte à pH 7.0 avec et sans Enflurane. 

Électrolyte: KCI 100 mM, tampon citrate 10 mM pH 7.0, Enflurane dissout en saturation selon le cas. 

Électrolyte pH7 Électrolyte pH7 + Enf 

Amplitudes Constantes Amplitudes Constantes 
de tert.IPs de temps 

Phase 1 1 exp. 0.78 108 ns 0.68 118 ns Phase 1 

2 exp. 0.035 1.11 ils -0.068 0.889 ils 

Phase 2 3 exp. -0.047 55.8 ils -0.06 8.58 ils Phase 2 

Phase 3 4 exp. 0.0041 479 ils -0.029 32.6 ils 

5 exp. -0.024 2.24 ms -0.004 1.17 ms Phase 3 

Phase 4 6 exp. 0.012 6.97 ms 0.0006 9.41 ms Phase 4 

Amplitude positive: .. ..... ..... .. Aoexp(-t/'t) 
Amplitude négative: ........... ... - Aoexp(-tlt) 

Tableau 4.9 

Constantes de temps associées à l'apparition et à la disparition de 

l'intermédiaire M412• 

Cinétiques obtenues par photolyse éclair, faisceau d'analyse à 410 om. 

Apparition de M412 Disparition de M412 

1 exp. 2 exp. 3 exp. 4 exp. 

(Amp) 't (J..I.S) (Amp) 't (J..I.S) (Amp) 't (ms) (Amp) 't (ms) 

bR570 (0.14) 16.2 (0.86) 66.5 (0.38) 1.82 (0.62) 4.65 

bR480 (0.56) 8.5 (0.44) 32.3 (0.51) 14.7 (0.49) 154 
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En résumé, contrairement aux méthodes de séchage, l' électrodéposition des 

membranes pourpres nous offre la possibilité d' observer les différences entre les 

photocourants de la bR570 et de la bR480. Les courants recueillis en présence d'Enflurane 

reflètent bien ce que l' on connaît du comportement de la bR480. Ainsi nous avons une 

accélération très marquée des courants associés à l' apparition de l'intermédiaire M, sui vie 

d 'une quasi absence de déplacement de charges montrant bien la faible capacité de la bR480 

à pomper des protons en lien avec le blocage de son intermédiaire M. 

Nous terminerons cette section en revenant sur une observation que nous avons 

faite à la section 4.3.4 figure 4.14. À ce moment nous analysions les résultats des 

photocourants en régime continu en présence d'Enflurane et nous remarquions que dans le 

cas des membranes pourpres électrodéposées, le signal de la bactériorhodopsine n'était pas 

réversible après l'enlèvement de l'Enflurane. C'est-à-dire que le photocourant observé 

après avoir enlevé l'Enflurane était différent de celui mesuré avant l'ajout d'Enflurane , 

alors que nous savions que le spectre UV-Visible de la bactériorhodopsine était totalement 

réversible. 

Nous avons donc recueilli à partir de la section présente les résultats nécessaires 

pour observer si le phénomène est toujours visible avec les photocourants transitoires . Nous 

avons enregistré le photocourant pour la membrane électrodéposée après avoir retiré 

l'Enflurane de l'électrolyte par deux vidanges successives. Ce résultat a été rajouté à ceux 

déjà montrés plus haut à pH 7.0 et avec Enflurane et affiché aux figures de la page suivante. 

Nous remarquons que comme dans le cas des signaux en régime continu, il n' y a pas 

complète réversibilité des signaux après élimination de l'Enflurane. Quoique les signaux 

avant et après }'Enflurane soient semblables, il y a un ralentissement général de l'ordre de 

30% des cinétiques après traitement puis élimination de l'Enflurane. Ceci est aussi mis en 

évidence quantitativement au tableau 4.10 affichant les constantes de temps des 

exponentielles ajustées aux signaux. 
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Figure 4.50 (première échelle de temps) 

Photocourants lents avant et après Enflurane. Membranes pourpres électrodéposées. 
Électrolyte: KCI100 mM, tampon citrate 10 mM pH 7.0, Enflurane dIssout à saturation selon le cas. 
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Figure 4.51 (deuxième échelle de temps) 

Photocourants lents avant et après Enflurane. Membranes pourpres électrodéposées. 
Électrolyte: KCI100 mM, tampon Citrate 10 mM pH 7.0, Enflurane dissout à saturation selon le cas. 
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Tableau 4.10 

Constantes de temps pour photocourants avec membranes pourpres électrodéposées 

et électrolyte à pH 7.0 avant et après avoir enlevé l'Enflurane. 

