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I N T R O D U C T I O N  



L'étude de l a  s t r u c t u r e  secondaire  des 

p ro t é ines  présente  de grandes d i f f i c u l t é s  en  r a i s o n  de l a  v a r i é t é  des 

ac ides  aminés enchafnés l e s  uns aux a u t r e s  pour c o n s t i t u e r  l e  s q u e l e t t e  

pept id ique  de ces pro té ines .Le  problème e s t  en grande p a r t i e  s i m p l i f i é  

s i  on u t i l i o e  comme modèle pour l ' é t u d e  des p r o t é i n e s  des polypept ides  

de  synthèse  ne comportant qu'un seu l  type de r é s idu .  

Pour beaucoup de ces polypept ides  synthét iques,on a pu 

met t re  e n  évidence p a r  d ive r se s  méthodes physico-chimiques une t r a n s i -  

t i o n  morphologique e n t r e  l ' h é l i c e  a d e  PAULING e t  COREY, e t  une s t ruc -  

t u r e  désordonnée. 

Cet te  t r a n s i t i o n  peut  avo i r  deux types de mécanismes: 

-Dans un premier  ca s ,  l e  polymère e s t  

e n  s o l u t i o n  dans un mélange de deux so lvan t s  organiques dont un s t a b i l i s e  

l a  forme h é l i c e ,  e t  l ' a u t r e  l a  forme chaîne.  La t r a n s i t i o n  e s t  a l o r s  in-  

d u i t e  e n  f a i s a n t  v a r i e r  l a  composition du so lvan t .  C 'es t  l e  cas  du poly- 

L-glvtamate de benzyle (PLGB) en s o l u t i o n  dans un mélange ac ide  d ich lor -  
( 1 )  acé t ique  (ADC) - d ich lo ré thane  (DCE) . 

En présence de DCE, l e  PLGB s e  p ré sen te  sous forme d ' h é l i c e  

ci e t  l e s  l i a i s o n s  hydrogène in t r amolécu la i r e s  s t a b i l i s e n t  l a  s t r u c t u r e .  

S i  l ' o n  a j o u t e  de 1'ADC à un t e l  système, l e s  l i a i s o n s  hydrogène s ' é t a -  

b l i s s e n t  e n t r e  l e s  groupes pept id iques  du PLGB e t  3 ' A D C * ~ Q ~ ~ ~ - .  - . 
L'hé l ice  a e s t  a l o r s  d é t r u i t e  e t  une s t r u c t u r e  désordonnée apparaTt.  

-Le second cas  e s t  c e l u i  des polypept ides  

po r t an t  s u r  l e u r  cha îne  l a t é r a l e  des groupements i on i sab le s  ac ides  ou 

basiques.  La t r a n s i t i o n  e s t  a l o r s  provoquée pa r  l a  v a r i a t i o n  du pH. 

L'exemple l e  p l u s  connu e s t  c e l u i  de l ' a c i d e  poly- L - 
glutamique (PLGA) . L'augmentation du pH provoque l ' i o n i s a t i o n  des groupes 

+ 
carboxyliques en COO- H . Il y a simultanément rup tu re  des l i a i s o n s  hydro- 

gène, pamtiellement responsables  de l a  s t a b i l i t é  de l ' h é l i c e  cc .De p l u s ,  

l 'augmentat ion de l a  d e n s i t é  de charge l e  long de l a  chaîne provoque des 



répulsions électrostatiques importantes qui désorganisent l'hélice a . 
Bien qu'on sache depuis longtemps que l'existence des répulsions élec- 

trostatiques agissant sur une chaîne de polymère, provoque une exten- 

sion de cette chaîne, les polypeptides chargés ont néanmoins été consi- 

dérés cormne des modèles de chaîne statistique. 

L'acide poly- L - glutamique (PLGA) a déjà fait l'objet de 
nombreux travaux (2-7), et le but de notre travail a été de préciser le 

type de structures rencontrée au cours de la transition. 

Nous sommes partis du résultat bien connu de DOTY, WADA, 

YANG et BLOUT(*) qui ont étudié le PLGA dans un solvant constitué par un 

mélange 211 en volumes, d'une solution aqueuse de Na Cl 0,2M et de dio- 

xanne . 
Ces auteurs ont montré qu'à pH 4 , 4 ,  le PLGA est sous forme 

d'hélice a et à pH 12 sous forme de chaîne statistique.11~ ont étudié 

la transition entre ces deux formes, qui se situe au pH 6,O. 

Cependant, il semblait intéressant de faire une étude sys- 

tématique de l'influence du dioxanne sur la stabilité de l'hélice a , 

Nous avons donc étudié les propriétés de solutions de PLGA contenant des 

quantités variables de dioxanne, en nous intéressant bien entendu à 

mettre en évidence la traqsition qui se produit lorsque le pH varie. 

