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Introduction

Les protéines sont des agents tensioactifs naturellement présents dans les produits
alimentaires. Elles sont impliquées dans la stabilité de la plupart des émulsions naturelles,
telles que le lait. Elles stabilisent les émulsions et les mousses modeles de facon tres efficace
vis a vis du processus de coalescence. L'utilisation de protéines natives ou modifiées en tant
qu'agents moussants ou émulsifiants dans les formulations alimentaires ou cosmétiques est

donc potentiellement intéressante et retient l'attention des industriels.

L’adsorption des protéines aux interfaces gaz/liquide et liquide/liquide a acquis ces
derniéres années une certaine maturité. La compréhension de la plupart des systemes étudiés
et des sujets abordés est encore partielle, mais de plus en plus de résultats expérimentaux et de
prévisions théoriques sont confrontés avec succeés. L’interprétation des résultats de ces
systémes fait de plus en plus appel aux théories élaborées dans le cas des polymeres

organiques.

Pour décrire des structures aussi complexes que les solutions de protéines, il fallait
disposer de modeles théoriques suffisamment puissants qui tiennent compte des interactions
mises en jeu entre la protéine et le solvant d'une part et la protéine et l'interface d'autre part,
suffisamment réalistes pour étre applicables a de nombreux cas pratiques, suffisamment
simples enfin pour pouvoir étre compris et utilisés. En se basant sur I’importance des lois
d’¢échelles dans la physique des polyméres’, P.G. de Gennes a ouvert la voie. Il a donné une
nouvelle vision de la physique”. Une physique ou théoriciens et expérimentateurs parlent le
méme langage, une physique qui n’ignore plus les autres disciplines qu’elle soient
scientifiques ou non. Tres vite, les nouveaux concepts d’échelle ont été appliqués au cas
spécifique des polymeres aux interfaces. En 1977, S. Alexander traite le cas des couches de
polyméres greffés®. Lorsque des chaines de polyméres sont fixées par I'une de leurs
extrémités sur une paroi immergée dans une solution de bon solvant et que leur densité par
unité de surface est suffisamment importante, elles s’étirent mutuellement pour former une
sorte de « brosse ». En 1981, P.G. de Gennes montre qu’une couche de chaines de polymeres
adsorbées a I’interface d’une solution de bon solvant, a une remarquable structure auto-
similaire”’. Depuis, de nombreux physiciens se sont plus ou moins inspirés de ses travaux,

pour décrire des systeémes de plus en plus complexes, telles que les protéines, en s’efforcant



d’étre aussi réalistes et aussi simples que possible et en tenant compte pour chaque nouveau

systeme déja connu et qui en fait spécificité.

La wvérification expérimentale de ces résultats théoriques n’a pas ét¢ immédiate.
D’abord, parce que jusque dans le courant des années 1970, malgré les travaux de quelques
pionners comme A. Silberberg”’, I’étude des polyméres aux interfaces était pergue par les
expérimentateurs comme un domaine difficile a intégrer dans un schéma général. Leurs
recherches étaient surtout motivés par de vastes perspectives d’applications, allant de la
stabilisation colloidale a la purification des eaux usées®. Ensuite, parce qu’il n’est pas
toujours facile de synthétiser des systémes proches des modeles théoriques. Enfin, parce que
les techniques  spectroscopiques’”,  hydrodynamiques™’, ellipsométriques’’  ou
tensiométriques %, principalement utilisées jusqu’en 1985 dans la physique des interfaces ne
permettent pas de sonder la structure interne d’une couche a 1’échelle moléculaire. Les

13,14

progrés du génie chimique, le recours aux techniques de réflectivité et de diffusion

15,1
centrale des neutrons’'>'°

, le développement de techniques enticrement nouvelles, telles que
les mesures de fluorescence par ondes évanescentes de rayon X' ou la machine a mesurer les
forces entre surfaces'®, ont progressivement permis aux études expérimentales de rejoindre
les études théoriques. A partir de 1987, de tres belles expériences sont réalisées par réflexion
de neutrons pour étudier notamment 1’interdiffusion de couches de polyméres'’, la transition

, N . N . 21
ordre désordre a Iintérieur de films minces de copolyméres~’, I’adsorption de surfactants

22 3 .
ou de polymeres ™ a la surface d’une solution.

Notre intérét est d’étudier le comportement d'adsorption, a l'interface air / liquide,
d'une protéine modele bien-connue, la caséine 3. L'interface air / eau sert comme un excellent
modele de la surface hydrophobe pour étudier l'adsorption de protéine parce qu'elle est
homogene et facilement reproduite. Les premiéres et initiales mesures des protéines aux
interfaces sont liées aux isothermes d'adsorption. Graham et Phillips'23 ont constaté que la
saturation de la mono-couche de la protéine, se produit a 2 ou 3 mg/m? et ceci coincide avec

la réduction maximale dans la surface et les tensions interfaciale.

Les mesures d'isotherme sur la caséine B faites par Hunter et al** en grande partie
confirment et étendent les études de Graham et Phillips. Par des calculs de la moyenne d’une
surface par molécule dans le plateau d'adsorption, Hunter et al** déduisent que peut-étre, un

tiers de la protéine est orienté en dehors de la surface de l'interface. Dans la littérature, une



structure a deux couches a été souvent suggérée pour la caséine 3 a l'interface. Dickinson et
al.™ ont employé la réflectivité de neutron pour étudier la caséine B adsorbés aux interfaces
air / eau et huile / eau. Ils ont ajusté leurs résultats par le modele a deux-couches, avec une
fraction volumique de 0,94 dans la premiére couche, d'épaisseur 20 A, et 0,14 a 0,21 dans la
seconde couche, d'épaisseur 50 a 70 A. A l'interface air / eau et pour une concentration en
volume de 5 x 10 % en masse, la concentration de surface est estimé de 3,8 mg/m2 . IIs ont
observé seulement de petites différences pour les deux types d'interfaces. FEtudiant
l'adsorption de la caséine B sur les mono-couches d’OTS, Fragneto et al*® ont étonnamment
trouvé que la précédente concentration de surface est élevée, étant donné que leur surface
devrait étre beaucoup plus hydrophobe par rapport a I’interface air / eau. Cependant, leurs
données, pour une concentration en volume de 5 x 10 % en masse, ont été bien adaptées par
le modéle a deux-couches dans lequel la premiére couche a une épaisseur de 23 A et une
fraction de volume de 0,61. La deuxiéme couche a une épaisseur de 35 A et une fraction de
volume de 0,12. Dans une autre étude récente par réflectivité de neutron, Atkinson et al”’ ont
trouvés, pour une concentration en volume de 5 x 10~ % en masse, une concentration de
surface de 2,13 mg/m” et une couche globale d'épaisseur de 54 A. Caldwell et al”®. ont étudié
I'adsorption de la caséine B sur une bille de latex de polystyréne et ils ont déduit par diffusion
de la lumiére dynamique une épaisseur de la couche de 150 A. Des résultats semblables ont
¢été obtenus par réflectivité des rayons X avec des concentrations de caséine 3 augmentant de
10 & 1000 mg/L. Harzallah et al®’ ont donnés une interprétation qu’une partie des blocs
hydrophobes de la protéine est éjectée dans la phase liquide pour former un quasi-fondu du

cOté air de ’interface.

I1 est clair des résultats cités ci-dessus qu'une compréhension compléte du processus
d'adsorption de la caséine 3 n'a pas ét¢ encore réalisée. Il est cependant vraisemblable que le
comportement des protéines s’écartent sensiblement de celui de molécules idéales car les
interactions entre monomeres (acides aminés) sont fortes et nombreuses, conduisant souvent,
en solution a des structures compactes et, aux interfaces, a des propriétés rhéologiques
(module de compressibilité) marquées. En présence d’agents dénaturants qui diminuent les
interactions entre monomeres, les propriétés des protéines en solution se rapprochent de celles

de polyméres en conditions de bon solvant™"’

. L’étude de leur comportement d’adsorption a
I’interface eau/air, dans ces conditions, devrait aussi permettre de juger, par comparaison avec

le cas ou il n’y a pas de dénaturant, de I’importance des interactions entre les monomeéres dans



la structure et les propriétés des couches interfaciales. L’étude de la dissociation des micelles
par diffusion de neutrons aux petits angles (LLB Saclay), précédant celle des couches
d’adsorption, permettra de définir des milieux ou la protéine est en bon ou assez bon solvant.
Dans ces conditions de milieu, on déterminera la structure de la couche d’adsorption formée a
I’interface avec I’air, en particulier I’épaisseur et la fraction volumique en protéine. La
comparaison de ces parameétres des couches d’adsorption formées en présence et en absence
de dénaturant devrait refléter la variation de qualité du solvant. On s’attend, en particulier, a
une diminution de la fraction volumique en protéine. L’interprétation des résultats obtenus par
réflectivité des neutrons (LLB Saclay) devra s’appuyer sur la connaissance de la structure de
I’interface du milieu dénaturant dépourvu de protéine. Il ne semble pas possible de préparer
des solutions ou le contraste pour les neutrons entre 1’eau et I’agent dénaturant soit suffisant.
Cette partie de I’étude a été effectuée par réflectivité des rayons X a I’ENS. Le changement
des qualités de solvant et de comportement d’agrégation , devrait aussi se manifester dans les
propriétés thermodynamiques de la couche d’adsorption. Celles-ci ont été étudiées par
tensiométrie a I’équilibre et en régime dynamique de fagon complémentaire a I'INRA

(Reims).

Dans le premier chapitre de ce mémoire, nous présentons un rappel détaillé des
propriétés importantes des protéines, aussi bien en solution qu’au voisinage d’une interface.
Nous présentons brieévement les caractéristiques structurales et physico-chimiques des
protéines et les méthodes couramment employées pour leur purification et leur caractérisation.
L’exposé sera limité aux protéines du lait de vache et en particulier a la caséine 3 dont 1’étude

des propriétés d’agrégation et d’adsorption est le principal objectif de cette thése.

Dans le deuxieme chapitre, seront présentées les méthodes, les expériences utilisées et
quelques principes théoriques pour étudier les propriétés structurales des milieux colloidaux.
Nous présentons brievement les techniques de diffusion des neutrons, de réflectivité de

neutrons et du tensiomeétre a bulle.

Lors du troisieme chapitre, nous caractérisons dans une premiere partie la caséine
B en solution par diffusion des neutrons aux petits angles et nous €tablions des courbes de
transition entre 1’état micellaire et 1’état de chaine a volume exclu en fonction de la

concentration en chlorure de guanidinium et de la température.



Dans une seconde partie, nous étudions la structure et les propriétés de surface de la
protéine a I’interface air/liquide dans les mémes conditions par de mesures de réflectivité des
neutrons et de tensiométrie statique et dynamique. L’interprétation des résultats a 1’aide du
modele thermodynamique développé a partir d’'un modele de polymere asymétrique, permet
de juger I’importance des conditions de solvants et des interactions entre monomeres sur la

structure et les propriétés des couches d’adsorption de protéines a I’interface air/liquide.

Nous donnons une conclusion générale qui résume 1’ensemble des résultats obtenus au

cours de notre études et qui permet de monter les perspectives de développement de ce travail.



CHAPITRE 1

GENERALITES

es protéines du lait sont parmi les plus largement consommées. La longue histoire de
leur inclusion dans le régime alimentaire des humains et la facilité relative avec
laquelle les fractions principales des protéines du lait peuvent étre préparées a partir
du lait cru ont fait de ce fluide I'un des domaines d’intérét des premiers biochimistes tels que
Hammarsten et Linderstrom-Lang. En conséquence, les protéines du lait sont les mieux
caractérisées de toutes les protéines nutritives. Par exemple, la structure primaire des
principales protéines du lait est connue. Les plus communes de ces protéines sont les caséines.
Leur conformation et leurs propriétés physiques ne sont ni celles des protéines globulaires ni

celles des protéines fibreuses.

Ce premier chapitre concerne les caractéristiques structurales et physico-chimiques
des protéines et les méthodes couramment employées pour leur purification et leur
caractérisation. L’exposé sera limité aux protéines du lait de vache, et en particulier a la
cas¢ine 3 dont 1’é¢tude des propriétés d’agrégation et d’adsorption est le principal objectif de

cette these.

1. LES PROTEINES

1.1.  structure native des protéines

Les protéines sont des macromolécules constituées d’une ou plusieurs chaines formées
, . . ., . . - . . .
d’une succession d’acides aminés unis par des liaisons peptidiques. Il existe une vingtaine

d’acides aminés dans les protéines naturelles. Chaque acide aminé possede un groupement



amine, NH,, et un groupement carboxylique, CO,H, faiblement acide porté par le méme

atome de carbone asymétrique. La formule générale est :

R—CH—CO,H

NH,

ou R représente la chaine latérale, aussi appelée résidu.

La séquence des acides aminés le long de la chaine détermine la structure primaire. La
structure secondaire résulte du fait que des liaisons hydrogeéne s’établissent entre 1’oxygene
d’un carboxyle et I’hydrogene d’un résidu aminé des liaisons peptidiques, formant ainsi des
structures en hélice a ou en feuillet B. La structure tertiaire résulte de 1’organisation d’une
chaine peptidique en une configuration compacte mettant en contact des acides aminés
¢loignés dans la chaine. Elle est maintenue par des forces de liaison non covalentes de faible
énergie et parfois par des liaisons bisulfure entre résidus cystényls. Cette organisation dispose
les radicaux actifs dans un ordre qui conditionne I’activité fonctionnelle de la protéine. La
structure quaternaire correspond a 1’assemblage de plusieurs unités de structure tertiaire pour
former la protéine fonctionnelle. Cette association peut étre covalente ou non. Elle est trés
souvent due a I’effet hydrophobe. C’est le cas des protéines fortement hydrophobes comme la
lactoglobuline B qui s’associe en dimeéres ou en octameres selon la valeur du pH et les
cas¢ines qui forment des micelles. Le tableau.l-1 résume les caractéristiques des interactions

impliquées dans la stabilisation des structures protéiques.

D’un point de vue structural il est possible de distinguer deux types majeurs de
protéines : les protéines fibreuses des tissus de soutien, comme le collagéne ou la kératine, et
des protéines globulaires possédant souvent une activité biologique, comme les hormones ou
les enzymes. Les caséines sont assez peu structurées et ne sont donc ni fibreuses ni

globulaires. Elles forment naturellement des micelles qui servent a transporter le calcium.

Les techniques les plus employées pour analyser la structure secondaire des protéines
sont le dichroisme circulaire et la spectroscopie infrarouge. La cristallographie par rayons X
et la résonance magnétique permettent de déterminer compleétement la structure

tridimensionnelle des protéines a 1’échelle atomique. C’est la cristallographie qui a fourni les



structures des protéines qui ont servi de références aux techniques spectroscopiques. Par
contre, lorsqu’une protéine est trés peu structurée les techniques précédentes deviennent peu
utiles. Il faut alors recourir a la diffusion des neutrons ou des rayons X aux petits angles pour

obtenir des informations sur sa configuration.

Influence d’une élévation

Types d’interaction Energie |Distance
de liaison |d’interaction |de la|du pH de la force
(kJ.mol™) |(nm) température ionique
Covalente :
Liaison bisulfure 320-380 |0.1-0.2 aucune oui non

Non covalentes :

Interactions électrostatiques | 25-50 0.2-0.3 diminue oui oul
Liaison hydrogéne 10-40 0.2-1.3 diminue non oui
Interactions hydrophobes 3-10 0.3-1 augmente non oui
Forces de Van der Waals 1-20 0.1-0.4 diminue non oui

Tableau. I-1. Caractéristiques des interactions impliquées dans la stabilisation des structures protéiques.”

L'état natif d'une protéine correspond a un état thermodynamique stable, c'est a dire a
|'état d'énergie libre minimum. Pour le démontrer il est suffisant de démontrer que I'état natif
est une fonction d'état qui ne dépend pas du processus de repliement, et donc qu'il constitue
I'état d'énergie minimale accessible pendant le processus de repliement. Cette idée a ¢été
confirmé par le découverte de la réversibilité du processus de repliement. Les premicres

343% qui démontraient la

expériences sur la réversibilité furent celles de Anson™* et Mirsky
réversibilit¢ de repliement de I'hémoglobine en mettant en évidence la similarité¢ des
propriétés de 1'état natif et de 1'état "renaturé". Depuis il a été montré que la dénaturation de
plusieurs  protéines, qu'elles comprennent un ou plusieurs domaines  est
thermodynamiquement réversible. Cela signifie que la structure finale doit correspondre au

minimum d'énergie, celui le plus bas de tous les autres €tats accessibles.




1.2.  Effets de la dénaturation par le chlorure de guanidinium

Contrairement a la structure native des protéines, la structure des états dénaturés a
longtemps suscité trés peu d'intérét. Ce n'est que récemment que les études sur ces états ont
commencé a se multiplier, conduisant & des revues consacrés uniquement a ce sujet.”*>" La
raison de ce manque d'intérét est double: d'une part, 1'état dénaturé, dans lequel se trouve une
protéine soumise a des conditions de dénaturation plus ou moins drastiques, a longtemps été
considérée comme un état totalement déstructuré et possédant une conformation strictement
aléatoire, ce que 1'on appelle pelote statique, ou "random coil" en anglais; d' autre part, parce
que justement il n'est pas aussi structuré que la protéine native, il est beaucoup plus difficile a
étudier et a caractériser. Pourtant, les états dénaturés jouent un role crucial dans la stabilité des
protéines, car celle-ci est définie par la différence d'énergie libre entre les deux états, 1'état

dénaturé et 1'état natif d'une protéine.

Tandford””*’ a été l'un des premiers a se pencher séricusement sur la structure des
états dénaturés. 1l a ainsi montré qu'en présence de 6 M de chlorure de guanidinium, le rayon
hydrodynamique d'un grand nombre de petites protéines correspondait bien aux valeurs
prédites pour un "random coil". Depuis, des études récentes ont attesté que des quantités
significatives de structures résiduelles pouvaient encore étre détectées méme en présence de
fortes concentrations de dénaturant, montrant que I'é¢tat dénaturé n'est pas toujours constitué
d'une distribution de conformations strictement al€atoires. Ainsi, des mesures par diffusion de
rayons X ont montré que le rayon de giration de la ribonucléase réduite, en présence de 6 M
de chlorure de guanidinium, restait largement inférieur a la valeur prédite pour un "random

coil" (24 A au lieu de 43 A)™'.

La spectroscopie de résonance magnétique nucléaire (R.M.N.) est particulicrement
intéressante pour détecter et caractériser un structure locale dans différentes conditions de
dénaturation, et permet ainsi notamment de mettre en évidence l'existence de structures
résiduelles dans des protéines dénaturées. Dans 7 M d'urée, un amas hydrophobe impliquant
quatre chaines latérales hydrophobes a l'intérieur d'un segment de six résidus a ainsi été
détecté dans la structure de répresseur 434, Dans le lysozyme de poule dénaturé par la
chaleur, il existe de légeres déviations de déplacement chimique que l'on attend pour ce
protons dans un "random coil"™*, l'addition d'agents dénaturants supplémentaires, ou la

réduction des ponts disulfure, montre que ces déviations peuvent étre éliminées, suggérant



que ces déviations du déplacement chimique ne proviennent pas d'un effet de séquence mais

d'un effet de structure traduisant l'existence d'interactions résiduelles.

A la lumiere de ces derniers résultats, il semblerait donc que 1'état dénaturé serait plus
correctement décrit par une distribution de conformations tres faiblement structurées, et dans
lesquelles la présence de structure résiduelles n'est pas rare, quels que soient la protéine et le
type de dénaturation qu'elle subit. Alors que la plupart des recherches se sont longtemps
concentrées sur les interactions qui stabilisent 1'état natif, il est établi maintenant que les
agents dénaturants, conduisant a une déstabilisation des protéines, contribuent en fait plus
exactement a une stabilisation de 1'état dénaturé.”® Il est donc permis de penser que les
interactions présentes dans I'état dénaturé puisqu'il peut y avoir des structures résiduelles
peuvent jouer un role dans la stabilisation de la conformation native par un effet sur 1'énergie

libre de I'état dénaturé.

2. ADSORPTION DES PROTEINES.

Les molécules de protéine sont amphipatiques en nature en raison de la présence du
mélange des groupes polaires et non polaires sur leur surface. Ceci rend les molécules de
protéine tensioactive, de sorte qu'elles tendent a adsorber aux interfaces telles que gaz-liquide,

liquide-liquide et solide-liquide.

La surface d'activité¢ des protéines est importante dans de nombreux processus
industriels et produits, y compris des stabilisateurs de nourriture et des émulsifiants dans les

. . . . 444
industries alimentaires***

et la séparation de protéine de nourriture biologique influée par le
fractionnement de mousse,*° Les protéines peuvent servir comme des stabilisateurs efficaces
pour les émulsions, par eux-mémes ou avec d'autres agents tensioactifs, en donnant la rigidité
structurale a l'interface avec leurs couches adsorbées. En outre, leur surface d'activité peut étre
exploitée dans la reprise des solutions diluées des protéines par le fractionnement de mousse,
qui est fortement efficace et peut-étre €économiquement viable comparé a des méthodes

intensives telles que la chromatographie ou les séparations membranaire.

Les tentatives de décrire 1'adsorption des protéines aux interfaces gaz-liquide ont

\

suppos¢ que l'adsorption de protéine soit assimilée a une diffusion controlée. Plusieurs

47.48

résultats expérimentaux sur l'adsorption de protéine semblent supporter une telle



prétention aux concentrations trés €élevées de la protéine. Cependant, a basses concentrations
de protéine, les déviations entre les rapports prévue par l'expérience et 1'adsorption ont été

.23 47.49 . i
347 Les anomalies ont été

prononcé par l'intermédiaire de la méthode de diffusion contrdlée.
attribuées aux effets de la convection du liquide.”*Un tel comportement a été attribué a la
présence des barriéres d'énergie dans l'adsorption de protéine.”” Ces barriéres d'énergie se
sont avérées dues aux effets de pression de surface”' aussi bien que de la double répulsion
électrique de couche.” L'adsorption de protéine est sensée se produire en trois étapes
distinctes. La premiere étape est la diffusion de molécules de protéine dans la sous-surface
juste au-dessous de l'interface. Apres ces molécules de protéine sont ensuite adsorbées avoir

.53.54

surmonter diverses barriéres d'énergie. Finalement, elles se réarrangent a 1'interface, ayant

pour résultat un partiel dépliement des segments adsorbés. Graham et Phillips dans une série

. 23,
de papiers™’

ont examiné l'adsorption des modeles de protéines telles que le sérum
d'albumine (BSA), la caséine-B3, et le lysozyme aux interfaces air-eau et huile-eau. Ils ont
conclu que l'extension du dépliement des protéines globulaires dépend de la pression de
surface et que I'échelle de temps du réarrangement de la surface est beaucoup plus longue que

celle de l'adsorption.”*™

La recherche sur 1'adsorption de (BSA) avec différents degrés de
dénaturation “* a montré que la protéine dénaturée (qui est plus grande dans sa taille)
s’adsorbe plus rapidement que la protéine native, indiquant de ce fait une connexion entre la
structure de protéine et son comportement d'adsorption. Le taux d'adsorption a été directement
lié & I'hydrophobicité de sa surface,”® qui est une force d'entrainement principale pour

l'adsorption de protéine a l'interface air-liquide.