Électrolyte: KCllOO mM, tampon citrate 10 mM pH 7.0. 

Électrolyte pH7 avant Enf. Électrolyle pH7 après Enf. 

Amplitudes Constantes Amplitudes Constantes 
de temps de temps 

Phase 1 1 exp. 0.78 108 ns 1.47 146 ns 

2 exp. 0.0.35 1.11 ~s 0.65 1.49 ~s 

Phase 2 3 exp. -0.047 55.8 ~s -0.078 64.2 ~s 

Phase 3 4 exp. 0.0041 479 ~s 0.017 510 ~s 

5 exp. -0.024 2.24 ms -0.016 3.29 ms 

Phase 4 6 exp. 0.012 6.97 ms 0.009 12.2 ms 

Amplitude positive: ....... ....... Aoexp(-tlt) 
Amplitude négative: ....... ... .... - A oexp( -tlt) 
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5 Conclusion générale. 

5.1 Dichroïsme et photocourant en régime continu. 

Dans un premier temps, nous avons confirmé par dichroïsme linéaire qu ' il Y a 

modulation du dipôle électrique permanent de la membrane pourpre en fonction du pH. Ces 

variations de dipôle électrique conjuguées avec nos différents procédés de déposition nous 

permettent d'orienter la bactériorhodopsine dans ces deux configurations possibles; soit 

côté cytoplasmique ou côté extracellulaire face à l'électrode de déposition. 

Dans un deuxième temps nous avons observé les photocourants en régime continu 

pour nos cinq procédés de déposition dans le but de démontrer un lien entre le sens des 

courants observés et l' orientation des membranes pourpres. Les résultats obtenus se sont 

avérés incohérents et ne se prêtèrent pas à une interprétation raisonnable. Par conséquent, 

nous avons conclu à la faiblesse de cette méthode d'observation par rapport aux objectifs 

de notre travail dû à la convolution et à la superposition des photocourants recueillis. 

5.2 Photocourant transitoire. 

Dû au manque d'informations obtenues par l' observation des photocourants en 

régime continu, nous avons effectué des mesures de photocourants transitoires . Ces 

derniers résultats furent riches en informations et nous permirent de vérifier nos hypothèses 

et d'établir une interprétation des courants. 

5.2.1 Photocourant transitoire partie rapide. 

De l'observation des parties rapides des photocourants transitoires nous vérifions 

que le sens des courants enregistrés est directement relié au sens d'orientation de la 

membrane pourpre obtenue avec nos méthodes de dépositions. De ceci nous démontrons 

qu'il y orientation spontanée des membranes pourpres avec les dépositions par simple 

séchage sans aucun traitement de la plaque de déposition et que cette orientation est 

déterminée par le dipôle électrique permanent de la membrane versus le pH de séchage . 
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Nous montrons aussi que le premier pic de courant associé à l'isomérisation du 

rétinal n'est pas influencé par les différentes solutions électrolytiques que nous utilisions 

lors des mesures. Ainsi les variations de pH de la solution électrolytique entre pH 7.0 et 

pH 2.0 et la présence d'Enflurane ne modifient pas les déplacements de charges internes à 

la molécule lors de l'isomérisation. 

De plus à pH 2.0 il n'y a que le courant d'isomérisation qui est observable et aucun 

autre courant relié au transport de protons vers l'extérieur ou l'intérieur de la molécule, 

confirmant ainsi l'absence de pompage de la bactériorhodopsine à ce pH. 

5.2.2 Photocourant transitoire partie lente. 

À partir des résultats des parties lentes des photocourants transitoires, nous avons 

dû séparer nos résultats en deux groupes demandant des hypothèses différentes pour 

expliquer l'origine de leurs photocourants: les dépositions par séchage et les dépositions 

par électrodéposition. 

5.2.2.1 Déposition pas séchage. 

Dans le cas des dépositions par séchage le sens des photocourants lents ne 

correspond pas au sens d'orientation des membranes pourpres. De plus, les photocourants 

recueillis sont tous semblables pour un même électrolyte quelque soit le type de déposition 

par séchage. Finalement il y a inversion des signaux entre les électrolyte à pH, 7.0 et à 

pH 3.0. 