Les méthodes physico-chimiques que nous 

avons employées sont la mesure de viscosité intrinsèque des solutions 

d'une part, et des propriétés optiques liées à la présence du carbone 

asymétrique du résidu acide glutamique de l'autre. Ces propriGtés sont 

mises en évidence par l'étude de la dispersion optique rotatoire (D.O.R.) 

et du dichroïsme circulaire (D.C.) des solutions.Nous avons porté un 

intérêt tout particulier aux résultats fournis par cette dernière technique 

qui est très utilisée depuis quelques années dans le domaine des poly- 

peptides. Nous avons tenu le plus grand compte des résultats obtenus par 

KRIMM et TIFFANY qui ont montré que les polypeptides ionisés n'ad~ptent 

pas une structure unique chaîne statistique 
( 3 - 4 - 5 )  



INTRODUCTION. 

PREMIER CHAPITRE. E t u d e  de l a  t ransi t ion du PLGA par l a  

t e c h n i q u e  v i s c o s i m é t r i q u e .  

DEUXIEME CHAPITRE. E t u d e  o p t i q u e  d e  l a  t r a n s i t i o n  du PLGA 

p a r  D i s p e r s i o n  o p t i q u e  rotatoire  (D.O.R.) . 

TROISIEME CHAPITRE. E t u d e  o p t i q u e  d e  l a  t r a n s i t i o n  d u  PLGA 

p a r  ~ichroïsrne c i rcu la i re  (D. C .) . 

QUATRIEME CHAPITRE. D i s c u s s i o n  d e s  résul tats .  

CONCLUSION. 



PREMIER CHAPITRE 

ETUDE DE LA TRANSITION DU PLGA PAR LA TECHNIQUE VISCOSIMETRIQUE 

1 Principe et rappel des résultats généraux pour les 

go lymères . 

II Echantillon utilisé.Préparation des solutions, 

III Résultats. 

a) dans l'eau + Na Cl 0,2M. 

b) dans l'eau + acétate de Na 0,15M 

c) dans le mélange eau + Na Cl 0,2M 

+ dioxanne en différentes propor- 

tions. 

d) dans l'eau + Na Cl 5M. 



1 PRINCIPE 

A p a r t i r  des données c l a s s iques  de l a  

v i s c o s i t é ,  s i  on appe l l e  ri l a  v i s c o s i t é  d'une s o l u t i o n  de concentra- 

t i o n  c ,  e t  % l a  v i s c o s i t é  du so lvan t ,  on d é f i n i t  l a  v i s c o s i t é  i n t r i n -  
r l - r l o  

sèque du  s o l u t é ,  comme é t a n t  l a  l i m i t e  de l a  q u a n t i t é  - quand 

c tend v e r s  zéro. 

Dans l e  cas  de macromolécules, l a  r e l a t i o n  de MARK- 

HOUWINK d é c r i t  t r è s  convenablement l e s  p r o p r i é t é s  hydrodynamiques 

K e t  a s o n t  des cons tan tes  pour un couple so lu té -so lvant  donné. 

La v a l e u r  de a  dépend de l a  morphologie des macromolécules d i s sou te s .  

a v a r i e  de  O,$ à 0 , 8  pour des chaînes souples ,  0 ,5 é t a n t  l a  va l eu r  

l i m i t e  obtenue pour une chaîne de GAUSS en  s o l u t i o n  dans un so lvant  

$héta.  Pour des macromolécules en forme de bâtonnet  r i g i d e ,  l a  t h é o r i e  

indique que a  d o i t  a v o i r  l a  va l eu r  2 .  La mesure de ( r i )  permettra  donc 

de me t t r e  en évidence l e  passage d'une s t r u c t u r e  à une a u t r e ,  pour au- 

t a n t  q u ' i l  s e  t r a d u i s e  par  des  d i f f é r ences  de r i g i d i t é  du s o l u t é .  

Dans l e  cas  des po lyé l ec t ro ly t e s  en 

s o l u t i o n  dans l ' e a u  pure,  l a  q u a n t i t é  -" augmente lorsque  c  

diminue. 

Ce comportement [ e f f e t  de po lyé l ec t ro ly t e )  a  pour o r i g i n e  l e s  r épu l s ions  

é l e c t r o s t a t i q u e s  e n t r e  charges de même s igne ,  po r t ée s  par  l e  polymère.0n 

l e  f a i t  d i s p a r a î t r e  en  a j o u t a n t  au mi l i eu  un é l e c t r o l y t e  f o r t  de p e t i t e  



masse moléculaire, connne Na Cl, Les petits ions ajoutés font écran 

entre les charges portées par la macromolécule, et le comportement 

redevient normal. 

Toutes nos mesures ont été effectuées à la température 

de 2 5 ' ~  en utilisant le viscosimètre automatique VISCOMAT de la firme 

FICA. 

II ECHANTILLON UTILISE ET PREPARATION DES SOLUTIONS. 

a) Echantillon utilisé. 

L'échantillon d'acide poly-L-glutamique, 

sous forme acide, utilisé pour les mesures de viscosité, a été fourni 

par la firme PILOT (lot N O  G 120). 