3.  CASEINEp

3.1. Structure primaire

La connaissance de la séquence des résidus dans la chaine polypeptidique peut fournir
des informations importantes sur les caractéristiques structurales d’une protéine. Pour une
séquence donnée, la structure native est 1’état thermodynamique correspondant a la valeur la
plus basse de 1’énergie libre. Elle dépend des interactions existant entre les résidus et entre les
résidus et le solvant. La connaissance de la structure primaire devrait, en principe, permettre
de déterminer la structure tertiaire. En utilisant I'information tridimensionnelle donnée par la

57-.59

cristallographie pour un grand nombre de protéines, Chou et Fasman ont proposé une

méthode empirique pour prévoir la formation de structures secondaires en hélices o, en



feuillets B et en coudes B au sein des protéines. La combinaison de la séquence des acides
aminés et de l'information structurale tridimensionnelle permet également la prévision de

I'emplacement des modifications pouvant se produire apres transcription.

Dans la discussion suivante, on fera la distinction entre la conformation aléatoire et les
structures désordonnées. En effet, presque toutes les protéines contiennent des structures
désordonnées dont la conformation est fixe et correspond a des angles de valence, ¥ et ¢,
donnés. Par contre, lorsque la protéine adopte une conformation aléatoire ces angles peuvent
fluctuer rapidement bien que restant, en moyenne, assez voisins de ceux d’une conformation 3

étendue.

La caséine B est la plus hydrophobe de toutes les caséines. Elle se compose de 209
résidus. A titre indicatif, la structure primaire de la caséine 3 A? est donnée dans la figure.l-1.
Le domaine fortement chargé est clairement séparé du grand domaine hydrophobe du terminal
C. La partie terminale N comprenant les 21 premiers résidus porte une charge totale négative
d’environ 12 unités a pH 6.6, tandis que la charge totale du domaine hydrophobe est nulle.

Ceci confere a cette molécule un caractere amphiphile.

Comme le montre la figure. I-2, le domaine hydrophile correspond, environ, au
premier quart de la chaine situé¢ du co6té du terminal N. Le reste est globalement hydrophobe.
Ce domaine hydrophobe se caractérise ¢galement par une tres forte concentration (= 0.17%)
en résidus prolyls qui limitent le nombre de conformations accessible a la chaine

polypeptidique.

A cause de leur caracteére apolaire, il est peu probable que les résidus du domaine
hydrophobe soient complétement hydratés comme cela se produit pour une protéine
totalement dénaturée qui adopte une conformation aléatoire. En raison de ses propriétés
physico-chimiques qui sont tout a fait différentes de celles des protéines globulaires, la
structure de la caséine 3 a fait ’objet de nombreuses études (voir la discussion ci-dessous) et

de polémiques. En utilisant la méthode d'analyse de Chou et Fasman,~’ ™’

il a été conclu que
la caséine B contient 10% d’hélices o, 13% de feuillets p et 77% de structure désordonnée.®’
Aucune prévision n’a ¢été faite concernant la quantit¢ de coudes . Cependant, elle pourrait

étre significative puisque les résidus prolyls sont trés fréquents dans cette protéine.®'Le



domaine hydrophobe contiendrait probablement certains éléments de structure secondaire :
hélices a pour les séquences (97-103) et (138-146) et feuillets B pour les séquences (52-60),
(77-87), et (187-195). L'image qui semble donc émerger de la séquence de la caséine B est
celle d’une molécule amphiphile avec une stabilité structurale marginale, puisque le

comportement du domaine polaire pourrait s’approcher de celui d’une chaine aléatoire.

Arg-Glu-Leu-Glu-Glu-Leu-Asn-Val-Pro-Gly-Glu-Ile-Val-Glu-SerP-Leu-SerP-SerP-SerP-
Glu-Glu-Ser-Ile-Thr-Arg-Ile-Asn-Lys-Lys-Ile-Glu-Lys-Phe-Gln-SerP-Glu-Glu-Gln-Gln-
GIn-Thr-Glu-Asp-Glu-Leu-GIn-Asp-Lys-Ile-His-Pro-Phe-Ala-GIn-Thr-Gln-Ser-Leu-Val-
Tyr-Pro-Phe-Pro-Gly-Pro-Ile-Pro-Asn-Ser-Leu-Pro-Gln-Asn-Ile-Pro-Pro-Leu-Thr-Gln-Thr-
Pro-Val-Val-Val-Pro-Pro-Phe-Leu-GIn-Pro-Glu-Val-Met-Gly-Val-Ser-Lys-Val-Lys-Glu-
Ala-Met-Ala-Pro-Lys-His-Lys-Glu-Met-Pro-Phe-Pro-Lys-Tyr-Pro-Val-Gln-Pro-Phe-Thr-
Glu-Ser-GlIn-Ser-Leu-Thr-Leu-Thr-Asp-Val-Glu-Asn-Leu-His-Leu-Pro-Pro-Leu-Leu-Leu-
GIn-Ser-Trp-Met-His-Gln-Pro-His-GIn-Pro-Leu-Pro-Leu-Pro-Pro-Thr-Val-Met-Phe-Pro-
Pro-GIn-Ser-Val-Leu-Ser-Leu-Ser-GlIn-Ser-Lys-Val-Leu-Pro-Val-Pro-Glu-Lys-Ala-Pro-
Tyr-Pro-GlIn-Arg-Asp-Met-Pro-lle-GIn-Ala-Phe-Leu-Leu-Tyr-GIn-Gln-Pro-Val-Leu-Gly-

Pro-Val-Arg-Gly-Pro-Phe-Pro-Ile-Ile-Val.

Figure. I-1. Structure primaire de la caséinef3 A% Les acides aminés en gras sont ceux qui sont hydrophiles
selon échelle d’hydrophobie de Levitt.
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3.2.  Propriétés physiques de la caséine 3

3.2.1 Monomere

Les interactions hydrophobes jouent apparemment un rdle trés important dans

l'association des caséines . Dans I’eau légére, cette protéine est sous forme monomérique a



des températures proches de 0°C et a des concentrations suffisamment faibles. Dans ces
conditions le comportement hydrodynamique des monomeéres de caséine B se distingue de
celui des autres caséines. Il est trés semblable a celui d’une chaine aléatoire. La valeur du
rayon de Stokes, Rs = 37 A, déterminée par chromatographie sur gel est en accord avec celles
obtenues par les mesures de sédimentation et de viscosité.**Si la molécule était globulaire, de
telles valeurs ne seraient obtenues que si sa forme était celle d’un ellipsoide de révolution
allongé de rapport axial égal a 12, environ. D’autre part des mesures de diffusion des rayons
X aux petits angles donnent un rayon de giration, R, = 46 A, qui correspond a celui d’une tige
de presque 160 A de longueur.®’Une telle asymétrie n'est pas conforme & plusieurs autres
observations, dont la microscopie ¢lectronique qui indique une forme essentiellement
sphérique. “°En conséquence, une structure plus flexible doit étre envisagée. Pour expliquer
les résultats précédents, il a été suggéré que la solvatation pouvait étre tres élevée et atteindre
environ 6 & 8 g d’eau par gramme de protéine®, c’est a dire 20 a 30 fois plus que pour la

plupart des protéines.

Cependant, comme nous le verrons au Chapitre III, une conformation de chaine
aléatoire idéale donnerait un rayon de giration d’environ 51 A. Une telle valeur est 1égérement
plus grande que la valeur expérimentale donnée précédemment. Par conséquent, on pourrait
conclure que la molécule, bien que trés déstructurée, contienne quelques éléments de structure
secondaire. Swaisgood a suggéré la possibilit¢ de formation d'une structure plus compacte a
température €levée, les interactions hydrophobes entre les segments de structures secondaires
du domaine hydrophobe devenant plus importantes.®’Cet argument est étayé par plusieurs
résultats expérimentaux, dont les dépendances en température de la viscosité et du rayon de

Stokes mesuré par chromatographie sur gel.

Les monomeéres de caséine 3 peuvent aussi étre étudiés dans I’état fortement dénatureé,
en présence de 6 M de chlorure de guanidinium (GdmCl). Les propriétés hydrodynamiques de
la protéine sont alors quasiment identiques a celles du monomére natif.*”’Comme nous le
verrons dans le Chapitre III, dans de telles conditions la protéine est totalement dépli¢e. Ceci
suggere fortement que le monomere natif adopte une conformation trés proche de celle d’une
chaine aléatoire. Bien qu’assez imprécis, les résultats de mesures de diffusion de neutrons aux

petits angles réalisés sur une solution de caséine 3 trés peu concentrée tendent a confirmer ce

fait.”!



3.2.2 Micelles

La caséine B forme des micelles dont la taille dépend trés fortement de la

3032 Berry et Creamer®’et Holt*®ont montré que cette

concentration et de la température.’
protéine se comporte comme un tensioactif constituée d’une téte polaire et d’une queue
hydrophobe. Ceci est en parfait accord avec la discussion précédente. Au-dessus de la
concentration micellaire critique, la caséine B forme des micelles sphériques analogues a
celles que produisent habituellement les tensioactifs.”’Par des mesures de diffusion de

neutrons et de lumiére, Thurn et al.”’

ont conclu que les micelles de caséine 3 présentaient

une structure sphérique analogue a celle d’une structure en étoile. Par la suite, des mesures de
. . . 7 . AT 4

diffusion des rayons X aux petits angles ont amené Kajiwara et al”’' a prétendre que ces

31.32 N .
1712 ont montré a I’aide de

micelles avaient une forme elliptique. Plus récemment Leclerc et a
la diffusion de neutrons aux petits angles que les micelles sont sphériques et interagissent de
maniére attractive ou répulsive selon la concentration. Cependant les changements de
comportement des spectres de diffusion en fonction du vecteur de diffusion ne sont pas
localisés conformément a ceux des polymeres en étoile. Les micelles sont constituées d’un
cceur hydrophobe assez dense entouré d’une couronne plus tenue. Des résultats obtenus a
I’ILL (rapport annuel 1997) ont montré par diffusion des neutrons aux petits angles d’une
solution de *’nanocluster’’ et par la variation de contraste (D,O/H,0) dans le solvant, que le
rayon de giration obtenu par I’approximation de Guinier est faible pour un contraste positif ou
le phosphate domine et est augmenté a contraste négatif ou la protéine (caséine) domine. A

partir de ces résultats, ils ont suggéré un modele d’une particule de ’’nanocluster’” qui montre

un cceur de phosphate de calcium entouré par une couronne de phosphoprotéine.

Les expériences précédentes ont montré que dans l'eau lourde a 4°C la concentration

1.°13% 1l est donc trés difficile de déterminer,

micellaire critique (CMC) est voisine de 1 mg/m
avec une précision suffisante, la structure des monoméres dans 1’eau lourde.”' La présence
dans la solution d'un agent dénaturant, comme le chlorure de guanidinium (GdmCl),
augmente de facon significative la CMC. Des résultats préliminaires ont montré qu'elle est
supérieure a 5 mg/ml apres ajout de 1 M de GdmCIl et qu'elle continue de croitre avec la
concentration de dénaturant. Dans ces conditions, il devient possible de caractériser la
structure du monomere de caséine B3, ainsi que d'étudier le processus de formation de micelles

o . 3132
constituées de quelques molécules seulement.



3.23 Propriétés interfaciales

Le mécanisme d'adsorption des protéines a €té¢ souvent étudié a l'interface air-liquide.
Par exemple dans le cas d'une protéine globulaire soluble telle que la sérum albumine bovine,
I’adsorption a I’interface air/liquide commence par une étape de diffusion,”” suivie d’un
dépliement partiel des chaines a l'interface”””’. Ce mécanisme est plus simple dans le cas de
la caséine [ dont la structure en solution est flexible et analogue a celle d’une protéine
globulaire dépliée®™. En fait, il semble qu'un nombre important de proline dans sa chaine
polypeptide impose a la protéine une structure ouverte au lieu d'une structure globulaire ou
d'un molten-globule™’. Lorsque la caséine B s’adsorbe a interface, le dépliement des chaines
(ou changement de conformation) est réduit par rapport a celui d’une protéine globulaire. Ses

.23,25.29,81-86 .
’ . La concentration de

propriétés de surface ont été étudiées depuis plus de vingt ans
surface, la pression de surface, le module dilatationnel et le profil de concentration de ses
couches d'adsorption sont maintenant assez bien connus. Un modéle de polymére a été
récemment développé pour décrire les propriétés de surface d’une protéine se comportant
comme un copolymere multibloc, c’est a dire un polymeére avec des blocs hydrophiles et des
blocs hydrophobes dans un ordre alterné™’. Cette approche n’est possible que si la molécule
adsorbée se comporte comme un polymere a I’interface, c’est a dire que les blocs hydrophiles

en solution soient sous forme de chaines a trois dimensions et les blocs hydrophobes soient

sous forme de chaines bidimensionnelles.

La conforontation de ce modele avec 1’expérience devrait permettre de préciser
certains ¢éléments de la conformation des protéines adsorbées. En effet, les chaines
polypeptides s’interagissent fortement avec elles-mémes par des liaisons hydrogenes, par
exemple dans les structures en hélices o et en feuillets-B** ou par des interactions
hydrophobes™. Afin de vérifier si quelques interactions résiduelles de la chaine polypeptide
sont impliquées significativement dans la structure de la molécule adsorbée, ce travail a été
entrepris pour comparer les propriétés des couches d'adsorption de la caséine B formée a
I’interface en présence et absence d’un dénaturant, le chlorure de guanidinium (GdmCl). A
forte concentration volumique, ce composé déplie complétement la plupart des protéines, qui,
par conséquent, peuvent avoir des comportements de polymeres plus ou moins gonflés par le

. -95
solvant.”” 7%



4. ADSORPTION DE COPOLYMERES MULTIBLOCS

4.1. Modé¢le de copolymére multibloc

Puisque la séquence de la caséine B présente des zones plutdt hydrophiles et des zones
plutét hydrophobes nous nous efforcerons d’évaluer dans quelle mesure son comportement
peut étre modéliser par celui d’un copolymére multibloc nous présentons ci dessous le modele

PR .8
théorique™’.

Dans la théorie mentionnée ci-dessous, le polymére se compose de blocs hydrophobes
avec Z, monomeres et de blocs hydrophiles avec Zg monomeres. On définit a tel que :
o = Za/Zp. Les monomeres de séquences A et B ont la méme taille, a. On suppose que les
jonctions entre les blocs hydrophiles et hydrophobes sont strictement localisées dans le plan
de l'interface et que les blocs ne traversent pas l'interface. A 1’adsorption, le polymere adopte
une conformation ou les séquences hydrophobes forment des ’’galettes’” a deux dimensions
en contact avec le gaz et avec le liquide (fig.I-4). De I’autre coté, les séquences hydrophiles
forment des pelotes aléatoires tridimensionnelles dans la phase liquide. Les conformations de
ces galettes’” et des pelotes aléatoires sont définies comme des marches auto-évitantes et
sont caractérisées par un rayon dans un espace tridimensionnel ou par un rayon, R, et une
¢épaisseur dans un espace bidimensionnel. Une telle définition implique que chaque bloc a une

structure fractale ou la dimension fractale (D) est I’inverse de I’exposant de Flory, v:

RzaZ' (I-1)
D=1/v (1-2)

ou R est le rayon du bloc, a, la taille d’'un monomere (unité statistique) et Z le nombre de
monomeres dans le bloc. Le signe =, signifie que tous les coefficients numériques sont

1gnores.



4.1 .1 +STRUCTURE DE LA COUCHE INTERFACIALE DANS DIFFERENTS REGIMES

4.1.1.1. Molécule isolée

La conformation d’une chaine multibloc isolée a I’interface air/liquide est définie pour
des séquences A et B a volume exclu (condition de bon solvant pour la chaine sous forme de
pelote tridimensionnelle). La séquence A (galette) dans le plan de I’interface *’coté gaz’’ et

est définie :

rall = Z)*a (I-3)

et Iy =a (I-4)
La séquence B en solution dans le liquide (conformation locale 3D, “’en pelote’’) est

définie par:

IB|| =IBL= Z%/ 5a (1-5)

Les exposants de Zx et Zg sont les exposants de Flory pour une chaine de polymeére a

volume exclu et, respectivement, dans un espace bidimensionnel ou tridimensionnel.
Une molécule isolée, constitue un enchainement de N diblocs de Z + Zg monomeéres
a une unité statistique égale ou plus grand des rayons ra/, ou rg,. Son rayon de Flory, dans le
cas d’une chaine a volume exclu est :
3/4 . -1/5
Ry=r1ayN (si ray>r1gy0uO<Zg ") (I-6)
_ 3/4 . -1/5
Ry =1g/N (si ray<rtgyoua<Zg ") (I-7)

Son épaisseur est :

Ry =1 tr1aL (I-8)



4.1.1.2. Régime dilué

Les molécules sont a une concentration telle que la distance entre leurs centres est

J o \ \ . \ . < . ;. \ *
supérieure a R, c’est a dire a une concentration de surface en monomeres, I, inférieure a I’ ol

tel que :
o N(ZA + ZB)
e R//
soit :
., =Nz (1+q) a’a’ sia> Z;'"° (1-9)
r, =Nz (1+a) a'a’ sia< Z;'" (1-10)

I'pl|

Figure.l-4 : représentation d’'un dibloc de copolymere adsorbé a une interface gaz- liquide.

Quand la concentration de surface augmente, les chaines de polymere s’enchevétrent.
Les molécules ne peuvent plus étre envisagées comme des blocs isolés. L'interface entre alors
successivement dans les régimes semi-dilués (figures. I-5 et 1-6), qui peuvent étre définis en

fonction du rapport, a et de la concentration de surface des multiblocs adsorbés.

4.1.1.3. PREMIER REGIME SEMI-DILUE

Quand la concentration de surface atteint T',, les molécules commencent a

s’enchevétrer, I’interface entre dans le régime semi-dilu¢ du polymeére (I" > F;O,). Ce régime

semi-dilué ne change pas de nature aussi longtemps que les unités statistiques ont



suffisamment de place pour ne pas se recouvrir. Ce recouvrement correspond a la

concentration de surface dans chaque couche de monomeres A ou B, I, définie par :

« V4 .
Lo =55 sia> Z;'"”° (I-11)
Tay
. V4 .
L ==& sia< Z;'"° (I-12)
Ty

DANS LE PREMIER REGIME SEMI-DILUE I ;0, <I<T Zm

A cette concentration de surface, la longueur de corrélation, &, (distance entre les

objets non-corrélés) est le rayon du plus grand bloc parallele au plan de ’interface:

E=¢,, 2Ry (1-13)

La longueur de corrélation &, peut étre calculée en utilisant des arguments de loi

d’échelle”, en fonction de la concentration réduite I/ F;Ol :

§=&, (I/T,,)" (I-14)

On note en particulier que dans cette relation, & = f;ol lorsque /™= 1";01 ,

quel que soit
m qui reste a déterminer. La valeur de m est définie par le fait que &, est une propriéte locale
qui est donc indépendante de la taille du bloc A. En d'autres termes, la valeur de m est
déterminée a partir de la condition que l'expression de & est indépendante de Z, (I'exposant de
Za est zéro). A partir des équations (I-10) et (I-13) nous pouvons déduire la nouvelle

expression de & :

E=a? (141 /a)’? 17" (1-15)
4.1.14. Régimes au dela de 1a concentration de recouvrement des blocs

Au dela de la concentration de recouvrement des blocs, différents régimes apparaissent

successivement de chaque coté de I’interface. Nous les analysons d’abord de chaque coté.



Leur combinaison permet ensuite de définir les régimes en fonction de la concentration de

surface totale de 1’interface.
4.1.1.4.1. Régimes du coté gaz de I’interface.

- Régime semi-dilu¢ a deux dimensions :

Ce régime commence a concentration de recouvrement des blocks (", ) définis par

pan
I’équation suivante :

F;an = (1+1/a)ZA /l"j//, (1'16)

et utilisant 1’équation (r,, = aZ}'*)

*

r.,=a’(+1/a)Z}'"?, (I- 17)
Ce régime est caractérisé par une longueur de corrélation de deux dimensions, qui peut

A 7 r . . N *
étre calculée comme dans I’équation (I-11) mais ou ray, remplace Ry, T’

pan

remplace F;ol et

Ea est indépendante de Z. On obtient :
E,za”(1+1/a)’?’ T (I-18)

Quand cette longueur de corrélation devient de 1’ordre de la taille a des monomeres, le
coté A de l'interface entre dans un régime quasi fondu ou I'épaisseur de la couche est plus

grand que la taille d'un monomeére simple.

- REGIME DU QUASI-FONDU

Les séquences de polymere sont éjectées a ’extérieur du plan vers la phase gazeuse.

La structure de cette couche devrait étre presque un fondu puisqu'il n'y a aucun solvant a

I’intérieure. La concentration de recouvrement I ou commence le régime est définie par

pan

&,=a,ou &, estexprimé a partir de I’équation (I-18),



a(1+1/a) Tz a (1-19)

d’ou : I’ ~a’(1+1/a). (1-20)

pa

Dans ce régime, la longueur de corrélation ne peut pas décroitre en dessous de la taille

d’un monomére. Ainsi, le régime est caractérisé par la constante de longueur de corrélation :

Exza (1-21)

Cependant, les séquences peuvent gagner de 1’énergie sous forme d’¢lasticité

entropique quand 1’épaisseur du fondu est suffisante.

- QUASI-BROSSES DU QUASI-FONDU

Quand I’épaisseur de la phase fondue, R devient plus grand que le rayon d’une chaine
idéale Ry = aZ'/?, chaque séquence gagne de I’énergie et la couche entre dans le régime

quasi-brosse. R, est le rapport entre le volume de la séquence et I’aire d’une molécule dans le
plan de I’interface :

Ry = a’ ZA/(Za+Zg)T) = a*(1+1/a)'T (1-22)

La concentration de surface a la transition, [, ou les chaines dans la phase fondue

deviennent étirées, correspond a la condition Ry =R :
Tz a” o 2(1+a) Z)2 (I-23)
4.1.1.4.2. REGIMES DU COTE LIQUIDE DE L’ INTERFACE
- Régime semi-dilué

s

La concentration de recouvrement des blocs (I, ) est définie par :

loc

Ty =(1+0)Zg/ 1y, (1-24)



et utilisant 1’équation (I-5), r,, = a’(1+a) Z;\s (I-25)

Au-dela de cette concentration, les séquences commencent a s’étirer dans la direction

perpendiculaire au plan de I’interface et forment les structures de quasi-brosse (fig 1-6).

EPAISSEUR DE LA COUCHE DU COTE LIQUIDE DE L’INTERFACE

Au-dela de, T,,, le comportement de la couche B devient localement & trois

dimensions : la longueur de corrélation est plus petite que 1’épaisseur de la couche. Ainsi, la
quantité pertinente dans la couche est la concentration volumique C, qui est reliée a la

concentration de surface a travers

CB = FB / RBL (1-26)

L’¢épaisseur de la couche est peut étre calculée a partir de la lo1 d’échelle :

RBL = rBL(CB/ C; )m (1-27)

ou Rp, est la longueur des ¢éléments de la brosse (1’épaisseur de la couche coté liquide), 1, est
défini par 1’équation (I-5), Cg et C}, sont les concentrations volumiques dans tout le régime en

*

quasi brosse et a la concentration de recouvrement, I, ., et m est un exposant a déterminer.

loc >

D’apres (eq I-26), on peut écrire pour Cp* :

Ch =T /(I +a)rpr)=a” Z,*° (1-28)

Maintenant, I’exposant, m , peut étre calculé, on supposant que Rg est proportionnel a

96 . 1 .
Zg.”” Nous découvrons, m = 5 D’ou :

Rp, =a”?ZgCL> (1-29)
En tenant compte de 1’équation (I-26)

Cela définis 1’épaisseur de la couche (brosse).