Pour expliquer l'origine et le comportement de ces courants nous faisons appel à 

l'hypothèse de Robertson et Lukashev et à l'inversion de la séquence de pompage de la 

bactériorhodopsine à pH 3.0 par rapport à pH 7.0. Ainsi nous expliquons la similitude des 

photocourants pour différents électrolytes avec une même déposition par l'hypothèse d'une 

lecture indirecte des courants de pompage de protons par des variations de pH à l'interface 

platine membrane pourpre. Pour ce qui est de l'inversion de signal entre les électrolytes à 

pH 7.0 et pH 3.0 nous mettons en cause l'inversion de la séquence de pompage. Nous avons 
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remarqué aussi qu'il n'y a pas de différences majeures entre les photocourants avec et sans 

présence d'Enflurane, mais seulement une diminution de l'intensité des courants reliée à la 

baisse de la capacité de pompage de la bactériorhodopsine rouge (bR480) . Cette absence de 

différence dans la forme des courbes de courants obtenus est le résultat de la lecture 

indirecte des courants de pompage par des variations de pH nous empêchant de voir les 

différences de courants de transport de protons à l'intérieur de la bactériorhodopsine . 

5.2.2.2 Électrodéposition. 

Dans le cas de l'électrodéposition l'hypothèse de Robertson et Lukashev ne peut 

être utilisé pour expliquer les photocourants par l'entremise de variation de pH à l'interface 

platine membrane pourpre. En effet, l'électrodéposition crée un lien intime à l' interface 

platine membrane pourpre éliminant la zone aqueuse de variation de pH et nous permet 

d'observer le véritable courant de pompage vectoriel de la bactériorhodopsine. Cette 

lecture directe des courants de pompages de protons nous permet d'observer des 

différences de réponse photoélectrique entre les différents électrolytes. 

Des différences marquées sont observées entre les photocourants avec électrolyte à 

pH 7.0 et pH 3.0. Ces différences sont expliquées en tenant toujours compte de l' hypothèse 

d'inversion de la séquence de pompage entre pH 7 et pH3. Nous identifions aussi un temps 

d'arrêt dans la séquence de pompage inversée à pH 3.0 associé au surplus d'une charge 

positive et à l'absence de l'intermédiaire N dans cette condition. 

Des différences sont aussi observées entre les photocourants avec et sans la 

présence d'Enflurane dans l'électrolyte. De ces données nous avons pu identifier la partie 

des courants associée à l'accélération de l' apparition de l'intermédiaire M380 et l'absence 

de pompage relié au blocage de ce même intermédiaire pour la bactériorhodopsine en 

présence d'Enflurane. Nous observons aussi une réversibilité presque complète des 

photocourants vers 'leur forme initiale après l'enlèvement de l' Enflurane. 
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5.3 A venues de recherche et potentiel technologique. 

5.3.1 A venues de recherche. 

Pour procéder plus avant dans cette recherche, il nous faudrait normaliser nos 

procédés de déposition par séchage afin de pouvoir effectuer des comparaisons en 

amplitude entre les divers types de dépositions. Il faut aussi améliorer la combinaison 

amplificateur/cellule électrolytique afin d'augmenter le temps de réponse du système et 

d'améliorer le rapport signal sur bruit. 

En plus des améliorations techniques, il faut poursuivre par la caractérisation des 

deux types de jonctions que nous avons identifié, soit les jonctions par séchage et les 

jonctions par électrodéposition. Ces caractéristiques devraient nous mener finalement à une 

connaissance des potentiels de jonction et à une modélisation des courants et des 

déplacements des porteurs de charge en cause. 

5.3.2 Potentiel technologique. 

Comme nous le savons, le monde industriel est avide de procédés simples et rapides 

pouvant s' appliquer à des productions à grande échelle et à coût minime. À ce niveau le 

procédé de déposition par simple séchage est tout à fait approprié. Ainsi, par exemple, la 

production de capteurs à base de bactériorhodopsine, demandant la déposition de 

membranes pourpre sur des électrodes, serait grandement avantagée par la technique de 

déposition par simple séchage par rapport aux techniques de déposition par monocouches 

de Langmuir-Blodgett ou d'électrodéposition. Les deux dernières méthodes que nous 

venons d'énoncer demandent des infrastructures plus imposantes et des conditions 

beaucoup plus rigoureuses. 

De plus nous avons démontré qu ' il y a orie~tation des membranes pourpres par 

simple séchage et que l'on peut choisir cette orientation (cytoplasmique ou extracellulaire) 

en fonction du pH de séchage. Cette possibilité d'orientations inverses et du même coup de 

photocourants inverses, sera sûrement générer des idées d'applications très prometteuses 

aux spécialistes des transferts technologiques. 
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