La viscosité de cet échantillon a été mesurée dans les 

conditions standard, décrites par WADA(~) , afin de déterminer sa masse 
moléculaire. La viscosité intrinsèque dans une solution aqueuse de Na Cl 

0,2N à pH 7,3 est: 

A l'aide de la courbe d'étalonnage, la masse moléculaire moyenne en 

poids M a été trouvée égale à 58.000 pour le PLGA sous forme acide, 
W 

c'est à dire pour un résidu de masse égale à 129 (z = 450). 
W 

Certains auteurs, en particulier 

D.CONSTANTIN(~), ont soulevé le problème de l'hydratation de l'acide poly- 

L-glutamique. En particulier sous forme de sel de sodium, il peut contenir 

une mole d'eau fixée par mole de résidu, ce qui entraînerait dans ce cas 

une erreur de 10% environ sur la détermination des concentrations. 



Que ce soit par analyse élémentaire ou 

par dosage acide-base, nous n'avons pas pu mettre en évidence dans 

notre échantillon 18 présence d'eau. Le dosage potentiométrique des 

fonctions acides a montré que le nombre de fonctions acides correspon- 

dait à celui calculé par pesée. 

b) Pr&aration des solutions. 

Les solutions utilisées au cours de ce 

travail ont été préparées par dissolution à la température ambiante, 

dans une solution aqueuse de soude normale, d'une quantité pesée 

d'acide poly-L-glutamique. Quand la dissolution est terminée, on ajoute 

une solution aqueuse de chlorure de sodium 0,2M pour obtenir le volume 

désiré, (La force ionique 0,2M en Na Cl est destinée à supprimer l'effet 

polyélectrolyte) . 
Finalement, le pH de la solution est ajusté à la valeur 

souhaitée par addition d'acide chlorhydrique normal ou décinormal selon 

le cas. 

Dans le cas des solutions en mélange binaire eau-dioxanne, 

les solutions aqueuses préparées ci-dessus ont été diluées avec le 

volume nécessaire de dioxanne distillé. La composition du solvant est 

alors caractérisée par la fraction en volume de dioxanne. 

Les pH ont été mesurés à l'aide d'un pH mètre Radiometer, 

modèle no 26, équipé d'une électrode de verre Radiometer G 202 C et d'une 

électrode au Calomel Radiometer K 401. 

Le pH a été étalonné à l'aide de tampons étalons de pH 6,50 et 4,62(Me~k), 

Avant d'être introduites dans le viscosimètre, les solutions 

ont été filtrées afin d'éviter la perturbation des mesures par des pous- 

sières.On a utilisé pour cela des filtres Millipore de deux types: 

-UGWP 047 Solvinert pour les solutions purement aqueuses fl = 0,25lJ 

-LSW 047 Mitex pour les mélanges avec le dioxanne @ = 5,O lJ 

La mesure du pH de la solution en fin de manipulation a 

montré, dans tous les cas, que la dilution ne provoquait qu'une variation 

de pH inférieure à 0,1, que le dioxanne soit présent ou non dans la solu- 

tion. 



III RESULTATS EXPERIMENTAUX. 

a) ,,-,,--,-,,,---,,-,-,,,-------~~---------z--- Solutions de PLGA dans l'eau + Na Cl O 2M 

Nous avons tout d'abord étudié le compor- 

tement viscosimétrique du PLGA en l'absence de dioxanne. 

Les mesures ont été effectuées en faisant varier le pH des solutions de 

4 à 1 1 .  Dans tous les cas, la variation de la quantité ' - ri est 

bien linéaire en fonction de la concentration c. 

La figure(1) montre que la transition morphologique présentge 

par le PLGA se situe au pH 5,5. La structure correspondant aux pH les plus 

bas, a une faible viscosité comparée à celle que l'on obtient pour la 

structure correspondant aux valeurs élevées du pH. Ce comportement est 

tout à fait différent de celui mis en évidence par DOTY et ses collaborar 
(2) teurs . 

C'est pourquoi nous avons tenu à vérifier deux points qui font l'objet 

des paragraphes b) et c): 

-que ce comportement se retrouve avec d'autres sels que 

Na Cl. 

-que, si nous ajoutons du dioxanne, nous retrouvons le com- 

portement signalé par DOTY. 

b) Solutions de PLGA dans le tampon acétate O 15M ............................. ------------L--- 

Le comportement viscosimétrique obtenu est 

reporté également sur la figure (1). 

Nous constatons que la variation de viscosité intrinsèque 

se fait dans le même sens que dans le cas précédent.De plus, les valeurs 

des viscosités à pH égal sont très voisines dans les deux cas. 

Des mesures effectuées en tampon phosphate 0,lM à des pH 

basiques donnent également des valeurs de (ri) pratiquement égales aux pré- 

cédentes : 

3 
(ri) = 157 cm / g  





Na C l  C) Sol~tion~-!e-PLGA_ba~s-ies-m~La~~es-~-e~!~------ 
O 2M / Dioxanne, -a-------------- 

Les r é s u l t a t s  obtenus dans l e  mélange 

eau, Na C l  0,2M / Dioxanne, 21 1 ,  appara issent  s u r  l a  f i g u r e (  1) . 
Nous retrouvons i c i  l e  même comportement que c e l u i  q u i  a  

é t é  d é c r i t  pa r  DOTY e t  Coll .  Ce r é s u l t a t  montre l ' i n f l u e n c e  importante 

de l a  présence du dioxanne. De p lus ,  l e  pH de l a  t r a n s i t i o n  en présence 

de dioxanne passe de l a  va leur  5,5 à l a  va leur  6 .  Nous voyons donc que 

l a  présence de dioxanne s t a b i l i s e  b i e n  l a  forme présente  aux bas  pH. 