Il faut mentionner ici, que le calcul de m est basé sur la condition, Rg; ~ Zg qui est

dans I’équation (I-27). En effet, combinant (I-26) et (I-29), on trouve
r,=z,C)%a" (1-31)
Bien que la signification physique de I’équation (I-30) soit moins évidente que celle de
I’équation (I-29), I'expression des quantités physiques utilisant la concentration de surface est
préférée dans ce travail, puisque ce parametre est plus aisément mesuré expérimentalement
que la concentration de volume dans les couches adsorbées. Dans ce régime, la longueur de
corrélation a 3 dimensions dans la couche en quasi-brosse, &g, peut étre calculée comme

I’expression suivante

£y = E1(CyICh)", (1-32)
ol &, est la longueur de corrélation dans la couche B a la fin du régime avec une épaisseur,

g1, constante et les autres quantités sont définies comme pour 1’équation (1.27). La condition

. . . 3 .
que & doit €tre indépendante de Zg impose m = — E On obtient :

gB ~ C;3/4a_5/4 ;I—*—I/ZZ;/Z(l_i_a)l/Z. (133)

Figure.I-5 Régime Semi-dilué de la couche interfaciale, quand r .|| >rg||. Les propriétés de l'interface sont
dominées par le comportement local a deux dimensions.

Figure.I-6: Régime Semi-dilué de la couche interfaciale, quand 1| < rg)|. Les propriétés de l'interface
sont dominées par le comportement local a trois dimensions des ’’quasi-brosses’’ dans le liquide.



4.2.2. DIAGRAMME DE PHASE

Maintenant, les régimes sont définis de chaque c6té de l'interface en fonction de I', le
diagramme de phase peut étre tracé en fonction de o et de, I', ou plus précisément en fonction

de la concentration de surface réduite G =T/T

o Pour la simplicité (fig.I-7). L'interface entre

dans le régime semi-dilué du polymere quand I' =T ;0, (Eq. (I9, I-10)), ou G = 1. On devrait
noter que c'est une représentation graphique trés commode puisque F;ol change sa valeur
selon la condition, rsy, > 1, oury, < rgy. Le ’crossover’’ entre ces deux situations se produit
a

a=27;" (1-34)

Le diagramme de phase entier est déterminé en divisant le plan (I', o) ou (G, a) par les
lignes définissant les ’’crossover’” entre les divers régimes des deux cotés de l'interface:

définis par les équations (I-16), (I-20), (I-23) et (I-25).

Les intersections entre ces lignes définissent en particulier les coordonnées dans le
diagramme de phase. L'intersection a oo = Z;' est hors de la portée du probléme de polymére
puisqu'elle correspond a Z, = 1. L'intersection a o = Z° (n’est pas visible dans la fig.I-7)

correspond a un polymeére trés asymétrique et ainsi trés hydrophobe et n'est pas considérée en

détail dans cette étude.

4.2.2.1. PRESSION DE SURFACE DANS LES DIFFERENTS REGIMES

Le diagramme de phase des régimes des deux cotés de l'interface montre que lorsque
la concentration de surface augmente, les changements de régime des blocs du polymeére ne
peuvent s’opérer que selon trois modes différents correspondant respectivement aux valeurs
de a suivantes (fig. [-7) :

a<Z;"”’ : mode |
Z;'P<a<zy? : mode 11 (I-35)

a>27)"° : mode 111



A partir de l'interface diluée en augmentant la concentration de surface (fig. I-8), la
couche interfaciale montre d'abord un régime gazeux, puis un régime semi-dilu¢ d’un c6té de
l'interface, et finalement des régimes avec des interactions significatives entre les segments de
polymére des deux cotés de l'interface. En premier lieu, la loi des gaz parfaits donne une
bonne approximation de la situation, puis, le coté de l'interface dans le régime semi-dilué
impose son comportement, et finalement les énergies de surface des deux cotés doivent étre
comparées pour déterminer la contribution principale a la pression de surface. Comme précisé
dans les sections précédente (4.1.1.3.. et 4.1.1.4.), une saturation de l'interface peut se
produire dans plusieurs régions du diagramme de phase lorsque 1'énergie des molécules
adsorbées est aussi élevée que celle des molécules formant des micelles en solution et peut
définir la valeur finale de la pression de surface. Dans la section actuelle, cette derniére
possibilité n’est pas et tous les isothermes possibles pourraient €tre décrits par une

combinaison des résultats de cette section avec celles de la précédente.
- Régimes gazeux

Dans le régime dilué, les chaines de polymere sont adsorbées les unes loin des autres
sur la surface. Ces chaines ne se superposent pas et contribuent a la pression de surface en tant
qu’objets différents,

II= kB T F/(N(ZA + ZB)) (1-36)

ou kg est la constante de Boltzmann et T est la température absolue.

- Régimes semi-dilués

Quand la concentration de surface augmente au-dela de la premiére concentration de
recouvrement, la pression de surface est décrite dans chaque couche homogene en fonction de
la longueur de corrélation :

M=k T (1/8%) (1-37)

I est claire d’apres I’équation (I-37), que le coté de I’interface avec la longueur de

corrélation la plus faible impose son comportement a I’interface enti¢re. Ainsi dans les



régimes ou les blocs solvophobes forment une couche d’épaisseur constante caractérisée par
un régime semi-dilué¢ a deux dimensions. La pression de surface, équation (I-37), calculée en
utilisant la valeur de 1’équation I-16 est une fonction du troisieme degré de la concentration de

surface:

M=k T a* (1+ /o)™ (I-38)
Dans les régimes ou les blocs solvophiles tridimensionnels forment des quasi-brosses,

la concentration de cette couche a la pression de surface obtenue a partir des équations

(I-37) et (I-33) est proportionnelle a la concentration de surface:
Mz=kgTTZ,' (I-39)
- Régimes Quasi fondu
Dans le cas du quasi-fondu (régime localement tridimensionnel sur le coté gaz de
I’interface), la longueur de corrélation est constante (Eq. I-33) et ainsi la pression de surface
est aussi constante :

M=kgTa' (1-40)

Les isothermes de la pression de surface pour les trois régions de la figure. I-7 sont

représentées dans la figure .I-9.
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Figure (I-7) : Diagramme de phase des régimes apparaissant des deux cotés de l'interface gaz-liquide en
fonction de la concentration de surface et du rapport a des séquences hydrophobe aux séquences hydrophile.

L'unité de l'axe vertical est la concentration de surface réduite G = I/ I ,,/* ou I”est la concentration de surface
et [,y* est la concentration de surface de recouvrement entre le régime dilué (gazeux) et le premier régime de
semi-dilué de l'interface. G,,* est la concentration de recouvrement des chaines de polymére, Gyou™ est la
concentration de recouvrement des séquences B; G,q,™* est la concentration de recouvrement des séquences A;

Gpan™* est la concentration de recouvrement des monomeéres du bloc A, Gy, est la concentration de surface de

recouvrement a laquelle les blocs A commencent a s'étendre (référence .87).

Abreviations. D: régime dilué. Les autres régimes sont définis par les propriétés du polymere
ou des deux blocs différents de chaque coté de l'interface.

Pour les blocs A du coté de gaz de l'interface, les régimes locaux sont comme suit. p:
“’pancakes’’ isolée, SDp.: chaine de polymere a bidimension en régime semi-dilué (les unités
statistiques sont les blocs A); SDy: des blocs a bidimension en régime semi-dilué (les unités
statistiques sont les monomeres), M quasi-fondu, Mqb: quasi-brosse sont formées dans la
phase.

Dans le cas des blocs de B du coté liquide de l'interface, les régimes ont été énumérés ensuite
et peuvent se produire. m: champignons isolés; SDp: chaine de polymere a bidimension en
régime semi-dilué (les unités statistiques sont les séquences du bloc B); B: quasi-brosse le
régime est dans la phase liquide
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Figure. 1-8 : Quelques régimes d'interface gaz/liquide serrés par des molécules de polymére dans le cas r4,<
rgy . Dans les images supérieures, les cercles représentent la conformation des blocs. Dans les images
inférieures, et du coté du liquide, sont destinés pour représenter les ""blobs " qui ont la taille d’une longueur
de corrélation.

4.2.3. Conformation des blocs isolés.

Jusqu’a présent, nous avons étudié¢ le cas ou les blocs de polymeéres ont la
conformation de chaines a volume exclu a 2 ou a 3 dimensions. On sait que les valeurs

relatives des énergies d’interaction entre monomeres ou entre monomeres solvant modifient la



conformation des polymeres, pouvant conduire a la conformation de chaine écroulée (mauvais
solvant), de chaine idéale (solvant ou température 0) ou de chaine étirée (fortes répulsions

entre monomeres).

Comme indiqué, ci-dessus, on peut exprimer la pression de surface pour les régimes

dilués et semi dilués par :
n=kg TT” (1-41)

ou y est ’exposant déterminé par des raisonnements de loi d’échelle et dépendant de la
conformation des blocs isolés et du régime de I’interface. Nous avons donc calculé y pour les
régimes semi-dilués des blocs a 2 et a 3 dimensions (tableau II-2). y , peut étre liée a

I’exposant de Flory, v, "%, I’indice 2 c.-a-d. (dimension = 2):

_ 2,
y —_
2v, -1

(1-42)

Le tableau suivant (II-2) présente la relation entre I’exposant v, et I’exposant Y a partir

de I’équation. (I-42).

Conditions V) V3 Y2 V3
Chaine étirée 1 1 2 1
Bon solvant 3/4 3/5 3 1
® solvant 4/7 1/2 8 1
Mauvais solvant |1/2 1/3 0 0

Tableau.Il-2 : Valeurs calculées des exposants reliant la pression et la concentration de la surface.

Quand les blocs bidimensionnels imposent leur comportement a la couche interfaciale, y
est €gal, ou plus grand que, 3. Par contre quand les propriétés de I’interface sont dominées par
des pelotes aléatoires tridimensionnelles forcées pour former le quasi brosse (ils se resserrent
pour avoir une extension dans une direction perpendiculaire a I’interface), y égal a un, quoi

que la dimension fractale des pelotes aléatoires dans le régime dilué. L’équation (I-41) prise



pour la pression de surface que si la concentration de surface I' est exprimée comme une

masse ou nombre de molécule par unité de surface.
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Figure.I-9 : Variations du module viscoélastique, & en fonction de la pression de surface, m, dans chacune
des trois régions définies. Dans les figures précédentes. Les pentes des lignes dans I, 11 et 11l sont les valeurs
de y obtenues par I’équation (1-15 ) ou ( I-18) et sont les pentes des isothermes montrées dans la fig. 6 de la
référence .87, pour les valeurs de pression surface correspondantes. Le régime dilué est observé, aux
pressions de surface en dessous de 1 mN/m, n'est pas trés significatif dans nos conditions expérimentales. On
observe des changements de régime aux pressions de surface dénotées:

(@) me™ au-dela du m,™ les chaines de polymere se superposent, (b) Mo, au-dela du 7y, les pelotes
aléatoires des blocs B se superposent et entrent dans le régime semi-dilué quasi-brosse; (c) m,q,* au-dela
de 7r,.,* les “pancakes’ des blocs A se superposent, l'interface est dominée par le régime semi-dilué a
deux dimensions; (d)7,.,**, au-dela de m,,** la concentration de surface des blocs A est entre dans un
quasi-fondu a trois dimensions.



4.2.3.1. MESURE DES PROPRIETES DES COUCHES D’ADSORPTION

La pression de surface est la différence entre la tension de surface du solvant pur yo et

celle d’une solution renfermant un tensioactif :
T=Y0—7Y (1-43)

Le module viscoélastique, €, est défini comme le rapport entre la variation de la

tension de surface, dy, et celle relative de Iaire de la surface de la bulle, dA/A = dLn (A)”’ :

&= —d]/
dLn(A)

(1-44)

Cette définition, a été proposée par Gibbs pour 1’¢lasticité d’une surface occupée par
des molécules de savon. Le parametre € prend différents noms, é€lasticité de Gibbs, ¢€lasticité
de surface, module de compressibilité¢ ou encore élasticité de la couche. Actuellement, on
parle plutét de module dilatationnel dans le cas plus général d’une surface ayant un
comportement viscoélastique. Dans ce dernier cas, deux contributions peuvent étre mesurées
séparément. La déformation d’une surface est une combinaison d’une dilatation et d’un
cisaillement. Il est possible de définir une élasticité et une viscosité de dilatation et de
cisaillement. On suppose que I’interface est soumise a une déformation de faible amplitude et
a une fréquence v donnée. Le module viscoélastique € peut s’écrire sous la forme d’un
nombre complexe, dont la partie réelle est le coefficient d’¢€lasticité g4 et la partie imaginaire,

le produit du coefficient de viscosité ng, par la pulsation (®):
eE=gtioMg, (1-45)

cette expression peut étre écrite en fonction de 1’angle de déphasage ¢:
£=l¢] (cosd +ising), (1-46)

st ¢ = 0, la couche interfaciale est purement élastique
si ¢ >0, la couche interfaciale est viscoélastique.



4.2.3.2. Relations entre le module dilatationnel et la pression de surface

Tenant compte des expressions du module viscoélastique (I-44) et de la pression de

surface (I-43), I'adsorption et la désorption ne sont pas significatives pendant une oscillation :
p p p g p

dy
dLn(T)

(1-47)

I" est la concentration de surface et est définie comme le rapport m / A, ou m est la masse de

la protéine adsorbée supposée constante a I’interface d’aire A.

combinant les équations (I-41) et ( 1-47) donne :

E=YTW (1-48)

¢ en fonction de m est juste une transformation mathématique de 1’équation d’état (I-41)
puisque ¢ dans 1’équation, (I-47) est une fonction dépend seulement de « et de I'. Dans une
expérience, il est plus commode de mesurer € que de mesurer I” et ainsi on peut plutot utiliser
I’équation (I-48) que (I-41) pour évaluer la cohérence entre la théorie et les données voir

comment 1’expérience est conforme a la théorie (fig. I-9).

5.  OBJECTIFS DE LA THESE

L’objectif final de ce travail est de contribuer a évaluer 1’effet de la conformation de la

caséine-3 et plus particulierement des segments adsorbés sur ses propriétés de surface.

Pour parvenir a cet objectif, la conformation de la caséine en solution sera modifi¢e
par le chlorure de guanidinium connu pour son pouvoir de dénaturer les protéines en solution
et de les amener a un état de polymere gonflé par le solvant. La question qui se posera sera

I’adsorption de la protéine en présence du dénaturant.

11 faudra alors pouvoir évaluer la conformation de la protéine adsorbée en fonction des

propriétés du solvant, en espérant que les propriétés de celui-ci se répercutent du volume a



I’interface. Ces mesures devraient s’appuyer sur un modele issu de la théorie statistique des

polymeres.

Si ces étapes sont franchies avec succes, on pourra effectivement évaluer 1’effet d’un
agent dénaturant sur la conformation de la molécule adsorbée et déterminer par comparaison

des éléments de structure de la molécule en milieu non dénaturant.

La compréhension des lois régissant le repliement passant par une connaissance
approfondie des états natifs et dénaturés des protéines, il nous a paru nécessaire de
caractériser plus en détail les différentes conformations de la caséine B dans différents états
dénaturés, d’un point de vue structural . Dans cette optique, nous avons eu recours a des
techniques susceptibles de nous apporter un nouveau type d’informations : la diffusion des
neutrons, la réflectivité des neutrons et la tensiométrie. Le deuxieme chapitre de ce mémoire
fournit les éléments de théorie permettant de comprendre la méthodologie de ces techniques,
et explique quel type de renseignements elles peuvent apporter a I’étude d’un systéme

semblable au notre.

Différents facteurs physico-chimiques ont été employés pour déstabiliser la caséine 3.
Le troisiéme chapitre a pour objectif de décrire la caséine-f3, plus au moins fortement
dénaturée par un agent, le chlorure de guanidinium. La diffusion de neutrons aux petits angles
nous a permis d’apporter des informations relativement précises sur la caséine
B complétement dépliée, un état en fin de compte treés peu connu jusqu’a présent. En outre, La
réflectivité de neutrons et la tensiométrie nous ont permis d’évaluer la conformation de la
protéine adsorbée en fonction des propriétés du solvant. Ces mesures des couches

d’adsorption s’appuient sur un modele issu de la théorie des polymeres.






CHAPITRE 11

MATERIELS ET METHODES

Introduction

es techniques de diffusion des neutrons, réflectivité de neutrons et du tensiometre a
bulle, jouent un rdle trés important dans la détermination des propriétés structurales
des milieux colloidaux. Dans la littérature relativement peu d’articles s’attachent a
présenter conjointement ces techniques et les méthodes utilisées pour analyser les

r 100-1 . . . , .
résultats'"""'”’. Dans ce chapitre, nous allons en donner les principes théoriques.

1. DIFFUSION DE NEUTRONS AUX PETITS ANGLES

La diffusion ¢lastique des neutrons aux petits angles (DNPA) permet de sonder la
matiere a des échelles de taille comprises entre quelques angstroms et quelques centaines
d’angstroms. Cette technique est complémentaire des techniques de diffusion de rayons X et
de la lumiére. De plus, grice a I'interaction particuliere des neutrons avec la matiere, le
marquage isotopique permet, dans un mélange, de distinguer un diffuseur particulier parmi
d’autres. Dans un milieu diffuseur quelconque, ce sont les variations et les fluctuations de
densité de la matiere qui provoquent la diffusion. Ces variations sont localisées aux interfaces
alors que les fluctuations se produisent dans le volume. La diffusion des neutrons est donc
essentielle pour I'étude des milieux présentant des interfaces, comme les solutions colloidales
ou les milieux poreux. En choisissant de maniere appropri¢e les contrastes et la gamme de
vecteurs de diffusion, cette technique permet d’obtenir différents types d’informations comme
la taille des diffuseurs et leur structure interne, la quantité de matiére liée a une surface ou
présente dans une micelle, le profil de concentration d’une interface ou I’amplitude et

I’étendue des corrélations de densité au sein d’un matériau, etc.



1.1.  Principe de la D.N.P.A

Considérons un faisceau parallele et monochromatique de neutrons de longueur

d’onde A traversant un échantillon. Ce faisceau peut €tre assimilé a une ondes plane de
vecteur d’onde incident Ei. L’interaction entre les neutrons et les noyaux atomiques de
I’échantillon provoque la diffusion des neutrons. Dans une direction faisant I’angle 6 avec le
faisceau incident, le vecteur d’onde de diffusion est Ed. Le transfert de vecteur d’onde est
donc

§=k L, (II-1)

1

et son module est

q=—sin 5 (II-2)

Figure II-1. Représentation de la diffusion de neutron par un échantillon.



1.2. Expression de ’'intensité diffusée
1.2.1. Cas général

L’amplitude de diffusion cohérente d’un échantillon est :

a@)=3 b; expi k). (I1-3)

oﬁg est la position du noyau atomique i dont la longueur de diffusion cohérente est b;.

L’intensité diffusée de maniére cohérente par unité d’angle solide et par unité de

volume d’échantillon est donc :
1 1 )
1) =, <la@f >= <3 b.b; explifE 1> (11-4)
L

ol V est le volume diffusant. Les crochets indiquent la moyenne statistique. I(§) est en fait

une section efficace différentielle de diffusion par unit¢ de volume et a la dimension de

1

I’inverse du produit d’une longueur par un angle solide (cm™ sr™"). La forme du profile de

diffusion, I(§), donne des informations a une échelle spatiale de 1’ordre de q ' sur la structure

de I’échantillon.

L’expression précédente peut étre réécrite de la maniere suivante :

H%=¢<

nx%e@%9‘> (I1-5)

ou

)= b8P (11-6)

est la densité locale de longueur de diffusion cohérente.



L’intensité totale des neutrons diffusés par un échantillon quelconque est la somme de
deux termes : I’intensité cohérente, I(q), dont I’expression générale vient d’étre donnée et de
I’intensité incohérente résultant du changement de 1’état de spin des neutrons lors de leurs
interactions avec le spin nucléaire des atomes diffuseurs. Le plus fort diffuseur incohérent est
I’hydrogéne. Aux petits angles, la diffusion incohérente reste indépendante de q. Elle peut
donc étre considérée comme un simple bruit de fond constant dont le niveau peut étre estimé a

partir de la composition atomique de 1’échantillon.
1.2.2. Solutions colloidales idéales

Dans un systeme constitu¢ de gros objets en solution trés diluée dans un solvant

constitu¢ de petites molécules, ces objets produisent un exces d’intensité diffusée

\%

1@ =n(|[pB)—p, L1eHa? 1-7)

Q

par rapport au solvant seul. Dans cette expression n et v sont la densité en nombre et le
volume des objets, respectivement. v’ est leur volume partiel dans la solution. p(F)est la
densité locale de longueur de diffusion de I'un des objets a la distance t de son centre de
gravité et ps est la densit¢é moyenne de longueur de diffusion du solvant. Ici les crochets,
<E >q, indiquent qu’il faut effectuer la moyenne sur toutes les orientations possible des
macromolécules. Dans ce cas, I’intensité diffusée donne des informations sur la taille, la
forme et la structure des diffuseurs. L expression précédente peut étre réécrite de la manicre

suivante :

I(q)=n(<p>v-p,v')°P(q) (1I-8)

ou<p>=v’' Z:bi est la densité moyenne de longueur de diffusion des objets et

1

2

P(q) = (I1:9)

J'r{p(r) -p, %‘} e'ifaf

1
<SPpAV-pgV ¢

Q

leur facteur de forme. P(0) = 1.



11 est d’usage trés courant d’écrire 1’expression (II-8) sous la forme suivante :

I(q) = 1;1“ K2P(q) (11-10)

A

ou Nj est le nombre d’Avogadro. ¢ = n M / N, est la concentration en masse des objets
diffusants (g cm™"), M leur masse molaire et

K=<p>v-p V' (II-11)

leur contraste spécifique moyen. vV et V'sont leurs volumes spécifique et spécifique partiel

(cm’® g "), respectivement.
1.2.3. Interactions

Lorsque la solution colloidale n’est pas infiniment diluée, il doit étre tenu compte des
interactions existant entre les particules. L’expression générale de I’intensité diffusée s’écrit

alors :

I(q) =¥°K2P(q) S(q.c) (11-12)

A

ou

S(q.c) =1+ CNVA [hryetfaf (11-13)

est le facteur de structure de la solution. C’est la transformée de Fourier de h(r) = [g(r) — 1] ou
g(r) est la fonction de corrélation des centres de gravité des objets diffusants. L’expression
(II-13) n’est valable que pour des diffuseurs sphériques. Dans le cas contraire, elle devra étre
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modifiée pour tenir compte d’éventuelles corrélations d’orientation’ .

Les interactions existant entre les particules en solution peuvent étre évaluées
par la détermination des coefficients du Viriel. Ce sont des quantités physiquement

importantes que I’on peut déduire de la variation de I’intensité diffusée vers I’avant avec la



concentration, c¢, de 1’échantillon. L’intensité diffusée vers ’avant peut étre écrite de la

maniére suivante :

2
K'Me _ 1T _MOAL i )a Mc+3A,Mc? +..), (I-14)
N,I(0,c)  S(0,c) RT écly,

ou R est la constante des gaz parfaits, T la température, I1 la pression osmotique et P la
pression. As, As, E sont le 2°™, le 3™E coefficients du Viriel de la solution. A, décrit les
interactions entre deux particules, Az celles entre trois particules, etc. Le coefficient A, est

positif lorsque les interactions sont répulsives et négatif lorsqu’elles sont attractives.

De manicre générale le spectre de diffusion peut étre écrit sous la forme suivante :

K°Mc _ 1 _ 1

= = 1+2A ,McF, +3AM 21:3 +.], -15
N,I(q.c) S(q.c) P(q)[ ck(a) ¢ F(q)+..] (1I-15)

ot Fx(q), F3(q), E sont les transformées de Fourier des fonctions de corrélation directes de 2,

3, E particules, normalisées a 1’'unité pour q = 0. Leurs expressions peuvent étre calculées a

partir de résultats donnés dans certains manuels de physique statistique'*> 1%

1.3. Rayon de giration
1.3.1. Définition
Le rayon de giration des diffuseurs est défini de la maniére suivante :

R’ S S [r [p(?)—psi}dg (I-16)
A%

<p>V-pgV' v
ou Fest la distance mesurée par rapport au centre de gravité de la particule.

Le rayon de giration, de par sa définition, renferme des informations sur la taille et la

forme de I'entité diffusante. Sa valeur dépend, cependant, du contraste. Comme le montre le



tableau ci-dessous, il est relié, de facon plus au moins complexe, aux parameétres
géométriques caractérisant la particule. Ces résultats ne concernent que des particules

homogenes de densité de longueur de diffusion constante, p(r) = <p>.

Sphére de rayon R Rg’=3R*/5

Spheére creuse de rayon interne R; et de rayon externe R, | Rg” = 3(R,° —R,”) / 5(R,* — R}?)

Ellipsoide d'axes a, b et ¢ Rg*=(a*+b*+c%) /5

Cylindre de base elliptique d'axes a et b et de hauteur h Rg’=(a’+b*)/4+h*/12

Cylindre creux de rayon interne R; et de rayon externe| Rg® = (R;>+R,%) /2 +h?/ 12
R,

Tableau II-1. Rayons de giration de quelques particules homogénes de formes simples.
1.3.2. Approximation de Guinier

L’approximation de Guinier est trés souvent utilisée pour déterminer le rayon de
giration apparent, Ry(c), des diffuseurs'”’. C’est une simplification assez arbitraire, mais trés
utile, de I’expression générale de I’intensité diffusée aux petites valeurs de q. Elle est, en

général, acceptable tant que qR,(c) < 1 et s’écrit :

(1I-17)

I(g,c) = I(0,c) exp |:_qR3g(c)} .

Le tracé de Ln [I(q,c)] en fonction de q2 permet de déterminer simplement 1’intensité
diffusée vers I’avant et le rayon de giration apparent. A partir de ’expression (II-15) il est
possible de montrer que le rayon de giration apparent dépend de la concentration et peut étre
développé comme suit :

R2(c)=RI(1+2B,Mc+3B,Mc’ +..) 7, (1I-18)

r

ou les coefficients B,, B;, E sont fonctions des coefficients du viriel et de la portée des
interactions. Le rayon de giration réel, R, = R,(0), sera obtenu par extrapolation a
concentration nulle sans qu’il soit nécessaire de faire une quelconque hypothése sur la forme

ou la configuration interne des diffuseurs. Il est donc absolument nécessaire d’effectuer des



mesures de diffusion a différentes valeurs de la concentration lorsque les interactions entre les

molécules de soluté ne sont pas négligeables.
1.4.  Diffusion par des chaines polymériques

Les objets fractals sont de forme irréguliére ou chaotique mais leurs propriétés
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géométriques sont invariantes par changement d’échelle. '’

La trajectoire d’une particule
brownienne est un exemple de fractale. La compacité de la structure d’un objet fractal est
caractérisée par sa dimension fractale, D. Elle quantifie la maniére dont la masse, M, ou le

nombre d’unités structurales, augmente avec la taille, R, de I’objet :
M o RP. (11-19)

Les polyméres linéaires sont des exemples d’objets fractals. Leur invariance par
changement d’échelle permet de décrire leur conformation par des « lois d’échelle ». > ' 11
Dans 1’espace habituel a trois dimensions, D = 3 pour une chaine effondrée formant un
globule compact, D = 2 pour une chaine idéale, ou gaussienne, et D = 1,7 pour une chaine
présentant des interactions de volume exclu. La détermination de D permet donc de

caractériser la conformation du polymere.
1.4.1. Chaines flexibles

La chaine flexible est un mod¢le assez simpliste de polymere sans aucune rigidité.
L’expression du facteur de forme d’une chaine flexible idéale a été établie par Debye.''' Elle
s’écrit :

Pp(x) = 22 [exp(—x)—1+x] (1I-20)
X
oux = (ng)z. Aux grandes valeurs de x , cette expression a la forme asymptotique suivante :

2
lim P, (q) =
an; D(q) (ng)2

(1I-21)

En présence d’interactions de volume exclu, la loi de Debye (II-20) demeure valable

tant que x < 9.""? Une approximation trés utile de cette loi est'"”.



Pp(x) =[1+0,359x""]"! (11-22)

ou les valeurs numériques 0,359 et 1,103 conférent a cette approximation une précision

supérieure a + 0,4% pour x < 13.

D’une maniere générale, pour des valeurs de vecteur d’onde de transfert supérieures a

3R;, le facteur de forme d’une chalne aléatoire flexible se comporte de la manicre

suivante:” '

P,

P(g)~ —=-
(q) ngl/V

(11-23)

ou P, est ’amplitude et D = 1/v la dimension fractale. v est ’exposant de Flory.'"”

Comme le montre I’expression (II-21), P, =2 et v = 0,5 lorsque la chaine est idéale.
Par contre, P, = 1.22 et v = 0.588 pour une chaine présentant des interactions de volume
exclu.'” La mesure des deux quantités P,, et v permet de déterminer la conformation moyenne

de la chaine et la nature des interactions entre cette derniére et le solvant.
1.4.2. Chaine a longueur de persistance

Une chaine a longueur de persistance correspond a un modeéle plus réaliste de
polymeére. C’est une chaine aléatoire dont la structure évolue continiment vers celle d’un
batonnet lorsque la distance entre deux points de la chaine devient inférieure a la longueur
statistique. Cette derniére représente la portée des corrélations d’orientation le long de la
chaine. Une chaine a longueur de persistance posséde donc une certaine rigidité. Deux
parametres définissent un tel systéme : sa longueur curviligne, L, et sa longueur statistique, b.
La loi de Debye (II-20) demeure valable tant que qR, < 3. Le rayon de giration de la chaine a
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été calculé par Benoit et Doty. "Il s’exprime de la fagon suivante :

3 3 3
-+ - (1—eT™) |, 11-24
2n 2n’ 4n’ ( )} ( )

2 12
Rg—Rg[l

ou R’é =Lb/6 etn=L/b est le nombre d’unités statistique de la chaine.
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Le comportement décrit par I’expression (II-23) reste aussi valable dans le domaine

intermédiaire de vecteur d’onde de transfert, tel que3R; <q<2b”'. Par contre, lorsque

q>2b"" le facteur de forme peut étre décrit par I’approximation suivante :''’

N P ]
P(q) = oL [n + 3qu (II-25)

qui n’est valable que pour une chaine de longueur infinie (L >> b). Cette approximation n’est
pas suffisante pour décrire correctement les spectres de diffusion des protéines totalement
dépliées car ces derniéres ne sont pas suffisamment longues. Pour de telles chaines, de bien
meilleures expressions analytiques ont été obtenues par Pedersen et Schurtenberger a partir
des résultats de simulations effectuées par le méthode de Monte Carlo.''™ Ces auteurs ont
donné trois méthodes différentes pour établir une approximation précise du facteur de forme
d’une chaine aléatoire. Dans ce qui suit, nous ne donnerons que les résultats de la troisiéme
méthode qui permet d’obtenir, de la méme manicre, les facteur de forme d’une chaine
aléatoire avec ou sans volume exclu. Seul le cas des chaines relativement longues (L > 4b)

sera considéré.
1.4.2.1. Chaine vermiforme idéale

Le facteur de forme est décrit comme celui d'une chaine idéale pour gb < 3,1 et par
celui d’un batonnet aux valeurs supérieures. La région de recouvrement est représentée par
une fonction empirique qui ne dépend que de la longueur relative L / b. Cette approximation
est basée sur les expressions de Burchard et Kajiwara.''’ dans lesquelles la fonction de
diffusion calculée par Sharp et Bloomfield'*’ est utilisée aux faibles valeurs de q. Pour

gb < 3,1, le facteur de forme d’une chaine idéale est représenté par 1’expression suivante :

X

Pss(q,L,b) =PD(X)+L 4+1—(11+1j e™ (11-26)
I5L] x

ou x =(qR', )* avec R’é =Lb/6. Cette expression differe 1égerement de celle de Sharp et

Bloomfield dans laquelle 1’argument de la fonction de Debye est x = (ng)2 ouR, est la

valeur réelle du rayon de giration donnée par I’expression (11-24).
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Pour gb > 3,1 Pedersen et Schurtenberger''“exprime le facteur de forme par une

somme de lois en puissances de q :

a a 7T
P.(q,L,b)=—1—+ 2+ 11-27
(@ L0 = oy oL {29

dont le comportement s’approche de la fonction de diffusion d’un batonnet lorsque gb — oo.
Dans cette expression p; = 4,95 et p, = 5,29. Ces valeurs ont été¢ déterminées par comparaison
aux résultats de simulations numériques. Le raccordement des expressions (II-26) et (1I-27)
est obtenu en ajustant les parametres a; et a,, de fagon telle que les deux fonctions et leurs
dérivées premieres par rapport a q soient continues pour gb = 3,1. Les paramétres a; et a, ont

donc pour valeurs :

I, b 1 ul
a; = [(Pgy(u,) + —P'gy (uo)_i(l_f)]Pz 0 (I1-28)
p2 u’OL p2 2_p1
et
1, b 1 ub
a, =[(Pg(uy) +—P'sy (uy) ———(1-—)]p, 0 (I1-29)
pl uOL 1 1_p2
ouuy=qob=3,1et
P'; (u) = 2uM. (II-30)
du

1.4.2.2. Chaine vermiforme avec volume exclu

Aux faibles valeurs de q, il y a une grande différence entre les fonctions de diffusion
d’une chaine aléatoire avec et sans effet de volume exclu. Par conséquent, I’expression de

Sharp et Bloomfield (II-26) doit étre modifiée pour tenir compte de cet effet.

Tout d’abord il nécessaire de remplacer la fonction de Debye par une nouvelle
expression capable de décrire le facteur de forme d’une chaine & volume exclu. Ce nouveau
facteur de forme, Prx(q, L, b), a été déterminé en adaptant les expressions d’Utiyama et al'*'.

Pedersen et Schurtenberger''® ont obtenu 1’approximation suivante :
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Pix(q,L,b) = W(x)Py(q,L,b) +[1-W(x)][c; x /¥ +c, x 2/ V +eyx /Y] (II-31)
oux = (ng)z, R, étant maintenant le rayon de giration d’une chaine a volume exclu :
R =[as(L/b)R";. (11-32)

as(L/b) est le facteur de dilatation de la chaine sous I’effet des interactions de volume exclu.

Il est donné par l'expression suivante :

2v -1

INEANSANE _
ocs(y)—|:1+(3jl2j +(&67j } (11-33)

ou v =0,588 est I’exposant de Flory.

Dans ’expression (II-31) W(x) est la fonction empirique suivante :

W(x) = L[ 1-th X% (I1-34)
2 Cs
Finalement les valeurs des constantes apparaissant dans les expressions (II-33) et

(II-36) sont : ¢; = 1,2200, ¢; =0,4288, c3 =—1,651, ¢4 = 1,523 et cs=0,1477.

Le second terme du membre de droite de ’expression (II-26), qui tient compte de la
rigidité locale de la chaine, doit aussi étre légerement modifié pour pouvoir décrire les
résultats des simulations. Lorsque les interactions de volume exclu sont présentes, Pedersen et
Schurtenberger ont montré que le facteur de forme de la chaine pouvait étre écrit sous la

- 118
forme suivante:

P,,(q,L,b) = P, (q,L,b) + C(L/b)i{4 vl (1 1+ lj e_"} (I1-35)
15L X X

ou la fonction correctrice, C(L/b), est

C(L/b)=a,(L/b)™ (11-36)
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pour L > 10 b. Les valeurs numériques des constantes sont a4 = 3,06 et p; = 0,44. Pour des

chaines plus courtes aucune correction n’est nécessaire et C(L/b) = 1.

Les résultats précédents ne décrivent le facteur de forme que pour gb < 3,1. Aux
valeurs supérieures de q les expressions (II-28) a (II-30), établies pour une chaine idéale,

demeurent valables a condition d’utiliser I’expression (I[-35) au lieu de (11-26).
1.4.2.3. Chaine réelle

Il est nécessaire de tenir compte du fait qu’une chaine réelle n’est pas infiniment
mince et donc qu’elle a un rayon transverse moyen, Rr, non nul. Le facteur de forme d’une

chaine réelle pourra étre décrit par I’expression:''* '"®

P(qa La ba RT) = [PSB(qa La ba RT) + PPS(q, La ba RT)] PT(qa RT); (II_37)

ou les expressions de Psg(q, L, b, Rt) et Pps(q, L, b, Rr) ont été données dans le paragraphe
précédent pour des chaines avec et sans volume exclu. Leur somme est le facteur de forme de

I’axe de la chaine et

2J1(qRT))2 (1L38)

Pr(q,R )=(

T T qRT
celui d’un disque de rayon Ry représentant la section de la chaine réelle. J;(x) est la fonction
de Bessel du 1° ordre. La valeur de Rt dépend fortement du contraste local et dont de la

structure du solvant au voisinage immédiat de la chaine.

Pedersen et Schurtenberger ont vérifié le bien fondé de leurs diverses approximations
en utilisant les résultats expérimentaux de Rawiso et al obtenus avec des solutions de
polystyréne dans du bisulfure de carbone.''” Ce dernier est un bon solvant du polystyréne et
les chaines polymériques y présentent des interactions de volume exclu. Les mesures avaient
¢été réalisées avec du polystyréne naturel, totalement deutéré et deutéré partiellement, soit sur

les groupes phényl ou le squelette.
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1.4.2.4. Effets concentration

Les expressions du paragraphe 1.2.3 font intervenir les corrélations entre les centres de
gravité des molécules de soluté. Dans le cas de chaines aléatoires il est plus judicieux de
considérer celles existant transversalement entre leurs axes, ou en d’autres termes, entre les

monomeres de deux chaines différentes. En utilisant la méthode de calcul de Benoit et
122

Benmouna “, il est facile de montrer que I’intensité diffusée s’écrit :
Mc cN
I(q) = —K*P(q)|1+——2P(q) h,(q,c) (1I-39)
N, M
ou
hy(a,) = [ gy (r,0)- 1] df (I1-40)
\%

gr(r,c) étant, maintenant, la fonction de corrélation transverse des axes d’une paire de chaines

séparés par la distance r. La limite thermodynamique de hr(q,c) est :

RT o1’
cN, h.(0,c) = 0
M M éac

_ 2A,Mc+3A,Mc’ +...
1+2A,Mc+3A,Mc* +...

(11-41)

T,P
. 7 : 123

Au premier ordre en ¢, nous retrouvons le résultat de Zimm ~~ en supposant, comme

lui, que les chaines ont une section nulle et donc que les interactions sont ponctuelles, c’est a

dire que hr(r,c) = [gr(r,.c) — 1] = 2A; M?* N, ' ¢ §(r) o 8(r) est la fonction de Dirac.

Comme D’expression (II-14) du paragraphe 1.2.3, I’expression (II-41) peut étre

geénéralisée sous la forme suivante :

cN,

N h (q.0) = - 2A,McF,,(q) +3A,Mc’F,(q) +...

1+2A,McF,,(q) +3A,Mc*F,(q) +...

(I1-42)

ot Fra(q), Fr3(q), E sont les transformées de Fourier des fonctions de corrélation directes des

sections de 2, 3, E chaines, normalisées a ’unité pour q = 0. Ce résultat tout a fait général

différe sensiblement de celui donné par Benoit et Benmouna.”'**
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Pour le modele utilisé précédemment, dans lequel une chaine polymérique est
représentée par un cylindre semi-flexible de rayon moyen R, la transformée de Fourier de la

fonction de corrélation transverse de 2 chaines peut étre décrite par 1I’approximation suivante :

2]1(ch)J2 . (11-43)

Fr,(q) = [
qRc

ou Rc est la longueur de corrélation dont la valeur dépend des interactions réelles entre les

deux chaines et inclus donc I’effet du solvant. Pour des sections de chalnes se comportant

comme des disques durs de rayon R, le volume exclu est seulement du a I’effet stérique et

A, M?

R: =(2R)’ = :
c =(2R) LN,

(I1-44)

Pour décrire les spectres de diffusion de la caséine P totalement dépliée par du

chlorure de guanidinium, nous utiliserons donc 1’approximation suivante :

1(6.0)= 1 K*P(@)[1-24, M P(Q) Fra(@)] (11-45)

A

ou le facteur de forme d’une chaine, P(q), est donné par I’expression (II-37) et Fra(q) par
I’expression (II-43). En développant ces trois derniéres expressions au premier ordre en ¢, il

est possible de montrer que le carré du rayon de giration apparent des diffuseurs est

R2(c)=R2(0)[1-2B,Mc] (11-46)
avec
R2
B, = A, |1+-—C (1I-47)
4R2(0)
et

2 —_ D2 3 2 D2
R;(0) =R; +2R7 =R}, (11-48)
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ou R; est le rayon de giration de ’axe de la chaine et R2 son rayon transverse. Comme nous

le verrons plus loin R2 /R; <1%.

Comme R;(O) >>R?, Fra(q) =1 aux petites valeurs de q. Si, de plus, 2A;Mc << 1,

I’expression (I1I-45) peut étre réécrite

MK’c _ 1
N,I(q.c) P(q)

+2A,Mc. (11-49)

La substitution de 1’approximation (II-22) pour P(q) dans I’expression (I[-49) montre que le
spectre de diffusion d’une solution diluée de polymere pourra étre représenté par 1’expression

suivante :
[1(q,¢)]" 2 [1(0,¢)] " {1+0,359[qR , (c)]***’} (1-50)

lorsque qRg(0) < 3. En d’autres termes, dans ce domaine de valeurs de q le spectre de

diffusion conserve la forme de Debye pour des valeurs relativement faible de la concentration.

2,206

Le tracé de [I(q,c)] " en fonction de q**° permet de déterminer simplement I’intensité

diffusée vers 1’avant, 1(0,c), et le rayon de giration apparent dont la valeur est
[R, ()] =[R,(0)]**"(1+2A,Mc) (II-51)

Le rayon de giration réel, Ry(0), sera obtenu par extrapolation a concentration nulle en

utilisant la formule précédente.

Le second coefficient du viriel, A,, d’une solution de polymeéres est donné par

. . 124
I’expression suivante :

A, =¥Y4r’°N,R; M~ (11-52)
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ou V¥ est la fonction d’interpénétration. Pour une chaine de longueur infinie (L/b — o) la
fonction ¥ peut prendre deux valeurs extrémes : ¥ = 0, pour une chaine idéale et ¥ = 0.23,

lorsque les interactions de volume exclu sont présentes.

En fait la valeur de ¥ dépend de la longueur, L, de la chaine et de la portée des

) ) 124-126
interactions de volume exclu, B.

Dans la figure II-2 les courbes entraits pleins montrent
comment ¥ varie avec, L lorsque B reste constant, et celles en traits pointillés comment ¥
varie avec B, lorsque L est fixe. Ce dernier cas est le plus intéressant car il correspond aux
expériences habituellement réalisées, dans lesquelles on change la qualité du solvant d’une
solution de macromolécules données. Les résultats de la figure II-2 ne sont pas généraux. Ils
ont, en effet, été calculés pour le polystyréne atactique en utilisant un mod¢le hélicoidal qui
tient compte, a la fois, de la rigidité, de la courbure et de la torsion de la de chaine.?? Ils

devraient, cependant, constituer une bonne approximation pour la caséine 3 compleétement

dépliée par du GdmCl.

Figure IL.2. Variation de la fonction d’interpénétration, y, en fonction du cube du facteur de dilatation, a,,. B
représente la portée des interactions de volume exclu. Ici L est la longueur de la chaine mesurée en unité de
longueur statistique (L /b). D’apreés la référence 126.
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1.5. Diffusion par les micelles de caséine 3

Leclerc et al”"* ** ont montré, qu’aux valeurs de q inférieures 4 0,06 A™', une micelle
de caséine B peut étre considéré comme un objet sphérique constitué d’un cceur, de rayon Rj,
entouré par une couronne, de rayon externe R, dont les densités de longueur de diffusion sont
différents mais constantes. La micelle a donc un profil de densité semblable a celui de la

figure II-3. Il correspond a la fonction de distribution suivante :

o(r) =¢, =3¢, /4nR} si0<r<Ry,
o(r) =¢, =3¢, /4n(R; - R}) siR; <r<R,, (II-53)
(I)(I') =0 sir>R,.

Dans ces expressions ¢y est la proportion d’acides aminés dans le cceur de la micelle, par

rapport au nombre total.
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Figure-11.3: Représentation du profil de densité utilisé pour décrire les spectres de diffusion des micelles de
caséine p.

Le facteur de forme de la micelle peut étre calculé a partir de sa définition (II-11).

Dans le cas présent, I’amplitude du facteur de forme s’écrit :
47 o )
A(q) = —jor o(r)sin(qr)dr. (1I-54)
q

En substituant a ¢(r) son expression (I[-53)on obtient :
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A(Q) = 4—“[¢1 [ rsin(rydr +9, [ rsin(qr) dr} . (11-55)
q 0 R,

Le facteur de forme de la micelle est donc :

3¢0 3(1_¢0) ’
P(q) = F(qR))+———~""=-[F(qR,)-F(qR, 11-56
ou
F(x) = Ixsinxdx = sinX —XCOSX. (II-57)

Le rayon de giration de la micelle peut étre calculé a partir de sa définition (II-17). 1l

est donné par expression suivante :

J.OO r* ¢(r)sin(qr) dr
R? =20

e = . (II-58)
J.O r* ¢(r)sin(qr) dr
En utilisant I’expression (I1I-53) pour la fonction de distribution ¢(r), on obtient :
R? = E (9, - ¢2)R15 + ¢, R; :| ) (1I-59)
£5 (¢1_¢2)R13+¢2 Rg

1.6. Mesures de la diffusion des neutrons

1.6.1. Appareillage

Les expériences de diffusion de neutrons aux petits angles ont été réalisées
avec le spectrometre PACE du Laboratoire Léon Brillouin a Saclay. La figure.ll-4 représente
le schéma de cet appareil qui est destiné a 1’étude de la diffusion isotrope aux petits angles. Il
a une symétrie cylindrique dont 1’axe est celui du faisceau direct. Il est équipé d’un détecteur

constitu¢ de 30 cellules annulaires concentriques et d’une cellule centrale a 4 quadrants. Cette
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derniére permet de centrer le détecteur sur le faisceau direct et de mesurer la transmission des
¢échantillons aprés atténuation du faisceau direct. PACE permet d’enregistrer ’intensité
diffusée pour des valeurs du nombre d’onde de transfert comprises entre 2.107 et 7.107" A™",
L’acquisition des données est faite par un microprocesseur, piloté par un PC. Le traitement
complet des données peut étre effectu¢ par le méme ordinateur grace au programme

PASIDUR '?’ de D. Lairez.