Ces deux comportements, q u i  s e  t r adu i sen t  par  des visco- 

s i t é s  i n t r in sèques  t r è s  d i f f é r e n t e s  pour une même va leur  du pH s e l o n  

que l ' o n  e s t  en  présence de dioxanne ou non, nous ont  conduit  à une 

s é r i e  supplémentaire  de mesures. 

Aux deux pH extrêmes de 4 , 8  e t  1 1 ,  nous avons é t u d i é  l a  

v i s c o s i t é  i n t r i n s è q u e  de so lu t ions  aqueuses de PLGA, avec 0,2M Na C l  

e t  des q u a n t i t é s  v a r i a b l e s  de dioxanne.Les r é s u l t a t s  obtenus s o n t  

représentés  s u r  l a  f i g u r e  (2) . 
Aucune d i s c o n t i n u i t é  n ' a p p a r a î t  s u r  l e s  courbes e t  nous 

pouvons donc d i r e  que l ' o n  passe de l ' u n  à l ' a u t r e  comportement re-  

présentés  s u r  l a  f i g u r e  ( l ) ,  de manière cont inue.  

Nous voyons que pour 19% en  volume de dioxanne, on d o i t  

ob ten i r  l a  t r a n s i t i o n  du PLGA sans v a r i a t i o n  de v i s c o s i t é  i n t r in sèque .  

La f igu re  (3 )  montre q u ' i l  en e s t  b i e n  a i n s i ,  aux e r r e u r s  d 'expérience 

p rè s . (Ce t t e  s é r i e  de mesures a  é t é  e f f e c t u é e  s u r  un a u t r e  é c h a n t i l l o n  

de  PLGA) . 

d) Solu t ions  de PLGA dans Na C l  5M. ................................ 

La f o r c e  ionique a  une inf luence  impor- 

t a n t e  s u r  l e  comportement du PLGA. 

A pH 1 1 ,  l a  chaîne i o n i s é e  de PLGA, en présence de Na C l  

SM, a une v i s c o s i t é  i n t r i n s è q u e  beaucoup p lus  f a i b l e  qu 'en présence de 
3 3 Na C l  0,2M. (86 cm / g  au l i e u  de 130 cm /g). Cet t e  expérience montre que, 

en  s o l u t i o n  dans Na C l  0,2M, on a  a f f a i r e  à une s t r u c t u r e  assez  déployée, 







suscep t ib l e  de s e  ramasser fortement s u r  elle-même lorsqu 'oe  augmente 

l a  force  ionique du mi l i eu .  

Pour conc lu re , l ' é tude  v iscos imét r ique  

pose p lus  de problèmes q u ' e l l e  n 'en résout .  

Cependant s i ,  à p a r t i r  des r é s u l t a t s  expérimentaux ob- 

tenus par  DOTY e t  Col l .  e t  pa r  nous-mêmes en présence de dioxanne 

(mélange 21 1 )  à pH 5, on c a l c u l e  l a  r e l a t i o n  de MARK-HOUWINK correspon- 

dante ,  on trouve: 

La v a l e u r  é levée  de a  ind ique  un comportement de molécules 

assez  r i g i d e s  e t  e s t  compatible avec t o u t  ce que l ' o n  s a i t  des p r o p r i é t é s  

de l ' h é l i c e  a de PAULING e t  COREY. C e t t e  va l eu r  e s t  cependant entachée 

d'une e r r e u r  t r è s  grande é t a n t  donné q u ' e l l e  e s t  ca lcu lée  à p a r t i r  de deux 

po in t s  expérimentaux seulement.  

Nous pouvons f a i r e  l e  même c a l c u l  à p a r t i r  des  mêmes données 

expérimentales (eau, Na C l  0,2M / Dioxanne), mais en mi l i eu  basique,  à 

pH 7,3. 

Nous avons l a  r e l a t i o n :  

L ' e r r eu r  s u r  a  e s t  bien entendu t r è s  grande, pour l e s  mêmes 

ra i sons  que précédemment, mais il semble que l ' o n  a i t  a f f a i r e  i c i  à un 

comportement v o i s i n  de c e l u i  d'une cha îne  de GAUSS. Ceci e s t  confirmé 

p a r  l e  f a i t  que l e  c o e f f i c i e n t  de HUGGINS obtenu dans ce cas  e s t  t r è s  

f a i b l e .  

En l ' absence  de dioxanne, nous disposons d'une s é r i e  de va leurs  

expérimentales obtenues pa r  WADA à pH 7 , 3  dans Na C l  0,2M, e t  u t i l i s é e s  

pour t r a c e r  l a  courbe d 'é talonnage des masses moléculaires  que nous avons 

d é j à  u t i l i s é e  p lus  haut  pour c a r a c t é r i s e r  no t r e  échan t i l l on  de PLGA. Ces 



valeurs correspondent a la relation: 

La figure (4) montre les courbes corresp~ndant à ces trois 

relations.11 apparaît bien que~pour notre échantillon, la viscosite 

dans Na Cl 0,2M à pH 7,3 est voisine de la viscosité dans le mélange 

Na Cl 0,2M / Dioxanne 2/ 1, à pH 5 .  