1.6.2. Conditions expérimentales

Pour les q faibles, 0.0061< q < 0.0642 A, on a utilis¢é comme longueur d’onde,
L = 11.13A, les diamétres des diaphragmes définissant la divergence du faisceau incident
étaient ¢; = 7 mm et ¢, = 10 mm, la distance entre I’échantillon et le détecteur etait de
dnai = 2800 mm, de. = 49 mm et le diviseur 241. Par contre pour les q ¢élevées, 0.0467< q <
0.471 A™, on a utilisé comme : A = 5.043 A, ¢; =7 mm, ¢» = 16 mm, dps = 0.800 m, d¢. = 49

mm et diviseur 241.

Echantillons dans des cuves Hellma. d’épaisseurs Smm pour les solutions de protéine
et tampon, Imm pour H,O, et le vide et un un échantillon de B4C. La température a

I’intérieur de la cellule est régulée par un bain thermostaté

Dans chaque configuration de I'appareil, nous avons mesuré le spectre de diffusion et
la transmission de la solution de protéine et du tampon correspondant, ceux de I'eau et de la
cuve vide et le spectre de diffusion d’un absorbant, constitu¢ de carbure de bore et de

cadmium.

En général, le spectre de diffusion de chaque échantillon est enregistré pendant 6
heures, afin d’avoir une précision statistique convenable. Par contre 30 mn suffisent pour
I’absorbant qui ne sert qu'a déterminer le bruit de fond électronique des détecteurs. Les
spectres de diffusion de l'eau et de la cuve vide servent principalement a effectuer la
correction de sensibilité des détecteurs annulaires. En effet, ’eau légere est fort diffuseur
incohérent dont le spectre de diffusion ne dépend pas de q dans le domaine angulaire

habituellement couvert par la DNPA.
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Dans le cas des échantillons de protéine dénaturée nous avons mesuré la diffusion
pendant 12 heures, ou plus, a raison d’une demi-heure par spectre, afin de suivre la mise a
I'équilibre du systeme. Une fois 1'équilibre atteint un dernier spectre a été enregistré pendant

deux heures seulement.

ucree (p0)  DWALDE

m |

TT

Figure. 1I-4 : Schéma du spectrométre de diffusion PACE. Le faisceau incident est focalisé par deux
diaphragmes espacé de 2.8m, et de diamétres f; et f>. A la sortie du collimateur , le faisceau est diffusé par
Péchantillon, puis traverse un tube vide, avant d’arriver au détecteur. Ce détecteur est relié a un ordinateur
qui comptabilise le nombre de neutrons détectés pour chaque angle de diffusion correspondant a chaque
anneau.

1.6.3. Traitement des spectres bruts

1.6.3.1. Transmissions

La transmission, T, d’un échantillon contenu dans une cuve est le rapport de l'intensité

transmise par celui-ci a celle de la cuve vide:

Tech = Iech(O)/Icv(O) (H-60)
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Le détecteur saturant lorsqu'il est soumis au faisceau direct, une fraction du flux

incident est absorbé au moyen d'atténuateurs constitués de plaques de Plexiglas.

L’intensité diffusée par un échantillon quelconque est fonction de sa transmission, de
son épaisseur et de sa section efficace de diffusion. Cette derniére dépend de la longueur
d’onde des neutrons incidents car la diffusion n’est pas toujours parfaitement élastique. Ceci
est particuliérement valable pour ’eau , dont la masse moléculaire n’est pas totalement
négligeable devant celle des neutrons. Il en est de méme de la transmission, méme pour une

diffusion parfaitement élastique. En effet, la transmission d’un échantillon est :
T(h) = expl= [0 (M) + 6 5, W]} (11-61)

ou I est le trajet optique du faisceau de neutrons dans 1’échantillon. opi(A) et caps(A) sont,
respectivement, les sections efficaces totale de diffusion et d’absorption de ce dernier. Elles

dépendent toutes les deux de la longueur d’onde des neutrons.

1.6.3.2. Intensité diffusée

L’intensité diffusée par I’unité de volume d’un échantillon quelconque, composé de sa

cuve et de son contenu, peut s’écrire :

L conercy (7\,, q) =[;(M)SAQ C(}\')TCOHH'CV (2) %
(11-62)

x [ecv XIey (}\,, q) +€con Leon (7"5 q) + B(q)] +B
ou S est la section du faisceau incident d’intensité [i(A). AQ est I’angle solide de collection du
détecteur et C(A) son rendement pour des neutrons de longueur d’onde A. ecy est I’épaisseur
des parois de la cuve et econt SON trajet optique interne, c’est a dire 1’épaisseur de son contenu.
Iev(A,q) et Icont(A,q) sont les sections efficaces de diffusion, par unité de volume et d’angle
solide, de la cuve vide et de son contenu. B(q) est un bruit de fond provenant des ailes du
faisceau direct dues a une collimation imparfaite et a la diffusion par 1’air au voisinage de
I’échantillon. By, est le bruit de fond ambiant. De la méme manicre, 1’intensité diffusée par

la cuve vide est :
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I'cy (1, q) =L (A)SAQ C(X)ch M) [ ecv Loy (}”a q) + B(q)] + B (II-63)
Il en résulte que la quantité

- Iconsey D) =By 'y (1@) =B
Teonscy (1) Tey (V)

I' Cont ()\,, q)

(11-64)
=1,(M)SAQC(A)econ Leon (M)

est indépendante des bruits de fond et représente la seule diffusion du contenu de la cuve.
Les spectres de I’eau et de la cuve vide permettent de corriger les spectres des

¢chantillons et de leurs tampons des variations de la réponse des divers détecteurs. En effet,

aux petites valeurs de q, I’intensité diffusée par I’eau 1égére

I'H20+CV (;\'a q) - BAmb _ I'CV (;\'a q) - BAmb
TH20+CV () Tey ()

I'yo@,q=

(11-65)
=1,()8AQ C(M)e 0 1y 0 (o)

est principalement d’origine incohérente et donc indépendante de q. En général 1’épaisseur de

cet échantillon d’eau légere est fixé a 1 mm afin d’avoir une transmission de I’ordre de 0,5.

1.6.3.3. Traitement des spectres bruts

Les données expérimentales sont traitées selon la procédure habituelle, suggérée par les

"1 et Calmettes'*®, en utilisant le programme

considérations précédentes et décrite par Cotton’
PASIDUR écrit par D. Lairez'*’ du Laboratoire Léon Brillouin. Pour chaque valeurs de q ce

programme calcule la quantité suivante :

st @) =Ty (A,q) 1 doyy 0 )|
I'HZO (A, q) Vo dQ

Lo (X,q) = (11-66)

‘ Mes
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ou I'sei(A,q) et I'ramp(A,q) sont donnés par I’expression (I1I-64) pour la solution de protéine et

son tampon, respectivement, et I'y , (A,q) par I'expression (II-65). V']dcsHZO A/ dQ‘M est

la section efficace de diffusion de I’unité de volume de 1’échantillon d’eau légére mesuré avec

des neutrons de longueur d’onde A.

1.6.3.4. Calibration absolue

Pour obtenir la valeur absolue de la section efficace de diffusion incohérente de
I’échantillon d’eau légere, la détecteur est déplacé de fagon a pouvoir mesurer le faisceau
direct avec les mémes détecteurs que ceux employés lors des mesures des intensités diffusées.
Pour éviter la saturation de ceux-ci, le faisceau direct est préalablement atténué. Le facteur
d’atténuation est obtenu en faisant le rapport de I’intensité diffusée par un matériau fortement
diffusant, comme le graphite ou le Téflon, en absence et en présence de 1’atténuateur. de cette
manicre nous avons pu estimer la section efficace de diffusion de I’échantillon d’eau légere de

1

1 mm d’épaisseur 4 0,81 cm™ a A = 5 A. L’intensité diffusée vers 1’avant, I,(0,c)”%, par une

solution de monomeres de caséine 3 est telle que :

|
hm 1 (03 C)

n =(0,023+0,01)cm’mg'sr . (11-67)
c—> C

Ce résultat a été obtenu en présence de GdmCl. En utilisant la valeur de
v'=0.742 g cm, donnée par Swaisgood® les expressions (I.12) et (II.13) donnent pour
cette quantité une valeur d’environ 0,025 cm” mg ™' sr . L’accord est tout a fait satisfaisant.

1.6.3.5. Bruit de fond incohérent.

Pour obtenir le spectre de diffusion cohérente d’un échantillon il est enfin souvent
nécessaire de corriger le résultat donné par I’expression (II-66) de la diffusion incohérente du
soluté. Lorsqu’une protéine est mise en solution dans un tampon deutérié, un certain nombre,
N des atomes d’hydrogeéne qu’elle contient ne s’échangent pas contre les atomes de deutérium

du milieu et donnent une contribution incohérente. Alors

Lo (A, q) = Tomy (,q) + Al (X,Q) (11-68)
Prot q

Protl Prot
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ou le premier terme du second membre désigne la contribution cohérente a la diffusion et le

second la contribution incohérente.

Cette dernicre peut étre évaluée de la manicre suivante :

nc N TO
Al }’rot (}\‘5 q) = N—Pt I H,0 (;\‘, q) (11'69)

H,0

ou N, et Ny ,sont, respectivement, les molarités des atomes d’hydrogéne dans la solution

de protéine et dans I’eau légere.

La caséine 3 contient 1696 atomes d’hydrogene inéchangeables, car liés a des atomes de
carbone, et 331 atomes échangeables. Comme la caséine B n’est pas globulaire il est 1égitime
de supposer que la totalité de ces derniers s’échangent dans I’eau lourde. Il en résulte sur la

contribution incohérente représente environ 2% de I’intensité cohérente diffusée vers ’avant.

L’expression (I1.69) ne donne qu’une estimation de la contribution incohérente due
aux atomes d’hydrogéne de la protéine car elle suppose que la diffusion multiple, et donc la
transmission, sont les mémes dans la solution de protéine et dans 1’échantillon d’eau légere de
1 mm d’épaisseur. D’autre part, méme si de grandes précautions sont prises lors de la
préparation des échantillons en milieu deutéré, ils restent sujets a de légeres contaminations

accidentelles. En conséquence, AIpS (A,q)sera souvent regardé comme un paramétre

ajustable, en particulier lors de I’interprétation des spectres de diffusion obtenus a des valeurs

de q supérieures & environ 0,1 A™' ou I’intensité diffusée est trés faible.
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2. Réflectivité de neutrons

2.1. PRINCIPE DE LA REFLECTIVITE

Une surface est placée sous un faisceau polychromatique de neutrons de vecteur d’onde,
q = (4n/A)sin(B), 6 est I’angle rasant d’incidence. Cette surface est définie par ’interface entre
I’air et un milieu d’indice de réfraction n. Si on néglige 1’absorption des neutrons, n s’exprime

13,
par "~ :

2
n (z)=1- M (11-70)
2n

ou A est la longueur d’onde, Nb(z) est la densité de longueur de diffusion cohérente. Nb(z) peut
étre exprimée en terme de fraction volumique, ¢(z) de la molécule a une distance z

(profondeur) de l'interface:

Nb(z) = ¢(z)Nbm + (1 - ¢(z))Nbs, (II-71)

ou Nby, est la densité de longueur de diffusion cohérente de la molécule et Nbs est celle du

solvant.
Le faisceau de neutrons est réfléchi suivant la loi de Descartes :

cos (01) =n cos(0,) (I1-72)

ou 0; est l'angle d'incidence rasant et 6, est I'angle de réfraction rasante (fig. II-5). La réflexion

est totale lorsque 0; est inférieur a 6., ou 0, est défini quand 6, =0 :

cos(0.) =n (II-73)
Les équations (1I-70) et (II-73) donnent : sin(6.) = A, Nb(0) (I1-74)
T
Nb(0
or puisque 0, est petite : sinfd, =6, =4, © (II-75)
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ou A est la longueur d’onde critique, au-dela de laquelle la réflexion est totale

AIR
Faisceau
incident Faisceau

réfléchi
0, 0,
Interface
.
q Faisceau
\ 4 transmis
Solution

Figure-ILS : Schéma de principe de I’expérience
2.1.1. Interface parfaite : réflectivité de Fresnel :

En analysant le rapport R d’intensité entre le rayon réfléchi et le rayon incident, en
fonction du vecteur d’onde, q, on peut obtenir des informations sur le profil d’indice de

réfraction dans I'échantillon prés de 1'interface.

A TDinterface, la réflectivité peut étre calculée a partir du profil d’indice de réfraction
n(z). Le profil n(z) de la couche interfaciale est divisée en un certain nombre de couches
homogenes d’épaisseurs égales. Puis les coefficients de réflexion et de transmission de Fresnel
sont calculés pour chaque interface et combinés pour donner la réflectivité totale de la couche

d'adsorption.

Comme précédemment, on suppose que chaque interface sépare deux milieux. On sait
que I’air a un indice égal a 1 et que le substrat a n, comme indice. La valeur de la réflectivité

pour un tel systéme est appelée réflectivité de Fresnel (Rp):

2
kK,

_la-
Re(q) = ok (11-76)

0

ou ks, est définis par la relation : k, = (q2 - 41 (Nbs - Npo)) 2.
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2.2. Mesures de la Réflectivité de neutrons

Les mesures de réflectivité spéculaire des neutrons ont été réalisées au Laboratoire Léon
Brillouin (LLB Saclay France) sur le réacteur Orphée a flux constant, avec le réflectométre

DESIR (fig.11-6).

SUPPORT

Figure.ll-6 : Schéma de principe de réflectométre DESIR.

2.2.1. Réflectométre

Les spectres de réflectivité, R(q), ont ét¢ obtenus a un angle fixe pour des longueurs
d'onde inférieure a Ac. La valeur de chaque longueur d'onde est déterminée par la technique de
temps de vol (TOF)."'*’ Cette technique permet de séparer les neutrons d’un faisceau blanc en
fonction de leur vitesse. Elle est basée sur la relation de De Broglie selon laquelle le temps t
qu’un neutron met pour parcourir la distance L est proportionnelle a sa longueur d’onde

associée A :

A=t (I-77)

ou h est la constante de Planck et m, est la masse du neutron. Cette relation est équivalente a :
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AMA) = t (us)

2527L(m) ({-78)

avec,3< A<174 A

Un dispositif de hacheur permet de former des *’bouffées’” de neutrons contenant toutes
les longueurs d’onde disponibles. Chaque ’’bouffée’’ est formée au temps t = 0, et la mesure du
temps nécessaire aux neutrons pour aller du hacheur au détecteur (distance L) permet de
déterminer leur longueur d’onde. La vitesse de rotation du hacheur est telle que les neutrons
les plus lents d’une bouffée arrivent avant les neutrons les plus rapides de la bouffée suivante.
Cette méthode permet de déterminer la distribution en longueur d’onde des faisceaux incidents

et réfléchis.

La divergence du faisceau incident 06 ainsi que la résolution angulaire 60 / 6 sont
déterminées par 1’ouverture des fentes d’entrée et de sortie du collimateur ainsi que par la
longueur du collimateur D.. Si on néglige I’effet de la gravité terrestre, la trajectoire du

faisceau peut étre supposée rectiligne (fig-1I-7), et alors la divergence est donnée par :

+
tan 80 = fe +1y (II-79)
2D

C

Par exemple, le calcul de la divergence et de la résolution pour un angle de 1.5°, des

fentes f. = f; = Imm et pour D, = 3890 mm, donne : 66 = 0.015° et 56 / 6 = 1%.

Figure. 1I-7 : Divergence du faisceau incident lorsque I’on néglige Deffet de la gravité terrestre sur la
trajectoire des neutrons.




66

2.2.2. Conditions expérimentales

Tous les spectres de réflectivité ont été déterminés pendant 8 heures apres avoir versé la
solution dans la cuve thermostatée pour que l'adsorption atteigne un état de quasi-équilibre.
Cette a été lavée par 1’acide sulfochromique pour éliminer toutes saletés. Un bruit de fond a été
déterminé pour chaque spectre entre 2 et 3 A ou l'intensité du faisceau est pratiquement nulle.
Nous rappelons que les expériences sont effectuées en temps de vol : ’angle d’incidence reste
fix¢é a une valeur 6 égale a 1.316° avec une incertitude AO de 0.035°. Le vecteur d’onde, q, est

compris entre 0,017 et 0,095 Al

2.2.3. Détermination du profil de concentration a partir des courbes de

réflectivité

Bien que, nous ayons employé la réflectivit¢ de neutrons pour déterminer la structure
des couches de protéines adsorbées. Les méthodes permettant de déterminer un profil de

.129-132 .
Nous ne connaissons

concentration a partir d’une courbe de réflectivité sont nombreuses.
pas a priori le profil attendu. Pour traiter les résultats expérimentaux, nous allons utiliser
plusieurs modeles susceptibles d’interpréter les courbes de réflectivité obtenues. Les modeles
proposés, dépendent d’un certain nombre de paramétres. Ces modeles ne seront acceptables
que s’ils permettent d’interpréter correctement ces courbes. En particulier, le profil de la

fraction volumique ¢(z) devra étre une fonction décroissante continue.

L’algorithme de minimisation de la fonction d’erreur y* est assez. C’est la méthode
d’essai échec : On fait varier un parametre d’une certaine quantit¢ de part et d’autre de sa
. .2 4, N \
valeur initiale. Si ¢~ décroit, on remplace le parametre par sa nouvelle valeur et on boucle
. \ . \ A N s 2 r
successivement sur tous les parameétres, jusqu’a étre arrivé a un minimum de . Cette méthode
est simple a programmer mais le temps de calcul et les risques de blocage sur un minimum

relatif croissent rapidement avec le nombre de parametres.

R_-R )
x° = (Nombre de points expérimentaux)”" Y Rey - caute) (I11-80)
points o (Rexp )

exp érimentaux

N 2 \ .
ou ¢~ est 'erreur due a l'appareil.
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Les trois différents modéles retenus pour analyser les courbes de réflectivité sont les

suivants :

- Modéle a deux couches : (figure. II-8)

O(z)=¢1 siz<D, (1I-81)

®(z) = dpsiD<z<L, (11-82)

Figure. 11-8 : Profil de fraction volumique ¢3) en fonction de la distance 7 a la surface. Dans le cas du modéle
a deux couches.

- Modéle a double exponentielle :

0(z) = ¢1 + ¢, siz<D, (11-83)

z

D1t expl- 22

®(z) = 1 exp[— a 0,

], sib<z (11-84)

Ce modele dépend de 5 parametres tels que seuls ¢; + ¢, et D ne dépendent pas de la

masse. Ce modele ne correspond a aucune des prévisions théoriques récentes.
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- Modzéle en loi de puissance avec une queue exponentielle'13 3

d(z) = ¢s siz<D, (II-85)
_ d y i
(I)(Z) = (I)S [m] siD<z<L et (II 86)
d .
0(z) = ¢s [m]ﬂ exp[-u(z—L)] siL<z (1I-87)

Ce modele correspond aux prévisions théoriques, seulement dans le cas ou p = 1.3,

| | | (figure. 11-9).

0(2)

Figure. 11I-9 : Profil de fraction volumique @z) en fonction de la distance 7 a la surface. Présentation du
modéle en loi de puissance avec une queue exponentielle. Le trait interrompu représente le début de la queue
exponentielle.

2.2.4. Calcul de la densité de longueur : du substrat

Avant de commencer les mesures de spectres, il faut bien analyser et vérifier la propreté
du spectre du substrat seul, c’est-a-dire son Nb, et le facteur de normalisation qui permet de
positionner le début du spectre, donc il faut avoir un rapport R(I) / R(Ip) = 1 (un plateau). Le
facteur de normalisation peut étre différent de 1 suivant la géométrie du systéme, il y a perte de
faisceau, d’ou I’existence d’un facteur de normalisation pour avoir la réflexion totale R / Rg =
1. Donc il faut ajuster le spectre du substrat seul avec le programme de simulation des courbes,
comparer ainsi la valeur de Nb du substrat théorique et la valeur de Nb mesuré¢, et vérifier la

valeur du facteur de normalisation, figure.II-10.




Facteur de normalisation

R/RF A

A 0 (rugosité)

Nb couche (s)

Figure. 11-10 : Variation du rapport R/Rr. en fonction de la longueur d’onde, A. Nb représente la densité de
longueur de la couche A8 est la rugosité de linterface.
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2.2.5. Calcul de la densité de longueur de diffusion : de la caséine

Par exemple pour la caséine 3, en connait la composition centésimale de la protéine: C

(1080), H (1696), O (324), N (269), S (6), P (5), donc a partir du tableau suivant, on peut

calculer la longueur de diffusion de chacun des éléments, tableau II-2:

Eléments b / élément (107 cm) b (10" cm ou 107 A)
C(1080) 0.6648 717.984
H(1696) -0.3741 -634.4736
0(324) 0.5805 188.1792
N(269) 0.930 250.170

S(6) 0.2847 1.7082

P(5) 0.313 1.565

Db 525.1328
Nb 10° A~ 1.779

Echange is

toniaue. entre H (331) libres et le deutérium :

D(331) 0.6674 220.9094
H(1696-331 = 1365) -0.3741 -510.6465
> b10* A -289.7371
Aprés échange isotopique :
Zb 10% A 525.1328-(-634.4736) + (-
289.7371) = 869.8693
N, 10° A~ 2.945

Tableau. I1-2: Calcul de la densité de longueur de diffusion de la caséine B aprés échange isotopique.

Or Nb= > b.N, /Vn,

Na, est le nombre d’Avogadro et Vy, est le volume molaire, Vy,, = Vs M,
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Vs est le volume spécifique ( Vs de la caséine B est égale 4 0.742 cm’/g) et M est la masse
moléculaire.

Nb(substrat) — Nb(couche)

- La fraction volumique de la protéine : @ pogine = . (I1-88)
Nb(substrat) — Nb( protéine)
- La concentration volumique : C(mg/ml) = p{/;téine (II-89)
S
- La concentration de surface : r (mg/m2)= C D = ®poiine D. (I1-90)

4. Tension de surface statique et dynamique

4.1. Mesures de la tension de la surface :

3.1.1. Principe de I’appareil

Les mesures de la tension de surface en modes statique et dynamique, ont été réalisées a

134 La tension de

I’aide d’un tensiomeétre a bulle (fig. II-11) (IT concept, Longessaigne, France).
surface a été mesurée par l'analyse de la forme d'une bulle d'air formée a l'extrémité recourbée
d'une aiguille d'acier inoxydable plongée dans la solution. L'aiguille est fixée sur une seringue
controlée avec précision par une vis micrométrique et pilotée par un moteur électrique. La bulle
est éclairée avec un faisceau de lumicre parallele. L'image est enregistrée par une caméra CCD

et est numérisée pour permettre I'analyse de sa forme.
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Figure. II-11 : Montage expérimental du tensiométre a bulle.1- Banc d’optique, 2-Source lumineuse, 3- Cellule
de mesure Thermostatée, 4-Pousse seringue, 5-Optique et caméra, 6- Ordinateur, 7-Ecran de controle.

3.1.2. PRINCIPE DU CALCUL DE LA TENSION DE SURFACE

Les mesures de la tension de surface sont basées sur la méthode d'analyse de la forme
de bulle a symétrie axiale (ADSA) (fig 1I-12) dans laquelle le profil expérimental est analysé
selon 1’équation de Laplace et de 1’équation de Laplace-Young (eq.ll-91), qui devient en

supposant que la bulle posséde une symétrie autour de I’axe vertical oz (eq 11-92):

11
AP =y(—+— 1191
7(R R') (II-91)

ou AP est la différence de pression entre les deux cotés de I’interface, y est la tension de la

surface et R, R’ sont les rayons de courbure.

1 d(xsin®) :g—gA—pz (11-92)
x dx b ¥

ou x et z sont les coordonnées cartésiennes a un point quelconque du profil de la bulle, b est le

rayon de courbure a l'apex (tangent) de la bulle (x = z = 0), 0 est I'angle entre ox et la tangente
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du profil de la bulle formé avec l'axe x, g est 'accélération de la pesanteur, Ap est la différence

de la masse volumique entre les deux fluides.

=
v
w4

Figure.ll-12 : Profil d’une bulle pendante

4. PREPARATION DES ECHANTILLONS

4.1. Préparation de la caséine

La caséine entiere du lait écrémé d’une vache homozygote a été utilisée comme produit
de départ pour l'isolement de différentes caséines. Elle peut étre préparée de différentes fagons.
Le plus fréquemment elle est obtenue par précipitation isoélectrique. Le pH du lait écrémé, qui
peut étre dilué avec de l'eau distillée, est alors ajusté a 4,6 a 20°C avec une solution normale
d’acide chlorhydrique. Elle peut également étre obtenue par sédimentation des micelles, par
exemple par centrifugation a 350 g pendant 15 mn a 37°C, apres ajustement du pH a environ
6,7 et en présence de 0,07 M CaCl,. Ces techniques ont été discutées et comparées par Mc

|
Kenzie. '’

En raison de 1’existence de fortes interactions entre les molécules de caséines, il est
nécessaire d'utiliser un agent capable de réduire ces interactions afin de pouvoir fractionner les
caséines. Historiquement, l'agent le plus généralement utilisé est ’urée. La caséine totale est
ensuite fractionnée en caséines o, B et Kk par chromatographie échangeuse d'anions sur une
colonne DEAE 5 PW (Waters, France) avec un systéme chromatographique liquide moyenne
pression (FPLC, Fast Performance Liquid Chromatography), en présence d'urée et en utilisant

un gradient de NaCl (de 0 a 0.3 M) dans un tampon imidazole 20 mM, -mercaptoethanol a
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0.3%, a pH 7. Le gradient de sel permet d'¢luer les différentes caséines en fonction de la force
ionique. Les fractions contenant la caséine B (Fig II-13) sont réunies, dialysées (seuil de
coupure 6000-8000) contre le tampon sans sel, puis rechromatographiées dans les mémes
conditions que précédemment. La fraction ainsi repurifiée (Fig 1I-14) est dialysée contre 1'eau

ultrapure et enfin lyophilisée et gardée congelée (-20 °C).

.] 0ls1 —L

N as2 ]

=/

|
50.00 100.00
Minutes

Percent A
— — — — Percent B
------- Percent D
Total Flow

Figure. 1I-13. Chromatogramme du fractionnement par échange d’ion de la caséine totale du lait de vache.
« Percent B » représente le pourcentage de NaCl dans le tampon.
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Figure.ll-14. Chromatogramme de la purification de la caséine f du lait de vache. « Percent B » représente le
pourcentage de NaCl dans le tampon.

4.1.1. Mesure de la concentration

Toutes les techniques spectroscopiques utilisées pour étudier la protéine donnent un
signal qui dépend directement de la concentration en protéine. Comme nous 1’avons expliqué
dans le chapitre précédent les intensités du rayon diffusée et du rayon réfléchie, le rayon de
giration et les épaisseurs des couches d'adsorption sont des quantités trés sensibles a la
concentration en objets diffusants. Il est donc primordial de bien connaitre la concentration
exacte de la protéine dans les échantillons qui serviront ou qui ont servi aux mesures. Deux
méthodes ont été employées : la premiére permet de mesurer la concentration en caséine 3 des
solutions meres de protéine en absence de tout dénaturant. La seconde a été utilisée sur tous les

échantillons ou la caséine [ est dénaturée par le chlorure de guanidinium.
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En absence de dénaturant, la concentration de caséine [ a été mesurée par
spectrophotométrie U.V, et a partir de la loi de Beer Lambert, (Absorbance = ¢ 1 C) ou lest le
trajet optique en cm, C, la concentration en protéine en gL' et & est le coefficient

d'absorbance'62, €=046L g'l cm™ 4278 nm.

Pour les expériences de DNPA et de réflectivité des neutrons, les solutions de caséine 3
en milieu dénaturant ont été préparées par mélange de proportions variées de tampon et de
solutions méres de protéine et de GdmCl concentrées a environ 50 mg cm™ et 8 M,
respectivement. Les mélanges ont ét¢ fait a 1’aide de pipettes ajustables dont le piston est
directement placé dans la pointe de prélévement (pipettes pour PCR) et contrdlés par pesée. La

précision sur les concentrations finales est supérieure a 1%.

Dans certains cas (tensiométrie) les concentrations de caséine 3 en présence de GdmCl
ont été simplement déterminées par la méthode de spectroscopie U.V, en variant la longueur
d’onde (250 < A < 350 nm) insensible a la présence du dénaturant. La mesure de leur
absorption a 280 nm permet de déterminer la concentration de caséine . La précision de ces

mesures de concentration est de 'ordre de 1%.

4.1.2. Préparation du chlorure de guanidinium

Pour ¢liminer certaines impuretés, le chlorure de guanidinium (Pierce) a été recristallisé

deux fois dans I’eau pure, filtré et séché sous une hotte a flux laminaire.

Le chlorure de guanidinium deutéré nécessaire aux expériences de diffusion et de
réflectivité des neutrons a été obtenu par dissolution d’environ 5 g de sel purifié¢ dans 50 g
d’eau lourde, suivie d’un séchage sous vide. L’opération a été répétée quatre fois de suite, ce
qui assure une deutériation quasiment parfaite du GdmCL'" Pour éliminer les poussicres, la
solution de GdmCI a été filtrée avec un filtre de 0,1um de porosité au début de la derniere
opération. Une solution mere de GdmCI deutérée dans 1’eau lourde a ensuite été préparée a une

concentration d’environ 8 M.
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4.1.3. Mesure de la concentration

Les molarités, [GdmCI], de chlorure de guanidinium dans les solutions ont été
déterminées par la mesure de leur indice de réfraction, la conversion étant effectuée a 1’aide de

. I - .136
la relation donnée par Nozaki."”

[GdmCI] = 57,141 An + 3,68 (An)* + 91,6 (An)’ (II-115)

ou An est la différence entre 1’indice de réfraction de la solution mére de GdmClI et 1’eau lourde
ou de la solution de caséine [ dénaturée et la solution de caséine native a la méme

concentration en protéine.

4.1.4. Préparation des échantillons pour les expériences

4.14.1.  Dans ’eau légere

Les solutions meres de caséine 3 ont été préparées dans un tampon phosphate contenant
0.1 M d’EDTA, 0.02 M d’azoture de sodium et 0.1 M de NaCl, afin de réduire les interactions
¢lectrostatiques. Le pH était ajusté a 7. Avant utilisation, ces solutions de casé€ine 3 ont été

centrifugées pendant une heure a 35000 g pour éliminer les poussicres et d’éventuels agrégats.

Les échantillons nécessaires aux diverses expériences ont ¢été préparés aux
concentrations souhaitées par dilution a partir des solutions méres. Les concentrations de
protéine et de dénaturant ont ¢€té, soit déduites des proportions des mélanges, soit mesurées

directement comme expliqué dans le paragraphe 4.1.3.

4.1.4.2. Dans I’eau lourde

La caséine 3 a d’abord été dissoute dans un tampon similaire au précédant mais préparé
avec de I’eau lourde. Cette solution a ensuite ¢té¢ dialysée pendant 36 heures contre le méme
tampon qui a été changé environ 18 heures apres le début de la dialyse. Les échantillons ont

ensuite été préparés de la méme fagcon que dans I’eau légere.
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CHAPITRE 111

RESULTATS EXPERIMENTAUX

1. INTRODUCTION

“objectif de notre travail est d’étudier les structures qu’adopte une protéine (caséine
) en solution et a I’interface air/liquide en absence et en présence d’un dénaturant
chimique, le chlorure de guanidinium (GdmCl). Ce dernier a la propriété de
diminuer les interactions entre les monomeres (acides aminés) de la chaine

polypeptidique.

Dans une premiere partie, nous avons caractérisé la caséine 3 en solution par diffusion
des neutrons aux petits angles et établi des courbes de transition entre 1’état micellaire et I’état

de chaine a volume exclu en fonction de la concentration en GdmClI et de la température.

Dans une seconde partie, nous avons étudié la structure et les propriétés de surface de la
protéine a I’interface air/liquide dans les mémes conditions par des mesures en réflectivité des
neutrons et en tensiométrie statique et dynamique. L’interprétation des résultats a 1’aide du
modele thermodynamique développé a partir d’'un modele de polymere asymétrique
hydrophile/hydrophobe, permet de juger I'importance des conditions de solvants et des
interactions entre monomeres sur la structure et les propriétés des couches d’adsorption de

protéines a l'interface air/liquide.




80

2. PROPRIETES D’AGREGATION DE PROTEINES EN MILIEU DENATURANT

2.1. Résultats DNPA:

2.1.1. Effet du dénaturant sur la caséine 3 en solution

Dans les expériences présentées, la concentration de la caséine B est de 7,5 mg cm™, la
température est fixée a 20°C. Les spectres expérimentaux sont présentés dans la figure.Ill-1 qui
montre deux types de formes de spectre. Un type de spectre, correspond aux micelles, ou
I’intensité a q = 0 est tres €levée, c’est a dire des fortes interactions. Le second type de spectre

correspond aux protéines dépliées (c-a-dire, monomeres) (forme aplatit).

4r
L o [GdmCI] =4
15k o [GdmCl] =3
L ¢ [GdmCl] =2
ol * X [GdmCl] =15
3F } +  [GdmCl =1
r A [GdmCI] =0.75
~ -
T asf ? : e [GdmCl =05
— r } i " [GdmCI =0
E 2F ’
= C '
g - [
= 15[ 2
1 :_ [ ]
i "
0.5 aa, "a a
- i Cras, ta,
o PO FiENunBbbnnnulltnnnenengs

0 0.008 0.016 0.024 0.032 0.04 0.048 0.056 0.064

q @AY

Figure.Ill-1: Spectres expérimentaux de I’échantillon de caséine f concentré a 7,5 mg /em’ pour différentes
concentrations de GdmCl, la température est, T = 20°C.

Nous avons remarqué, lorsque la concentration en chlorure de guanidinium dépasse 1.5

M, le domaine de validit¢ de I’approximation de Guinier (figure.lll-2) est trop faible, et nous
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avons utilisé la loi de ’Calmettes’’, afin de déterminer le rayon de giration et I’intensité 1(0,c)
de la protéine dénaturée (figures. III-3, IlI-4a et IlI-4b). Mais la différence c’est 'une en
fonction de la variation de la concentration de GdmCl (Fig.II-3) et les deux autres sont en

fonction de la concentration en protéine c (Fig.IlI-4a, 111-4b).

Dans tous ces derniers spectres on a éliminé les deux premiers points, car ils sont

affectés d’erreurs et ne sont pas prises en compte dans les analyses.

—&— [GdmCl] =0
—e— [GdmCl] =0.5
—&— [GdmCl] =0.75
—— [GdmC(Cl] =1

—
=
g 0.5
-1
R
15 \'\‘\,\v\*
2
25 PR T SN T AN RN TR TR SN N SN TR SN SN AN Y TN WY TN NN TN SO SO TN SN O SN WA A |
=0 0.0001 0.0002 0.0003 0.0004 0.0005  0.0006

T A7)

Figure.llI-2 : Ajustements réalisés dans I’approximation de Guinier, qRg < 1.3. ¢ =7,5 mg cm”, T = 20°C.
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Figure.lll-3 : Détermination par ’approximation de ’’Debye corrigée’’, qRg < 3, de D’intensité 1(0,c) et du
rayon de giration Rg de la caséine B dénaturée. c = 7,5 mg em?, T=20°C.

On a représenté la variation des interactions intermoléculaires par 1’intermédiaire de la
variation du rayon de giration Rg et la variation du nombre, f, de protéines impliquées par
agrégat. Ces trois variations, nous informent sur la structure de la caséine §,
(figure.IlI-5, III-6). Ce nombre f, a été calculé a partir de la relation f = I¢ (0,c)/ 1;(0,c), avec
It (0,c) et I;(0,c) (Chapitre II) sont les intensités extrapolées a q=0 de la micelle et des
monomere respectivement. La concentration du chlorure de guanidinium, [GdmCI]< 3 M, ne

change pas le contraste.
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Figure.lll-4.a,b : Détermination par I’approximation de Debye de lintensité 1(0,c) et du rayon de giration de la
caséine [ dénaturée par 3M et 4M de chlorure de guanidinium respectivement pour différentes concentrations
en protéine.
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A une concentration de chlorure de guanidinium supérieure ou égale a 1.2 M le rayon

de giration, et le nombre de protéines impliquées par agrégat restent constant.

¢ f
100_- o Re(©
—_
< V]
Vouny
L
)
= 60 I 1 1
hd T T
40 |
[
v 11— 1 |
2 3 4 5
[GdmCI]

Figure.lll-5 : Variation du rayon de giration, Rg(c), et du nombre, f, de protéines impliquées dans un agrégat,
en fonction de la concentration en GdmCI. Les lignes droites sont guides pour I’ ceil.

La présence d’un agent dénaturant comme le chlorure de guanidinium dans la solution
augmente de facon significative la concentration micellaire critique CMC . Dans ces

conditions, il devient possible de caractériser la structure du monomeére de la caséine f3.

Les valeurs de 1(0,c) en fonction de, c, de la B-caséine sont montrées sur la figure. III-
6. Nous avons remarqué que ces valeurs, c¢/I(0,c) sont différentes et sont ¢gales a 40 et 38.5
(mg cm™ sr) pour 3M et 4M de GdmCl respectivement. Cela peut étre conclue par le fait qu’on
a pas le méme contraste entre ces deux concentrations. Donc lorsque la concentration du

GdmCl augmente le contraste augmente et vise versa.
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Figure.Ill-6 : Variation du rapport c/I(0,c) en fonction de la concentration, c, en caséine [ a deux
concentrations de GdmCl. Détermination de c/1(0,0).

Les valeurs de Rg(c) en fonction de, c, de la B-caséine sont montrées sur la figure. III-
7. En utilisant les expressions (II-51)et (II-18), il est possible d’obtenir A; et B, tableau.IlI-
1. Mais nous remarquons que les pentes de ces courbes a différentes concentrations de GdmCl
sont presque les mémes surtout lorsqu’on tient compte des erreurs absolues. Or les résultats
dans le tableau.lll-1 montrent une légére différence cela le fait qu’on a utilisé seulement les

valeurs moyennes
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Figure.IllI-7 : Détermination du rayon de giration de la caséine [ extrapolé a concentration nulle Rg.

[gdmCl] 3 4

A; (em’ mol g*) 4+1)10" 3+1)10°
B, (cm” mol g*) 3+1)10" 2+1)10"
Rg (A) 62+ 1 62+ 1

¥ 0.072 +0.024 0.054 +0.024

Tableau.Ill-1 : Valeurs du second coefficient de viriel et du rayon de giration apparent pour différentes
concentrations de protéines.

L’effet de la correction joue un rdle trés important pour savoir exactement ce qui se
passe au niveau des interactions, a I’échelle globale et locale. Peut étre la protéine a 3M ou 4M
de chlorure de guanidinium a des interactions globalement répulsives, puisque le second

coefficient de viriel A, ou B; est positif. Or nous remarquons encore que le second coefficients
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de viriel est trés faible et ces valeurs montrent encore que la protéine est dans état
intermédiaire entre un régime ou elle est considérée comme une chaine gaussiénne et un autre
régime ou elle est considérée comme une chaine a volume exclu. Ceci résume que la protéine

n’est pas tout a fait déplice.

Nous avons prolongé nos travaux par 1’étude de la fonction d’interpénétration, y. La

).125’ ol

figure IlI-8, représente la variation de y, en fonction de du rapport (o’
o, = R xclt ) Rg®Ussienme  Cette figure est prise 4 titre comparatif, puisque, la fonction ¥ peut
avoir des différents cas possibles. y tends vers 0 cela indique encore que la protéine est

considérée comme une chaine presque idéale.

3
Og

Figure.lll-8 : Variation de y en fonction de a,’, B représente la portée des interactions de volume exclu et L/b
est le rapport de la longueur d’une chaine étirée, L par la longueur statistique, b. La ligne bleue représente
état d’une chaine a volume exclu. Le point rouge représente les résultats expérimentaux pour la caséine en
présence de 3 et 4M du chlorure de guanidinium.
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2.1.2. Interactions de volume exclu

Pendant longtemps, il a semblé que 1’expérience se devait de confirmer la valeur de
I’exposant v donnée par Flory, a savoir v = 0.6. Cette valeur était comparée a la valeur v = '
associée a la chaine Gaussienne. Lorsque la théorie moderne a proposé, en 1977 la valeur %
= 0.588, il paraissait impossible de trancher par I’expérience entre cette nouvelle et celle de

Flory.

Dans le régime de gonflement asymptotique, et a partir de I’équation (I1.23) nous avons
déterminé 1’exposant v qui caractérise la structure fractale et la constante universelle Poo.
D¢élimitons tout d’abord I’intervalle d’espace réciproque q (3 < qRg <2 Rg/b) dans lequel cette
loi est valable (figure.IlI-9).

-1

Loglg)

-2

-3

-3.5
-2.5 -2 -1.5 -1 -0.5 0

Figure.Ill-9 : courbe de diffusion en représentation logarithmique de la caséine B (15mg cm?) présence de 3M
de GdmCl et détermination des parameétres universels Poo et vdans la zone des q intermédiaires 3/Rg < q < 2/b.
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La détermination des parametres universels Poo et vnous ont donné les valeurs

suivantes :

Poo = 1.3 £ 0.2 cette valeur peut étre égale a 1.2 si en tient compte du changement du contraste

dd au chlorure de guanidinium.

v= 0.584 £ 0.016.

La détermination de ces deux facteurs permet de connaitre la nature des interactions.
Des Cloizeaux et Duplantier'’” ont calculé théoriquement Poo et ont obtenu la valeur assez
approximative : Poo = 1.04. Rappelons que pour une chaine gaussienne, Poo =2 et v = 0.5, pour

118
1

une chaine a volume exclu Poo = 1.3 et v = 0.588, par contre Pedersen et. A"~ ont montré que

ce pré-facteur vaut 1.22 pour une chaine a volume exclu. Donc la caséine 3 en présence de 3M
de chlorure de guanidinium se comporte comme un polymere a volume exclu. Il existe donc
des répulsions a longue distance a I’intérieure de la chaine polypeptide, interdisent le contact
entre les segments d’acides aminés. Mais dans notre cas et comme nous avons dit
précédemment que la gamme des q, (3 < qRg < 2 Rg/b) est faible. On ne peut pas confirmer
le fait que la protéine soit considérée comme une chalne guaussienne ou a volume exclu,

surtout si la chaine a un second coefficient trés faible.

2.1.3. Chaine de Kratky et Prod :

A titre explicatif nous présentons dans la figure.lll-10, la différence entre une courbe
ajustée, en tenant compte de I’effet de la concentration et une courbe sans tenir compte de
I’effet de la concentration. Le meilleur ajustement est obtenu en tenant compte des effets de la

concentration (courbe 1).
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Figure.Ill-10 : Courbe de diffusion en représentation de Kratky de la caséine B, concentrée a 10 mg cm?,
dénaturée par 4M de chlorure de guanidinium et ajustement aux points expérimentaux. (courbe aprés et avant
les corrections, (effet de la concentration)). Tous ces courbes sont prises avec les mémes L, b et Rc.

Courbe. 1 est ajustée par les équations de Pedersen et al. en tenant compte de effet de la
concentration.

Courbe. 2 est ajustée par les équations de Pedersen et al. sans tenir compte de Deffet de la
concentration.

Courbe. 3 est ajustée par ’équation de Sharp et Bloomfield x exp(-q(Rc)’/2) .

La figure.Ill-11, montre un exemple d’ajustement a partir de 1’équation (II-37) d’une

courbe de diffusion de la caséine B & 15 et 20 mg cm™, dénaturée par 3 et 4M de GdmCl

respectivement.
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Figure.Ill-11 : Courbe de diffusion en représentation de Kratky de la caséine B, dénaturée par 3 et 4M de
chlorure de guanidinium et ajustement par I’équation (II-37) aux points expérimentaux. (courbe aprés

correction d Deffet de la concentration).

[GdmCI] 3 4

L (A) (fixe) 720 720

b (A) 21+1 17+1
Rc (A) 4.6+0.2 39402

Tableau.Ill-2 : Valeurs de la longueur du contour, L (fixé), d’une chaine étirée, du rayon de giration

transverse R, et de la longueur statistique, b.

Ces résultats sont obtenus en fixant la longueur de la chaine étirée a 720 A et en ajustant

tous les points expérimentaux par le modele théorique. Mais le probleme qui se pose, c’est que
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le modele de Pedersen et. al n’est pas bien applicable pour la faible zone de q (gb <3.1)
’méme si ’€écart entre la courbe expérimentale et la courbe théorique est trés faible’’ car nous

12y est trés faible

avons remarqué que le rayon de giration pour une chaine guaussienne ((Lb/6)
et égale a 50.2 pour 3M de GdmCl et 45.2 A pour 4M de GdmCl, cela implique que (o)’= 1.37
et 1.88 et avec, y < 0.1 dans les deux cas respectivement. Ces résultats ne peuvent pas étre
présentables dans la figure I1.8 méme si la chaine est considérée comme idéale. Or I’idée qui se
pose c’est d’ajusté ces deux courbes expérimentales sans fixation de L = 720 A et seulement
les valeurs de q ¢élevées, c.a.d, gb > 3.1. Dans cette zone de q, la structure de la protéine est

influencée par 1’aspect locale et cela veut dire qu’on est proche de la réalit¢ des valeurs

mesurées. Le tableau.Ill-2 devient :

[GdmC]] 3 4

L A) 719.3 £0.7 7185+ 1.5
b (A) 31.5+0.5 30.0£0.5
Rc (A) 5.38 £0.05 4.65 +0.05
o’ 1.027 1.107

Tableau.IlI-3 : Valeurs de la longueur du contour, L, d’une chaine étirée, du rayon de giration transverse R,
et de la longueur statistique, b.