DEUXIEME CHAPITRE 

ETUDE OPTIQUE DE LA TRANSITION DU PLGA PAR 

DISPERSION OPTIQUE ROTATOIRE 
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I I  Dispersion du pouvoir optique rotatoire. 

I I I  Expressions mathématiques. 

I V  Résultats expérimentaux. 

a) Mode opératoire. 

b) Résultats. 



1 R,APPELS THEORIQUES SUR LA DISPERSION DU POUVOIR OPTIQUE ROTATOIRE. 

Une substance est dite ~ptiqueinent 

active si son indice de réfraction est différent pour la lumière 

polarisée circulairement gauche et pour la lumière polarisée circu- 

lairement droite.Cette différence d'indice, donc de vitesse de propa- 

gation, provoque une rotation a du plan de polarisation de la lumière 

rectilignement polarisée .Figure (5a). 

FRESNEL a relié cet angle de rotation a à la différence 

( nG- n ) entre les indices de réfraction correspondant aux deux com- 
D 

posantes circulairement polarisées gauche et droite. 

1 est le trajet parcouru par la lumière de longueur d'onde A dans le 

milieu optiquement actif. 

De plus, pour des solutions, BIOT a relié la valeur de 

l'angle de rotation a à la concentration c: 

a = (a) 1 c 

On définit ainsi la rotation spécifique ( a  ) qui correspond à l'angle de 
3 rotation qu'on observe pour une solution de concentration lg/cm sous 

l'épaisseur de 1 dm. 

On peut évidemment utiliser d'autres unités de coecentration.Si c est 
3 exprimé (comme il est d'usage) en moles pour 100 cm de solution, on 

obtient alors la rotation molaire (m) : 



Mo é t a n t  l a  masse moléculaire  de l a  substance ( ou l a  masse moléculaire  

de l ' u n i t é  de  r é p é t i t i o n  dans l e  cas  d'un polymère). 

Enfin il f a u t  c o r r i g e r  l a  va l eu r  de ( m) obtenue, du fae- 

t e u r  de LORENTZ 3 pour o b t e n i r  une va leur  (m') indépeqdante de 
n2 + 2 

l ' i n d i c e  de r é f r a c t i o n  du so lvan t .  

( m ' )  = 
3 

n2  + 2 
( 4  

1 O0 

II DISPERSION DU POWOIR OPTIQUE ROTATOIRE. 

L ' ind ice  de r é f r a c t i o n  d'une substance 

non optiquement a c t i v e  v a r i e  avec l a  longueur d'onde. Il en e s t  de 

même pour l e s  i nd ices  n e t  n d 'une substance optiquement a c t i v e  e t  s i ,  
D G 

au  l i e u  de mesurer a à une s e u l e  longueur d'onde ( r a i e  jaune du so- 
I 

dium de h = 5890 A par  exemple), on e n r e g i s t r e  a ou {m') Zn fonc t ion  

de l a  longueur d'onde, on observe des courbes de d i s p e r s i o n  du pouvoir 

op t ique  r o t a t o i r e .  

Cel les-ci  peuvent ê t r e  de deux types s e lon  q u ' i l  e x i s t e  

ou non des bandes d 'absorp t ion  dues à l a  présence, dans l a  molécule 

envisagée, de chromophores optiquement a c t i f s  . 
S ' i l  n ' e x i s t e  pas  de bandes d ' abso rp t ion  dans l e  domaine 

de longueurs d'onde considéré,  l ' o n  a a f f a i r e  à une courbe de d i spe r s ion  

normale.Figure (6a) .  Par  con t r e  s i  l ' o n  a unebande-  d 'absorp t ion  à 

une longueur d'onde ho, l a  courbe de d i spe r s ion  p ré sen te  deux extréma ; 

on a c e  que l ' o n  appe l l e  un e f f e t  COTTON p o s i t i f  ou n é g a t i f  s u i v a n t  l e  

sens  de v a r i a t i o n  de (m') . Figure  (6b) . 



FI rotation du lan P dichrogisme circulaire 
de polarisat on 
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Simultanément les composantes circulairement polarisées 

ont des coefficients d'extinction molaires E et E différents. C'est 
G D 

ce que l'on appelle le dichroïsme circulaire. La lumière devient alors 

elliptiquement polarisée. Figure (5b). 

III EXPRESSIONS MATHEMATIQUES DE LA DISPERSION. 

Plusieurs expressions mathématiques 

ont été proposées pour représenter les courbes de dispersion optique 

rotatoire. 

Tout d'abord une expression générale de DRUDE multiterme 

de la forme : 

où (alA est le pouvoir optique rotatoire spécifique à la longueur d'onde 
ème A , A. la longueur d'onde du i effet COTTON et a. un paramètre 

1 1 

proportionnel à la force rotatoire R. de la bande. 
1 

Dans le cas où la dispersion est normale cette expression 

peut se réduire à : 

A. n'a pas de signification physique et n'est qu'un paramètre destiné 
1 

à ajuster les courbes expérimentales et calculées. 

Dans les autres cas la dispersion peut être décrite par une 

équation de DRUDE à deux termes : 



MOFFITT a également proposé ( I  I )  une équation dans laquelle le nombre 

de paramètres nécessaires pour représenter la dispersion est réduit 

à trois : 

La résolution graphique de cette équation sous la forme: 

permet la détermination des paramètres a et b . 
O O 

La valeur de A a été choisie de façon à obtenir une droite dans la 
O 

plus large gamme d'ondes possible. La valeur couramment utilisée est 

A. = 212 nm. 

Le paramètre bo est indépendant des interactions soluté-solvant et ne 

dépend que de la conformation de la molécule. 

Au contraire a est un paramètre qui varie beaucoup suivant la nature 
O 

des interactions entre la molécule et le solvant. 

Comme la dispersion optique rotatoire d'une chaîne statis- 

tique peut être représentée par une équation de DRUDE à un seul terme, 

et comme la valeur du paramètre A est voisine de 212 nm, on pourra 
C 

utiliser la valeur de b pour chiffrer le contenu hélicoïdal d'une molé- 
O 

cule. 

Pour une chaîne statistique on aura b = 0.  
O 

Pour la structure en hélice a droite, on admet généralement que la 

valeur de b correspondant à 100% hélice est b = - 630 
O O 

(16), bien que 

CASSIM et TAYLOR (8) aient montré que cette valeur dépend de l'indice 

de réfraction du solvant n en suivant la relation : 

ceci dans le cas du poly-l-glutamate de benzyle. 



Dans le cas de l'acide poly-L-glutamique, le phénomène d'agrégation 

qui se produit aux bas pH rend d'autant plus difficile la détermination 
(9) du b correspondant à 100% d'hélice . 

O 

En fait bien qu'elle rende compte de 

façon satisfaisante des données expérimentales, l'équation de MOFFITT 

est insuffisante car elle néglige la contribution à la dispersion de 

la transition n + J? des chromophores peptidiques. 

Ceux-ci présentent en effet deux transitions. 

- Une transition .rr -+ T * dédoublée dans le cas d'une 
hélice a en deux bandes: une située dans les spectres UV à 191 nm 

dÛe à la transition polarisée perpendicu- 

lairement à l'axe de l'hélice. 

L'autre située à 205 nm associée à la tran- 

sition polarisée parallèlement à l'axe de 

l'hélice. 

-Une transition n -+ .rr * à 222 nm non dédoublée. 

Une autre approche du problème a été 

proposée par SHECHTER et BLOUT ( 1 7 )  . 11s utilisent pour représenter 
la dispersion d'un mélange d'hélice cl et de pelote statistique une équa- * tien de DRUDE. La proximité des transitions n + .rr , et .rr -+ .rr 

* 
per- 

met de rassembler leurs effets sur la dispersion sous forme d'une somme 

de deux termes de DRUUa; 

* Le premier terme, centré à 193 nm correspond à la transition + po- 

larisée perpendiculairement. 

Le second terme regroupe les autres contributions et a été ajusté pour 

représenter la dispersion dans la plus large gamme d'ondes possible comme 

le h de l'équation de MOFFITT. Il est centré de manière purement fortuite, 
O 

à 225 nm, très près de l'effet COTTON à 222 nm; 



La r é s o l u t i o n  graphique de : 

f o u r n i t  l e s  va leurs  de A e t  A 
193 225' 

L 'équat ion de SHECHTER-BLOUT présente  un avantage important pa r  rappor t  

à c e l l e  de MOFFITT : l a  cohérence des r é s u l t a t s  obtenus à p a r t i r  de A 
193 

e t  A permet d ' a f f i r m e r  q u ' i l  n ' e x i s t e  pas  de con t r ibu t ion  appréc iab le  
225 

de s t r u c t u r e s  d i f f é r e n t e s  de l ' h é l i c e  a ou de l a  chaîne.  

En e f f e t ,  s i  on ca l cu le  ce s  va l eu r s  pour un c e r t a i n  nombre de polypept ides  

dont l a  s t r u c t u r e  organisée  e s t  uniquement a h é l i c o ï d a l e  en s o l u t i o n  

aqueuse, on cons ta te  q u ' e l l e s  v é r i f i e n t  l a  r e l a t i o n  

A225 
= - 0.55 A I g 3  - 430 (1) Figure ( 7 ) .  

Dans l e  cas où c e t t e  r e l a t i o n  n ' e s t  pas v é r i f i é e ,  on peut  présumer s inon  

a f f i rmer ,  que l a  molécule p ré sen te  une conformation a u t r e  que l ' h é l i c e  a 

ou l a  p e l o t e  s t a t i s t i q u e .  

On peut c a l c u l e r  l e  pourcentage d ' h é l i c i t é  à p a r t i r  de A e t  A pa r  
193 225 

les r e l a t i o n s  : 

(193) = ( A193 
+ 750 ) / 36,5 (2) 

HZ 
(225) 

= - (  A225 + 60 ) / 19,9 (3) 

Dans l e  cas  où l a  r e l a t i o n  ( 1 )  n ' e s t  pas v é r i f i é e ,  l e s  va leurs  ca l cu lées  

(193) 
e t  HZ 

(225) 
ne co inc ident  pas. 