Ces résultats sont cohérents (Tableau.lll-3), pour une chaine peptide de 209 résidus
d’acides aminés. La distance entre deux carbones o a peu prés égale a 3.45 A, la longueur de
contour de la caséine P tend vers 720 A. Désormais la chaine est considérée comme une chaine
idéale si on compare nos résultats avec ceux de Yamakawa Figure.lll-8. Encore on peut
conclure que 4M de GdmCI est assez faible pour déplier la caséine B, méme si v mesurée

expérimentalement égale 0.584.

Encore, le résultat précédent montre, lorsque la caséine B dénaturée par une forte
concentration de chlorure de guanidinium, ne présente pas des structures résiduelles. On peut
donc dire que le dénaturant déstabilise la structure de la protéine et élimine les interactions

résiduelles locales. Finalement, la valeur du rayon de giration transverse Rc¢ dépend de la
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distribution radiale des longueurs de diffusion associées aux différents atomes de la chaine

polypeptide’* (Calmettes) et du solvant.

2.2. Etude des Micelles :

2.2.1. Introduction:

Aux températures pres de I’ambiante une partie des acides aminés de la chaine de
caséine [3 n’est plus soluble dans I'eau. Le caractére amphiphile résultant de la casé€ine B mene a
la formation de divers agrégats. Pour les domaines des matériaux auxquels la caséine 3
appartient, les agrégats sont sous forme de micelles, c.-a-d., les agrégats sont sous forme de
noyau vraisemblablement dominé par des acides aminés hydrophobes et entouré par une
couronne composée d’acides aminés hydrophiles. A une température donnée, les micelles sont

dans 1'équilibre thermodynamique avec les monomeres de caséine f3.

2.2.2. Résultats

Figure.IlI-12, montre la variation de ’intensité diffusée en fonction du vecteur d’onde,
q, pour différentes températures et pour une concentration de caséine f égale 4 7,5 mg cm™ en
présence de 1 M de chlorure de guanidinium. Ce choix de concentration de GdmCl est de voir
le processus d’agrégation a partir d’un monomere. Encore 1M représente a peu pres la zone de
transition entre un état micellaire et un état ou la protéine se comporte comme un monomere.
La fonction de diffusion mesurée est dominée par les grands agrégats, parce que la diffusion

d'un objet est proportionnelle a la masse, M.
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Figure.lll-12 : Variation de Dintensité diffusée en fonction du vecteur d’onde, ¢, et en fonction de la
température, T. ¢ =7,5 mg cm™ et [GdmCl] = .

Figure.IlI-13, montre la variation du rayon de giration, Rg et du nombre de protéines

impliquées par agrégat, f en fonction de la température. Ces résultats sont calculés en

négligeant A; (A; = 0)°'. A basse température (10-20°C), ces derniers sont constants. Le rayon

de giration et le nombre f augmentent et représentent la phase d'agrégation.
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Figure.lll-13 : Variation du rayon de giration, Rg(c) et du nombre de protéines impliquées par agrégat, f, en
fonction de température T. ¢ =7,5 mg cm”

2.2.3. Etude locale et globale des micelles de caséine 3 :

D'excellents ajustements sont obtenus par la fonction (II-56) a D’intensité diffusée
expérimentale. Ceci est montré dans un exemple typique, donné par la figure.lll-14. La ligne
continue dans cette figure représente cet ajustement. Dans ce cas la nous avons limité

l'intervalle de q a 0,006-0,06 A", Dans ce domaine, on n’est pas dans le régime asymptotique

-1/v

ou [oc g (couronne) ni dans le régime de Porod.




96

25107

2107 |

".‘;v-; :

- 15107 |

E -

54 [
I

°< L

A -

= 1107 [

:’ L
-

< [

510% |-

0 1 1

Figure.lll-14 : Exemple de représentation de Porod, pour un échantillon de [-caséine en présence de
[GdmC] = 0,75 et température fixée a 20°C. Le trait continu est l. ajustement par le modéle présenté par deux
sphéres concentriques de rayon R; (cceur) et R, (couronne).

A partir des ajustements précédents, nous avons obtenu des informations sur le rayon du
cceur, Ry, et le rayon de la couronne, R,. Les figure IlI-15 (a, b), représentent la variation de
ces derniers en fonction de la température et de la concentration du chlorure de guanidinium.
Les rayons du cceur et de la couronne croient quand la température augmente. Une diminution
du rayon du coeur et de la couronne lorsque la concentration de GdmCI augmente. Ces

résultats reflétent des changements du nombre d'agrégation, f.
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Figure.15. a. b : Variation du rayon du ceeur R, et de la couronne R; en fonction de la température  [GdmCl]
=1 etdela concentration du GdmCl, T=20°C, respectivement. c = 7,5 mg cm™.
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Nous rappelons, que lorsque, la température est inférieure ou égale a 20°C et la
concentration de GdmCl égale a 1M, la caséine P est un monomere, (f = 1) et se comporte
comme un homo- polymere. Ainsi, nous ne pouvons pas appliquer le modele présenté par un
cceur dense entouré par une couronne située dans un régime semi-dilué. En fait IM de GdmCl
correspond a la transition entre 1’état micellaire de protéine et I’état monomere. L’évolution du
rapport entre la taille de la couronne et celle du cceur en fonction de, f, est montrée dans la
figure.Ill-16. Pour les plus petits agrégats, la prépondérance de la taille de la couronne devant
celle du cceur ne semble pas suffisamment significative. Donc on ne peut pas négliger la taille
du cceur. D'ailleurs la taille relative a la couronne devient plus faible a mesure que le nombre de

protéines impliquées par agrégat augmente.
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Figure.lll-16 : Variation du rapport du rayon de la couronne sur le rayon du coeur en fonction de, f.

Dans les Figures.Ill-17a et III-17b nous montrons, les variations de la proportion
relative d’acides aminés dans le cceur de la micelle ¢y en fonction de la température et de la

concentration du dénaturant [GdmCl].
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Figure.Illl-17a: Variation de la proportion relative des acides aminés dans le cceur, @, en fonction de la
température, T.
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Figure.lll-17b : Variation de la proportion relative des acides aminés dans le coeur en fonction de la
concentration de GdmCl. ¢ = 7,5 mg cm™ et T = 20°C.




100

Le régime semi-dilué des polymeéres est défini comme des solutions dans lesquelles la
concentration est supérieure a c*. c* est désignée habituellement sous le nom d’une
concentration critique de recouvrement, c'est-a-dire tout l'espace disponible dans la solution est
pris par les protéines. Mathématiquement, elle peut étre exprimée comme, c*
=3 M / 4 iR’N,, 47R*/3 est le volume occupé par la protéine du rayon R et M / N est la masse

] iy 31 3
moléculaire. Pour la caséine B, ¢* = 80 mg cm™.

Du facteur de forme donné par la relation (II-56), nous pouvons déterminer la
proportion en acide aminé du ceeur, c; et de la couronne, ¢, de la micelle. Figure.IlI-18, montre
la variation du rapport de la concentration c; du cceur et de la concentration c, de la couronne

en fonction du nombre f de protéines impliquées par agrégat.
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Figure.lll-18 : Variation respective du rapport des concentrations des acides aminés dans le cceur et dans la
couronne sur c* en fonction de f. Le trait continu représente c / c* = 1.
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La concentration dans le cceur de la micelle est supérieure a c* et par exemple, pour un
nombre f = 8 nous trouvons c; = 6 c* et aux grandes valeurs de f nous trouvons c; = 13 c¢*. Le
ceeur de la micelle de la caséine B est en phase semi-diluée (dense), (¢ >>c*). La couronne est
dans un régime dilué (¢ < c*) pour un nombre f inférieur a 30, par contre quand, f > 30, la
couronne est en régime semi-dilué et par exemple, f = 50, c, = 2 c*. Le coté externe de la
micelle, (couronne) peut étre décrit comme un régime de champignon ou de brosse par
analogie avec des polyméres greffés. Donc la structure des agrégats de caséine entraine ainsi
un comportent trés différent de celui correspondant a une structure en ’’étoile’’. Mais en
présence du sel dans la solution ne nous permet pas de conclure que la température réalise la
transition entre I’état solvophile vers un état solvophobe. Par contre des autres études ont
montré ’existence de la transition entre ces deux derniers états, mais dans I’eau. En fait un

aspect fondamental de nos résultats est la présence d’interactions entre agrégats.”'
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3. STRUCTURE ET PROPRIETES DES COUCHES D’ADSORPTION DE
CASEINE-B FORMEES A L’INTERFACE AIR/LIQUIDE EN MILIEU DENATURANT

Nous rappelons que toutes les mesures pour décrire la structure et les propriétés des
couches d’adsorption de caséine a l’interface air/liquide ont été effectuées dans un tampon
phosphate 0.1M, pH 7 contenant 0.1M de NaCl pour réduire les interactions électrostatiques.
Les mesures de réflectivité des neutrons permettent de suivre les changements de profil de
concentration selon un axe perpendiculaire a I’interface en fonction de la concentration en
GdmCl et en fonction de la température. Les mesures de pression de surface et du module
dilatationnel permettent d’évaluer le régime dans lequel se trouve l’interface ainsi que la
dimension fractale des blocs de séquences solvophobes de la protéine dans la couche c6té air

de I’interface, selon le modé¢le thermodynamique préalablement décrit dans le chapitre II.

3.1.  Structure des couches d’adsorption de caséine-B: Mesures de réflectivité
3.1.1. Effet de la concentration en GdmCl

Un premier ensemble de spectres de réflectivité de neutrons est obtenu pour des
concentrations en GdmCl comprises entre 0 et 2M, aux températures 10 et 20°C (Tableau.III-
4). Les couches d’adsorption sont formées a partir d’une solution homogene de caséine-f3 & 100
mgL"'. Les spectres expérimentaux (Figure.IlI-19) montrent une déviation par rapport au
spectre de réflectivité d’un dioptre plan parfait (réflectivité de Fresnel). Cette déviation montre
I’existence de couche(s) d’adsorption(s) a I’interface. L’ajustement aux spectres d'un mod¢le a
deux couches homogénes en marche d’escalier (paragraphe.2.2.3. du chapitre II) donne
systématiquement une valeur de x> plus faible qu'avec un modéle a une couche. Un modéle a 3
couches n'améliore pas significativement l'ajustement. L’épaisseur (Th) et les densités de
longueur de diffusion (Nb) de chaque couche extraite des ajustements permettent de calculer la
fraction volumique (@) (eq II-88) et la concentration de surface (I') (II-90) de caséine adsorbée
(Tableau I1I-4). En absence d’agent dénaturant et a la température de 20°C, la concentration de
surface totale de caséine B adsorbée est de 2.9 mg m™. Cette valeur est trés proche de 2.8 mg
m, déterminée par réflectivité des neutrons a partir d’une solution de caséine p de 100 mgL™
de faible force ionique, en ajustant un modéle a 2 couches'*®, et est proche de 2.2 mg m™
obtenue par réflectivité des rayons X en ajustant un modéle de loi en puissance”’. Cependant,

la structure de la couche d’adsorption déterminée dans nos conditions semble étre différente
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puisque son épaisseur totale est de 13.8 nm au lieu'"*de 6.9 nm. Ces différences sont
particulierement importantes dans le cas de la premiére couche (c6té air) avec une épaisseur de
5.2 nm et une fraction volumique de 0.32, au lieu'**de 3.1 nm et 0.52. Les valeurs de la
fraction volumique occupée par la protéine indiquent que les blocs de séquence de la protéine
présents dans la premiere couche sont plus gonflés par le solvant que dans le cas étudié
précédemment. Ceci doit €tre 1i¢ a la nature du tampon qui comprend 100 mM de phosphate
avec 100 mM de chlorure de sodium au lieu de 10 mM d’acide morpholinopropane sulfonique
utilisés dans 1’¢tude antérieure. La force ionique est ainsi supérieure a 0.3 dans la présente
¢tude alors qu’elle n’était que de 0.01 dans le cas précédent. La valeur de force ionique de 0.3
réduit efficacement les interactions électrostatiques. Le gonflement de la couche d’adsorption
pourrait ainsi s’expliquer par le fait que les attractions ioniques sont bien écrantées par la force

ionique.

La concentration de surface totale en caséine B décroit lorsque la concentration en agent
dénaturant augmente. Cet effet est directement visible par le fait que les spectres de réflectivité
déterminés en présence de GdmCl s'écartent moins de la réflectivité de Fresnel que ceux
déterminés avec la protéine seule. Lorsque la concentration en GdmCl augmente de 0 a 1 M, la
concentration de surface et I’épaisseur de la premiére couche proche de I’air diminuent a 10°C,
de 1.58 4 0.75 mg/m” et de 49.5 4 26.5 A et 4 20°C de 2.25 4 1.31 mg/m” et de 52.5 4 27.5 A et
restent constantes au-dela de 1M en GdmCl, ou la concentration de surface est réduite de 30%

quelle que soit la température (Tableau.IlI-4).

Apres la présente partie de cette étude, nous pouvons conclure que le GAmCl modifie
les propriétés du solvant. Il a été démontré par ailleurs, a partir de 1’é¢tude des propriétés
d’agrégation de la protéine en solution (paragraphe 2.1 chapitre. III), qu’a la concentration en
GdmCl entre 1 et 1.5 M, la caséine B passe d’un état micellaire vers un état de monomeres. En
d’autres termes, la chaine polypeptidique se trouve au-dela de 1.5M en GdmCl dans des
« conditions de bon solvant » . Ceci reflete probablement le fait que, pour une protéine dans
une micelle I’énergie libre, incluant celles du cceur, de la couronne et de I’interface cceur /
couronne, est plus grande que 1’énergie de solvatation par le solvant.”*” Dans d’autres termes,
les chaines hydrophobes n’imposent plus leur comportement sur la structure de la molécule en
solution (formation de «clusters» hydrophobes dans la chaine ou entre les chaines
polypeptidiques). Cette zone de transition au niveau des structures des couches d’adsorption a

I’interface air/tampon se traduit en I’occurrence par une diminution de la concentration de
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surface totale de caséine B adsorbée et par une premicre couche plus fine avec une fraction
volumique plus grande que celle de la deuxiéme couche. Cette situation montre clairement que
certains blocs de la chaine polypeptidique ont toujours une affinité pour I’interface et qu' une
partie des acides aminés qui les composent posseéde un excés d'énergie attractive vers

: 139 A ;
I’interface””” méme en présence de GdmCI.

10°

10" F
10°
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Figure I11-19 : Effet de la concentration en GdmCI sur les spectres de réflectivité R(q). q est
le vecteur d’onde, R , la réflectivité. Le trait continu représente le spectre du tampon seul.
Les concentrations en GdmCl sont : (O), O0M ; (O), 2M.
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10°C
GDMCL  Nb, Nb, Nb, d, d, o b T, T, T,
(mole L") 10° (A" 10°A™" 10°AYH A (A (mgm?®) (mgm?) (mgm?)
(£0.05) (£0.05) (£0.05) (£0.5) (£0.5) (£0.01) (+0.01)
0 6.13 5.37 6.00 495 1150 024 0.04 1.58+0.08 0.6£0.2 22+0.2
0.5 6.32 5.43 6.13 325 755 026 0.06 1.15£0.06 0.6+0.1 1.7£0.2
0.7 6.20 5.15 5.95 305  83.0 032 0.08 1.32£0.05 1.0£0.1 2.3+0.2
1.0 6.02 5.37 5.81 265 695 021 0.07 0.75£0.05 0.7£0.1 1.4+0.2
1.5 6.33 5.33 6.08 185 685 029 0.07 0.74+0.05 0.7£0.1 1.4+0.2
1.7 6.34 5.20 6.18 175 715 034 0.05 0.79+0.05 0.5£0.1 1.2+0.1
2.0 6.37 531 6.19 185 655 031 0.05 0.77£0.05 0.5£0.1 1.3+£0.2
20°C
0 6.23 5.18 6.04 525 860  0.32 0.06 225+0.09 0.7£0.1 2.9+0.2
0.5 6.30 5.23 6.18 440 855 032 0.04 1.89+0.08 0.4+0.1 2.3+02
0.7 6.33 5.28 6.06 325 720 031 0.08 1.36+0.06 0.8+0.1 2.1+0.2
1.0 6.34 5.14 6.12 275 705 035 0.07 131+£0.06 0.6£0.1 1.9+0.2
1.5 6.41 5.23 6.22 245 865 034 0.06 1.12+0.06 0.6£0.1 1.8+0.2
1.7 6.42 4.86 6.30 240 103.0 045 0.04 1.45+0.06 0.5£0.1 1.9+0.2
2.0 6.43 4.67 6.40 21.0 1500 051 0.01 1.43+0.06 0.2+0.2 1.6+0.2

Tableau. 1II-4: Effet de la concentration en GdmCl sur la structure des couches d’adsorption formées de
caséine 3 a Uinterface air/liquide. Les spectres de réflectivité de neutrons ont été analysés en utilisant le modéle
a deux couches décrit dans le paragraphe 2.2.3 du (chapitre II). Nb est la densité de longueur de diffusion, d et
@D, I’épaisseur et la fraction volumique de chaque couche et I, la concentration de surface. Les indices s, 1 et 2
renvoient respectivement au substrat, a la couche prés de ’air et a la couche qui se situe entre la couche
précédente et le substrat. La concentration de surface totale est I; = I'; + I';. La concentration volumique de la
caséine B est 100 mg L. Le substrat choisie est le tampon phosphate 0.1M, pH 7 contenant 0.1M de NaClL.

3.1.2. Effet de la concentration en protéine

Un deuxieme ensemble de spectres de réflectivité a été¢ obtenu a partir d’une solution de
caséine B a concentration 5.9 mg mL, proche de celle utilisée en diffusion des neutrons
(paragraphe 3.1 chapitre. III) et supérieure a la concentration micellaire critique qui est de 0.8
mg mL™" dans ’eau légére & température ambiante'*’, de 1 mg mL™" 4 4°C, dans I’eau lourde™'

et de 5 mg mL" en présence de IM de GdmCl.”"

Cette concentration a été choisie pour
comparer précisément les données sur la structure des couches d’adsorption avec celles
obtenues sur la structure des micelles de caséine-f3 en solution. La concentration en GdmCl de
IM a également ¢été choisie du fait qu’elle correspond a une région de transition entre une
structure de micelle et celle de monoméres.'*' Comme dans les expériences précédentes, et
d’une maniére satisfaisante, les données expérimentales ont été ajustées par un modele a deux

couches (Tableau III-5). Les concentrations de surface sont cependant plus faibles a 10 et 20°C

que celles calculées a partir des données expérimentales obtenues avec une solution de caséine
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B a 100 mg L™ (Tableau III-4). Des résultats semblables ont été obtenus par réflectivité des
rayons X avec des concentrations de caséine 3 augmentant de 100 a 1000 mg L. La
seule interprétation trouvée a été¢ qu’une partie des blocs hydrophobes de la protéine est ¢jectée
de la phase liquide pour former un quasi-fondu du coté air de I’interface. On a supposé alors
que I’indice de réfraction de cette couche était celui d’un milieu composé d’air et de protéine
sans solvant. Une telle interprétation & 1000 mg L™ a permis d’obtenir une valeur de la
concentration de surface totale plus élevée que celle obtenue avec 100 mg L de protéine ce
qui est cohérent et satisfaisant d'un point de vue thermodynamique.”’Dans la gamme de vecteur
d’onde étudiée, entre 0.017 et 0.095 A”', un modéle  trois couches ne permet pas de diminuer
la valeur de la fonction d’erreur y°. Ainsi, pour évaluer le bienfondé de I’hypothése selon
laquelle une partie de la protéine est dans I’air au lieu d’étre dans le substrat, nous avons utilisé
un modéle comportant une couche dans D’air avec des caractéristiques déterminées
précédemment (une épaisseur de 9.5A et une fraction volumique, ® = 0.64)” en plus des deux
couches aux parametres ajustables. L’ajustement de ce modele aux résultats expérimentaux
donne une valeur de x> pratiquement égale a celle obtenue avec un modéle a deux couches
dans le substrat (tableau III-5). Cette procédure ne change pas le % avec une couche dans l'air
de fraction volumique fixée a 0.64 et une épaisseur inférieure a 11.5 A a4 5°C, 9.5 A 4 10°C ou
13.1 A a 30°C, ou bien avec une couche d'épaisseur fixée a 9.5 A et une fraction volumique
inférieure a 0.64 a 5.5°C, 0.56 a 10°C ou 0.64 a 20 et 30°C. Finalement, il est important de
noter que la détermination du profil de concentration par réflectivité des neutrons ou des rayons
X peut donner des résultats corrects seulement si le modele d’ajustement est suffisamment
précis. Dans le cas de blocs de copolymeres synthétiques adsorbés a I’interface air/liquide, il a
¢té démontré aussi en utilisant des blocs deutérés, qu’il existe une couche dans 1’air d’une
épaisseur de 20A environ."*'**Cette derniére étude sur des molécules organiques synthétiques

conforte l'interprétation que nous donnons dans le cas de la caséine—J3.
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modéle ADEUX couches

TEMPERATU  Nb, Nb, d; d, Iy b T, T, I x?

RE 10°AY  10°AY A A) (mgm?®) (mgm?) (mgm”)

(°C) (£0.05) (x0.05) (*05) (05 (*£0.01) (£0.01)

5.5 5.78 6.28 40.6 120.9 0.17 0.02 0.93+0.07 03+0.2 1.3+0.2 0.2084
10.0 5.79 6.26 44.4 113.3 0.16 0.03 0.96+0.07 0.5£0.2 1.4+0.2 0.0169
20.0 5.74 6.22 50.8 81.6 0.18 0.04 1.23+0.08 0.4+0.1 1.7£0.2 0.1491
30.0 5.39 6.15 51.6 90.7 0.28 0.06 1.95+£0.09 0.7£0.1 2.7+0.2 0.0060

modéle ADEUX couches plus une couche dans air

5.5 5.89 6.28 38.7 119.8 0.13 0.02 0.68+0.06 0.3+0.2 1.8+0.3 0.2081
10.0 591 6.26 44.6 109.6 0.13 0.03 0.78+0.07 0.4+0.2 2.0+0.3 0.0170
20.0 5.83 6.22 49.7 76.8 0.15 0.04 1.00+0.08 0.4+0.1 2.2+0.3 0.1486
30.0 5.48 6.15 49.6 88.2 0.25 0.06 1.64+0.08 0.7£0.1 3.2+0.3 0.0059

Tableau.Ill-S. Effet de la température sur la structure des couches d’adsorption formées de caséine [ a
Dinterface air/tampon en présence de GdmCl 1M dans la solution. Les spectres de réflectivité de neutrons ont
été analysés en utilisant les modéles a deux et trois couches décrites dans le paragraphe 2.2.3. (chapitre II) . Nb

est la densité de longueur de diffusion, d et @, I’épaisseur et la fraction volumique de chaque couche et I, la
concentration de surface. Les indices s, 1 et 2 renvoient respectivement au substrat, a la couche prés de I’air et
a la couche qui se situe entre la couche précédente et le substrat. La concentration de surface totale est I; = I;
+ I;. La concentration volumique de la caséine [ est 5900 mg L. Le substrat est le tampon phosphate 0.1M,
pH 7 contenant 0.1M de NaCl. Dans le cas du modéle a trois couches, une couche dans air d’épaisseur 9.54
(D=0.64, 1=0.82 mgm'z) selon Harzallah et al. (1998) est ajoutée au modéle a deux couches avec des
paramétres ajustables.”’