On peut également comparer ces  va leurs  au  pourcentage d ' h é l i c i t é  ca l cu lé  

à p a r t i r  de b  . 
O 









I V  RESULTATS EXPERIMENTAUX . 

a) Mode o p é r a t o i r e .  ------ -------- 

La mesure de l a  r o t a t i o n  opt ique a 

é t é  e f f ec tuée  aux cinq longueurs d'onde su ivan te s  avec un po la r i -  

mètre Car1 Zeiss  370 746, X = 3650 A,  4050 A ,  4360 A,  5460 A, 5780 A . 
Les s o l u t i o n s  ont  é t é  préparées  de  l a  même façon que 

pour l e s  mesures de v i s c o s i t é .  

b) Résu l t a t s .  

Nous avons é t u d i é  l a  D.O.R. du PLGA 

en mi l ieu  aqueux en  fonc t ion  du pH, p u i s  aux deux pH extrêmes 4,7 

e t  11,7, nous avons f a i t  v a r i e r  l e  pourcentage de dioxanne. 

- Milieu aqueux 

En m i l i e u  aqueux pour Na C l  0,2M ou a c é t a t e  de sodium 0,15M, 

nous retrouvons l e s  a u r b e s  de d ispers ion  c a r a c t é r i s t i q u e s :  

Figure (8) .  

L ' a l l u r e  des courbes de d i spe r s ion  e s t  modif iée par  l a  v a r i a t i o n  du 

pH. Le c a l c u l  de a e t  de bo à p a r t i r  de (a) nous permet de t r a c e r  
O 

une courbe de t r a n s i t i o n  : 

bo = f (PH) 
Figure (9) 

a = f  (pH) 
O 

Les va leurs  obtenues sont  regroupées dans l e  tab leausuivant  avec l e s  

va leurs  correspondantes  de A e t  A (Tableau 1 ) .  
193 225 

Nous avons r e p o r t é  l e s  va l eu r s  du pourcentage d ' h é l i c i t é  en fonc t ion  

du pH, ca l cu lées  à p a r t i r  de ces paramètres (Tableau I I )  en u t i l i s a n t  

l e s  r e l a t i o n s  (2-3) . 



TABLEAU 1 

TABLEAU II 

( pH : % h é l i c i t é  ca lcu lé  à p a r t i r  de : ) 
\ 

On remarque qu'en mi l i eu  acide en t re  pH 4 ,1  e t  5,1, b  e s t  négat i f  
O 

e t  l e s  pourcentages d ' h é l i c i t é  ca lculés  à p a r t i r  de b  
os  A193 et A 225 

coïncident de façon s a t i s f a i s a n t e  ; il n 'en  e s t  plus de même aux pH 

plus élevés car  b devient  p o s i t i f  e t  l e s  pourcentages d i f f è r e n t  sen- 
O 

siblement . 
De plus A e t  A ne v é r i f i e n t  plus a u s s i  bien l a  r e l a t i o n  ( 1 ) .  

193 225 

Figure (7 )  . 



Des résultats analogues ont été publiés par IIZUKA et 

YANG (16) qui donnent des valeurs de b pour le PLGA à pH 7 , 3  en 
O 

milieux de force ionique variable (Tableau III). 

TABLEAU III 

SHECHTER a suggéré que l'accord entre les valeurs calculées à partir 

de A l g 3  et A indique la présence en solution de deux conformations 
225 

en équilibre : hélice a et pelote. Les résultats ci-dessus semblent 

montrer l'existence en milieu basique d'une conformation différente. 

Un autre argument vient à l'appui de cette hypothèse.En 

effet, par addition de Na Cl au milieu réactionnel de façon à obtenir 

une force ionique élevée ( P =5M) nous avons observé une variation de 

+ 80 à O, valeur qui correspondrait à une structure beaucoup plus 

proche de la chaîne statistique. 

Ces données semblent confirmer les résultats de viscosité, à savoir 

l'existence en solution aqueuse basique d'une configuration étendue qui 

tendrait, par augmentation de la force ionique, vers une structure de 

chaîne statistique. 



- D.O.R. en solvant binaire 

Nous avons déterminé les valeurs de b pour différents 
O 

pourcentages de dioxanne aux pH 4,7 et 11,7, pour essayer de les 

relier aux résultats de viscosité. 

Les valeurs obtenues sont les suivantes: 

TABLEAU IV 

Bien que les résultats soient plus délicats à interpréter, 

nous constatons que la conformation reste essentiellement hélicoidale 

en milieu acide. 

En milieu basique, l'addition de dioxanne joue le même 

rôle que l'augmentation de la force ionique, c'est à dire diminue la 

valeur de b . 
O 

Les valeurs publiées par IIZUKA et YANG (Tableau V) montrent 

également une diminution de b lorsque le pourcentage en volume de dio- 
O 

xanne augmente en milieu basique ( pH = 7,3). 