3.1.3. Effet de la température

L’abaissement de la température de 30°C a 10°C amene une diminution de la
concentration de surface totale de caséine f3, et ceci quelle que soit la concentration en GdmCl
(Tableaux. I1I-4 et I1I-5). En I’absence de GdmCI, la concentration de surface diminue de 2.9 a
2.2 mg m™. La fraction volumique de la premiére couche a 20°C est plus élevée qu’a 10°C. Ce
résultat est conforme a 1’idée générale que la premiere couche comporte une grande partie des
séquences hydrophobes et que ces dernieres tendent a interagir de plus en plus entre elles

lorsque la température augmente (figure.Il1-20).
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Figure. II1-20: Effet de la concentration en GdmCl et de la température sur la concentration de surface totale,
I, de caséine B adsorbée a linterface air/Tampon : (O), 10°C ; (B) 20°C (données sont dans le tableau V-2)

A la fin de cette premiere partie, nous pouvons conclure que le GdmCIl modifie les
propriétés du solvant. Comme il a été¢ montré dans le paragraphe 3.2 du chapitre. III, la caséine
B passe d’un état micellaire vers un état de monomeres pour une concentration en GdmCl
comprise entre 1 et 1.5M. La chaine se trouve alors dans les conditions dites de «bon
solvant ». Cette transition est aussi observée par un changement du profil de concentration des
couches d’adsorption a la méme concentration en GdmCl. Ce changement de profil de
concentration devrait s'accompagner d'une modification des propriétés de surface. Celles-ci

sont analysées dans le paragraphe ci-dessous.

3.2.  Propriétés des couches d’adsorption de caséine-§

3.2.1. Propriétés dynamiques des couches d’adsorption

o s (87,138 . .
Comme il a été précédemment montré , les mesures du module dilatationnel, €, en

fonction de la pression de surface, m, peuvent apporter des informations sur les régimes et la
structure des molécules de protéine a I’interface. Le parameétre qui nous permet d’avoir ces

informations est 1'exposant, y, de la loi d'échelle reliant la pression de surface a la concentration
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de surface (eq. 1-42). C'est aussi la pente « y » de la droite joignant I’origine et n’importe quel
point des courbes &/m (Figure III-21). Le module dilatationnel a été mesuré pendant la
formation de la couche d’adsorption. L’interface est alors deés sa création soumise a une
déformation sinusoidale qui permet de calculer |€| en fonction de Tt (eq. [-48). L’amplitude de
I’oscillation, AA est choisie pour que la valeur du module dilatationnel soit indépendante de
AA. Expérimentalement, AA/A n’excéde pas 0.2.'" La fréquence choisie est de 0.1 Hz, soit la
plus élevée possible de maniére a ce que l’interface change le moins possible durant la

déformation. Ces mesures en mode dynamique ont été réalisées en fonction de la température

et de la concentration en GdmCI.

Figure.

III-21 :

N Effet

0 5 10 15 20 de fle
n (mNm™)

concentration en GdmCl sur la relation entre le module dilatationnel, & et la pression de surface, m Le module
dilatationnel et la pression de surface ont été enregistrés simultanément pendant ’adsorption de la caséine
en solution a 100 mgL". La température est 10 °C. La concentration en GdmCl est : (+), 0M ;(0)), IM ; (O),

2M ; (0), 4M. .

3.2.1.1. Effet de la température

L’effet de la température sur les courbes €/7 mesurées en absence de GdmCl n’est pas
trés prononcé dans ’intervalle de pression de surface étudi¢ (Figure 111-22). Cependant, il est
clair que la droite reliant chaque point a I’origine a une pente constante jusqu'a une pression de
surface de 5-6 mN m™', et que cette pente diminue lorsque la température augmente. Dans le

modele de polymeres, cette variation de la pente, indique que la structure de la protéine a
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I’interface correspond a une galette a deux dimensions dont la dimension fractale diminue
lorsque la température augmente.®’ La diminution de la pente indique que les interactions entre
les monomeres sont rompues quand la température augmente. Ces interactions mises ainsi a
contribution sont donc de type liaisons hydrogénes plutét que de type interactions
hydrophobes, qui en général tendent au contraire a augmenter lorsque la température augmente.
Les autres caractéristiques de ces courbes sont semblables a celles des courbes de la Figure. III-

21et sont discutées dans le prochain paragraphe.

€ (mNm")
30
25
L[]
20 | o
_ o
L .xo
15 f .é"
10 F
5 F

0 5 10 15 20 25
T (mNm™)

Figure.lll-22: Effet de la température sur la relation entre le module dilatationnel, ¢ et la pression de
surface, = Le module dilatationnel et la pression de surface ont été enregistrés simultanément pendant
Padsorption de la caséine [ en solution a 100 mgL™” en absence de GuHCIL. La température est de : (+), 10°C ;
(%), 20°C ; (), 30°C.

3.2.1.2. Effet de la concentration en GdmCl

L’effet de la concentration en GdmCI sur les propriétés de surface est reporté dans la
figure.lll-21. Les principales caractéristiques de ces courbes peuvent étre décrites en fonction
de la pression de surface (I’axe des abscisses) et interprétées selon les théories rappelées dans
le chapitre-II. On observe d’abord une relation linéaire entre le module et la pressionjusqu'a 5-
6 mNm™. Ceci indique que ces deux grandeurs sont reliées par une loi en puissance qui

;. . ;. . qe1. s 87 ;. . .
correspond selon la théorie au premier régime semi-dilué.”" Le régime gazeux n’est pas visible
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sur la figure puisqu’il se termine autour d’une pression de surface de l'ordre de ImNm™. La
pente « y » de la ligne entre 0 et 5-6 mNm™ est supérieure a 3. Cette valeur correspond au cas
ou les propriétés de surface de I’interface seraient dominées par un comportement
bidimensionnel. Puis, cette pente diminue progressivement jusqu'a une valeur de 3 pour une
concentration en GdmCI entre 2M et 4M (Figures III-21 et 11I-23). Les valeurs de «y » sont
reliées a ’exposant de Flory et indiquent que les molécules a 1’interface se trouvent sous une
conformation de type « galettes » entre les conditions 6 (y = 8) et les conditions de « chaine a
volume exclu » (y=3). Ainsi, les résultats montrent qu’aux concentrations en GdmClI plus
grandes que 2 M, I’énergie attractive entre les unités statistiques des blocs solvophobes a deux
dimensions est faible alors qu’elle est plus grande aux concentrations en GdmCI inférieures a
2M (Figures I1I-21 et 111-23). D’ailleurs, 1’effet de la température sur la valeur de « y » indique
aussi que les interactions sont plus fortes a 10°C qu’a 20°C et encore plus qu’a 30°C. Ainsi, ces
interactions ne semblent pas étre de type hydrophobe. On peut réellement suspecter la présence
de liaisons de type hydrogene dans le squelette de la chaine polypeptidique, analogues a celles
des hélices a et feuillets  bien connus dans les protéines. La présence de liaisons hydrogenes
nombreuses dans les couches d'adsorption de peptides et de protéines semble d'ailleurs avoir
6té déja caractérisée. 'Y

Aux pressions de surface comprises entre 6 et 10-12 mN m™, un « crossover » est
observé, qui n’a pas la forme prévue par le modéele théorique. Ceci montre bien la différence
que I’on a entre un modele théorique dans lequel les transitions entre les régimes sont abruptes
et I’expérience qui est réalisée avec un polymeére réel de petite taille ou ces changements de
régime s'operent " en douceur " ce qui provoque un " lissage " des courbes expérimentales par
rapport aux modeles. Toutefois, le «crossover » semble commencer toujours a la méme
pression de surface (5-6 mNm™) et donc 4 la méme longueur de corrélation entre les objets
adsorbés a I’interface quelle que soient la concentration en GdmCl et le type de gonflement des
blocs a 2-D dans le régime semi-dilué. Ce « crossover » correspond a la fin du premier régime
semi-dilué a 2-D ou ’espace a deux dimensions de 1 ‘interface est saturée par les unités
statistiques. Cette saturation dépend seulement de 1’énergie gagnée par chaque monomere et
dont la pression de surface donne une évaluation et non de la conformation initiale des blocs
qui est déterminée par la concentration en GdmCIl. Ceci est exactement observé
expérimentalement ou les pentes «y » varient en fonction de la concentration en GdmCl avec

un « crossover » identique aux environs de 5-6mNm™ (Figure.III-21).
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Figure.llI-23 : Effets de la concentration en GdmCl et de la température sur ’exposant «y » du premier
régime semi-dilué d’une couche d’adsorption de caséine B. L’exposant a été mesuré comme il est montré sur la
figure.IlI-21 et II-22. La concentration volumique est 100 mgL™ . Les températures sont : (O), 10°C ; (v),
30°C.

A une pression de surface proche de 11 mNm™, la valeur de rapport &/m est
approximativement égale a 0.6, une valeur sensiblement plus petite que 1. La valeur la plus
faible attendue si le polymeére est caractérisé par une valeur intermédiaire de o : mode II. Ainsi,
la faible valeur de «y » signifierait que la protéine a une valeur de a élevée, la situant dans le
mode III du diagramme de phase. Dans un tel cas, la valeur théorique de « y » devrait atteindre

0. La différence entre 0 et 0.6 peut étre due a un effet de lissage du polymeére réel par rapport au

modele asymptotique ou les variations de € se produisent a 7T constant. Néanmoins, il est facile
d’observer qu’aprés le passage de ce minimum, le rapport &/7 tend vers 1, comme I’indique le

modéle. Ensuite, la valeur &/t décroit, tandis que le modéle prévoit une valeur de «y»

constante et égale a 1, (valeur correspondant a une structure de quasi-fondu du co6té air et une

structure de quasi-brosses coté liquide).

Cette différence montre bien certaine limite du modéle utilis¢, fondé sur 1’hypothése
que les jonctions entre les séquences hydrophobes et les séquences hydrophiles de la chaine

polypeptidique restent strictement dans le plan de I’interface.
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3.2.1.3. Propriétés d'équilibre

La pression de surface a ¢ét¢ mesurée en fonction de la concentration en GdmCl dans les
conditions de quasi-équilibre aprés 15 heures d’adsorption de la protéine a 30°C. La
concentration de la protéine en solution est de 100 mg L. Ainsi, nous avons observé qu’a
1’équilibre, la pression de surface est de 24.5 mNm™ en absence de GdmCl. Celle-ci décroit
lorsque la concentration en GdmCl augmente de 0 & 1.5M, puis reste constante & 19.5 mNm™’
au-dela de 1.5M de GdmCl (Figure I1I-24). Une interprétation de cette observation est que la
longueur de corrélation entre les objets non corrélés a Dl’interface augmente lorsque la
concentration en GdmCl augmente. Puisque la pression de surface est proportionnelle a la
puissance (-2) de la longueur de corrélation (eq. I-37), il est alors facile de calculer le rapport
entre les longueurs de corrélation obtenues en absence de GdmCl et en présence de GdmCl :
(24.5/19.5)"* = 1.12. Ce rapport peut correspondre & la variation de la fraction volumique de la
protéine dans la couche de «quasi-brosse» du coté liquide, qui devrait imposer son
comportement a la couche d’adsorption dans cette situation d’équilibre. En regardant le tableau
V-2, une telle corrélation n'apparait pas dans les fractions volumiques de la deuxiéme couche
ou on s'attendait a trouver les structures en quasi-brosses. Les faibles valeurs de fraction
volumique et les inexactitudes expérimentales en sont vraisemblablement la cause. Cependant,
I’augmentation de la longueur de corrélation est en accord avec le gonflement des structures
des molécules adsorbées précédemment remarqué par la diminution de la valeur de 1’exposant

«y» lorsque la concentration en GdmCl augmente (Figure I1I-23).
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Figure 111-24 : Cinétiques d’adsorption de la caséine B en fonction de la concentration en GdmCl. rest la
pression de surface (mNm™). La concentration volumique de la protéine est 100 mgL™. La température est
fixée a 30°C. Les concentrations en GdmCl sont : (D), OM ; (D), 0.5M, (©), IM ; (X), 1.5M,(0), 2M.. La

figure insérée dans le cadre montre les valeurs de quasi-équilibre de m obtenues au bout de 15 heures de
cinétique d’adsorption, en fonction de la concentration en GdmCl.
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Conclusion

Dans un solvant aqueux, la caséine 3 est composée des monomeres hydrophiles et
hydrophobes et forme des structures micellaires sphériques, dont a partir nous pourrions

extraire les caractéristiques principales, exemples la taille et les interactions entre agrégats.

Les expériences précédentes ont montré qu’en présence dans la solution d'un agent
dénaturant, comme le chlorure de guanidinium (GdmCl), la caséine 3 passe d’un état micellaire
vers un état de monomere. En présence de 3 et 4M de GdmCI, nous avons remarqué une légere
différence entre les valeurs de ¢/I(0,c) cela traduit par le fait que les solutions de caséine 3 ne
présentent pas le méme contraste. Donc lorsque la concentration du GdmCl augmente le

contraste augmente et vise versa.

La mesure du second coefficient du viriel nous a permis d’estimer les interactions
intermoléculaires lorsque la protéine est dénaturée par une forte concentration de GdmCl. A
fortes concentrations de GdmCI les interactions sont répulsives et que les effets de
concentrations ne peuvent pas étre négligés. Or nous avons remarqué encore que le second
coefficients de viriel est trés faible et la valeur obtenue ne prouve pas I’aspect d’un état d’une
protéine dépliée, mais peut étre c’est un état intermédiaire entre un régime ou la caséine [3 est
considérée comme une chaine gaussiénne et un autre régime ou elle est considérée comme une

chaine a volume exclu.

La détermination du préfacteur Poo et de I’exposant v permet encore de connaitre la
nature des interactions. Les valeurs obtenues montrent que la caséine 3 en présence de 3M de
chlorure de guanidinium se comporte comme un polymere a volume exclu. Donc a partir de ce
résultat on peut confirmer I’existence des répulsions a longue distance a I’intérieure de la
chaine polypeptide, interdisent le contact entre les segments d’acides aminés. Nous avons
remarqué une contradiction en comparant ce dernier résultat a celui obtenu par 1’étude de A,.
En fait dans la seconde étude la gamme des q, (3 < qRg <2 Rg/b) est faible et on ne peut pas
confirmer 1’état de la protéine si elle est considérée comme une chalne guaussienne ou a

volume exclu.
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La détermination de L et b met en évidence 1’existence de structures résiduelles le long
de la chalne dénaturée. Mais le probléme qui se pose, c’est que le modéle de Pedersen et. al
n’est pas bien applicable pour la faible zone de q (gqb < 3.1). L’effet de concentrations joue un
role trés important. La caséine B en présence d’une forte concentration de chlorure de
guanidinium a un rayon de giration guaussien presque égale au rayon de giration a
concentration nulle. Ce résultat prouve que la protéine n’est pas dans état totalement déplié et
confirme nos résultats obtenus par I’étude du second coefficient de viriel. 4M de chlorure de
guanidinium ne change pas la qualit¢ du solvant. Mais, désormais augmente de fagon

significative la CMC.

Toujours, cette ¢tude prouve que la physique des polymeéres et 1'é¢tude des protéines
sont deux aspects complémentaires. Nous avons vu par une approche plutét simple, une
description de la structure des agrégats d'une protéine spécifique. Le modele de copolymére a
pu décrire la caséine (3. Les études expérimentales de la caséine 3, proche d’une interface air /
liquide, qui seront présentées plus loin, indiquent également des similitudes avec l'approche

r . 8
théorique.™’

L’effet du GdmCI sur I’adsorption de la caséine B a ¢été étudié¢ par des mesures de la
structure et des propriétés de surface des couches formées a I’interface air/tampon. Les mesures
de réflectivité des neutrons ont montré que la quantité de protéine adsorbée diminue quand la
concentration en GdmCI augmente. Ceci était prévisible du fait que le GdmCI1 est un agent qui
dénature et augmente la solubilité des protéines. Une €lévation de la température augmente la
concentration de surface totale de la protéine. L’effet hydrophobe semble donc impliqué dans
I’énergie d’adsorption. Aux concentrations volumiques élevées de la solution protéique,
I’interprétation des résultats laisse a penser qu’une partie de la protéine adsorbée se trouve dans
I’air. Ce phénomeéne a déja été observé a partir de résultats obtenus par réflectivité des rayons
X dans le cas de la caséine B et par réflectivité des neutrons dans le cas de copolymeéres
multiblocs synthétiques. Il semble donc que I’existence d’une partie de la molécule dans 1’air
devrait étre prise en considération dans tout modele d’adsorption de copolymeéres multiblocs a

I’interface gaz/liquide.

Les propriétés de surface des couches d’adsorption de caséine 3 ont été interprétées a
partir du modéle thermodynamique d’un polymére multibloc asymétrique.®’ Ainsi, I’effet de la

concentration en GdmCl est de changer la conformation des blocs bidimentionnels a partir




117

d’une structure a deux dimensions modérément écroulée vers une structure de chaine 2 D a
volume exclu. Ce changement de structure correspond a la rupture de liaisons non covalentes
entre les monomeres des blocs bidimentionnels, comme on peut l'attendre des propriétés du
GdmCI. Une augmentation de la température semble rompre également des liaisons non
covalentes et mene a un gonflement des molécules adsorbées. Ainsi, la conformation des
molécules adsorbées dépend fortement d'interactions non covalentes qui ne semblent pas
uniquement de nature hydrophobe. Finalement, on peut conclure que de nombreuses liaisons
non covalentes contribuent a la structure des blocs solvophobes de la caséine-f3 lorsque cette
protéine est adsorbée a l'interface tampon/air a partir d'un milieu non dénaturant. La présence
d'un concentration suffisante de dénaturant semble rompre ces intéractions et induire des

comportements de polymere a volume exclu.
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CONCLUSIONS GENERALES ET PERSPECTIVES

ans le but de caractériser plus précisément les états dénaturés d’une protéine, et de
comprendre quels sont les facteurs déterminant leur stabilité, nous avons évalué
I’effet de la conformation de la caséine 3 modifiée par le chlorure de guanidinium et
plus particulierement des segments adsorbés sur ses propriétés de surface. Pour cela, nous
avons eu recours majoritaires aux techniques de diffusion de neutrons, réflectivité de neutrons
et de tensiométrie. Leur utilisation a ainsi permis d’apporter des informations sur ces états

dénaturés qui n’auraient pas pu €tre obtenues par des techniques biophysiques plus classiques.

La caséine B est composée des monomeéres hydrophiles et hydrophobes et forme des
structures micellaires sphériques. Les expériences présentées dans le chapitre III ont montré
qu’en présence dans la solution d'un agent dénaturant, comme le chlorure de guanidinium
(GdmCl), la caséine B passe d’un état micellaire vers un état de monomere. La concentration
micellaire critique (CMC) augmente de fagon significative lorsque la concentration de

dénaturant augmente.

Une description détaillée de la conformation de la caséine B dénaturée par du chlorure
de guanidinium en forte concentration a permis de montrer que la protéine pouvait étre dépliée
complétement. Dans ces conditions de dénaturation, la chaine polypeptidique est trés étendue,
et plus aucune interaction ne semble persister, hormis des interactions de type volume exclu :
les chaines latérales sont complétement solvatées, et peuvent adopter toutes les conformations
accessibles autorisées par les rotations autour des liaisons covalentes, tant que des éléments de

la chaine n’entrent pas en contact les uns avec les autres.
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La présence d’interaction entre les molécules, qui a été¢ mise en évidence, montre que
ces derni¢res deviennent répulsives et que les effets de concentrations ne peuvent pas étre
négligés. Par contre le second coefficients de viriel, a 4M de chlorure de guanidinium, est tres
faible et la valeur obtenue ne prouve pas I’aspect d’un état d’une protéine dépliée ou a volume
exclu. En outre, la détermination des parametres universels P oo et v montre que la protéine en
présence de 3M de chlorure de guanidinium se comporte comme un polymere a volume exclu.
Cette description que nous donnons n’est malheureusement pas complete, et de nombreuses

questions restent en suspens.

Nous avons mesuré¢ les spectres de diffusion de solutions de la caséine [ pour des
valeurs du module du vecteur de diffusion comprises entre 0.005 et 0.5 A™. Un tel domaine est
indispensable pour caractériser correctement une protéine fortement dépliée et les micelles
qu’elle forme. Nous avons pu obtenir les valeurs des longueurs de contour et de persistance de

la chaine polypeptidique. Ces derniers sont la cause majeure de la structure native de la caséine

B.

Cette ¢étude prouve que la physique des polyméres et I'é¢tude des protéines sont deux
aspects complémentaires. Nous avons vu par une approche plutdt simple, une description de la
structure des agrégats d'une protéine spécifique. Le modéle thermodynamique d’un polymere
multibloc asymétrique a pu décrire la cas€ine . Les études expérimentales de la cas€ine 3,
proche d’une interface air / liquide, indiquent également des similitudes avec l'approche

théorique.

L’étude de la dissociation des micelles, a permis de définir des milieux ou la protéine
est en bon ou assez bon solvant. Dans ces conditions de milieu, on a pu déterminer la structure
de la couche d’adsorption formée a I’interface avec I’air, en particulier 1’épaisseur et la fraction
volumique en protéine. La comparaison de ces parametres des couches d’adsorption formées en
présence et en absence de dénaturant a reflété la wvariation de qualité de solvant.
L’interprétation des résultats obtenus par réflectivité des neutrons et dans le cas des
concentrations volumiques élevées de la solution protéique s’appuie sur la connaissance de la
structure de I’interface du milieu dénaturant dépourvu de protéine. Encore, ces interprétations
des résultats laissent a penser qu’une partie de la protéine adsorbée se trouve dans I’air. Cette
partie de la molécule dans I’air devrait étre prise en considération dans tout le modele

d’adsorption de copolymeres multiblocs a I’interface gaz/liquide.
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Le changement des qualités de solvant et de comportement d’agrégation, sont aussi
manifestés dans les propriétés thermodynamiques de la couche d’adsorption. Ce changement de
structure du a I’effet de la concentration en GdmCl, est caractérisé par une rupture de liaisons
non covalentes entre les monomeres des blocs bidimensionnels. Ce résultat est 1égitime du fait
que le chlorure de guanidium change la conformation des blocs bidimensionnels a partir d’une
structure & deux dimensions modérément écroulée vers une structure de chaine 2 D a volume
exclu. Donc la présence d'une concentration suffisante de dénaturant semble rompre les
interactions non covalentes et induire des comportements de polymere a volume exclu. La
température mene a un gonflement des molécules adsorbées et semble rompe les liaisons non
covalentes qui contribuent a la structure des blocs solvophobes de la caséine-f3 lorsque cette
protéine est adsorbée a l'interface tampon/air a partir d'un milieu non dénaturant. Ainsi, la
conformation des molécules adsorbées dépend fortement d'interactions non covalentes qui ne

semblent pas uniquement de nature hydrophobe.

Ces résultats expérimentaux ouvrent de nombreuses perspectives dans les domaines de
la statique des protéines en solution et d’interface air/liquide. Il serait intéressant de répéter ce
méme type d’expérience a des trés fortes concentrations de dénaturant. En plus, il serait
fortement intéressant de savoir plus précisément le rdle des différentes interactions
hydrophobes, ¢électrostatiques, de Van de Waals, etc. sur la dynamique des protéines au cours

du repliement. De méme, une étude complémentaire en R. M. N. pourrait étre envisagée.
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