TABLEAU V 

( X envolume de 
( 
( dioxanne 

O 



On sait qu'à partir de 30% environ, l'addition de dioxanne 

provoque la transition chaîne hélice ("). Cependant il est possible 

que la diminution des valeurs de b à 10 et 20 % de dioxanne, par rapport 
O 

à celles obtenues en milieu aqueux, soit dûe à une contraction de la 

macromolécule. 

La courbe de dispersion optique rotatoire correspondante entre 190 et 

250 nm ressemble davantage à celle d'une chaîne qu'à celle d'une hélice 

ci 
( 16) 

Si on suppose que 1 'addition de 30% de dioxanne provoque 

un retour partiel à l'hélice a ,  il est difficile de donner une significa- 

tion au minimum de viscosité observé par DOTY et Col1 Figure ( I ) ,  

En effet, pour cette composition du solvant, la diminution 

du pH devrait favoriser l'hélice et on ne voit pas très bien pourquoi 

l'augmentation de l'hélicité provoquerait un minimum dans la visco- 

sité. 

CONCLUS ION 

Les valeurs de b obtenues doivent être 
O 

interprétées prudemment, en particulier cellesqui correspondent aux 

mélanges avec le dioxanne. En effet la valeur de A qui a été fixée 
O 

à 1 1 2  nm varie en fait sensiblement avec la composition en dioxanne, 

la relation de MOFFITT n'est plus valable, et la valeur de b obtenue 
O 

n'a plus de sens. 

Si nous utilisons la méthode de SEECHTER, nous ne pouvons 

pas calculer les pourcentages d'hélicité correspondant aux mélanges 

Na Cl 0,2M / Dioxanne, car il faudrait utiliser pour cela deux couples 
de relations différents selon que le polypeptide est en solution dans 

l'eau ou dans un solvant organique, et le choix de 1 9 m  ou de l'autre 

couple de relations est impossible à faire dans notre cas. 

L'écart de nos points expérimentaux (A 93i A225) en milieu 

basique, par rapport à la droite de SHECHTER est peu important, comparé 

à celui qu'on observe lorsqu'un polypeptide peut adopter ime structure 

organisée différente ( par exemple la structure de la poly-L-sérine). 



Cette fa ib le  différence f a i t  que l a  part des erreurs expé- 

rimentales devient importante. Seules l e s  valeurs obtenues aux bas pH 

sont sans ambiguité, e t  il faut faire appel à une mdthode plus f ine  

comme l e  dichro'isme c irculaire ,  pour préciser l a  nature de l a  confor- 

mation qui ex i s te  en milieu basique. 
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2 
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1 RAPPELS THEORIQIES . 

Lorsqu'on envoie une lumière linéaire- 

ment polarisée sur un milieu contenant des chromophores optiquement 

actifs, la biréfringence circulaire, qui est l'origine de la dis- 

persion du pouvoir optique rotatoire, s 'accompagne d 'un dichroïsme 

circulaire. 

Cela signifie que le coefficient d'extinction molaire 

est différent pour la lumière polarisée circulairement droite et la 

lumière polarisée circulairement gauche ( rG $ cD) . La lumière devient 
elliptiquement polarisée. Figure (Sb). 

Si on appelle Y l'ellipticité, on peut la relier auac 

indices d'absorption X et X de la lumière circulairement polarisée 
G D 

droite et gauche par une relation analogue à celle de FRESNEL. 

En remplaçant XG et par leur expression en fonction de E etc 
G D ' 

on obtient : 

où (Y),  l'ellipticité spécifique est définie par Y = (Y) 1 c . 



II RESULTATS GENERAUX CONCERNANT LES POLYPEPTIDES 

a) S~ectre de l'hélice a . - .................... 

Depuis les premiers travaux de HOLZWARTH, 
( 10) GRATZER et DOTY , le spectre dichro'ique des polypeptides a hélicoi- 

daux est bien connu et chacune des bandes dichroiques qu'il présente 

entre 180 et 250 nm a pu être attribuée à une transilion électronique. 

Ce spectre est composé de trois bandes caractéristiques : 

-Une bande négative à 222nm attribuée à la transition * n + n  . 
-Une bande négative à 209 nm et une bande positive à * 
190 nm attribuées respectivement à la transition IT + IT 

polarisée parallèlement à l'axe de l'hélice et à la transi- * 
tion IT + T polarisée perpendiculairement à l'axe. 

L'ellipticité de la bande à 190 nm est voisine de + 70 000 
2 

degré cm / décimole. 
Les ellipticités des bandes à 209 et 222 nm sont toutes 

2 
deux voisines de - 40 ooo degré.cm / décimole, Ceci dans le cas où on 
a affaire à une hélice a droite. 

On a l'habitude d'utiliser l'ellipticité de la bande à 

222 nm pour évaluer le contenu hélicoidal d'un polypeptide en choisis- 
2 

sant (8) = - 36 000 degré-cm / décimole comme valeur correspondant à 

100 %. 

On a alors : 

Cependant les valeurs de (8) données par différents auteurs 

pour l'hélice a varient entre 36 000 et 40 000 (Io-18) .II en résulte 

donc une incertitude assez grande sur la valeur du contenu hélicozdal. 

De plus, la relation (4) suppose qu'à la longueur d'onde de 222 nm, 

l'ellipticité correspondant à la chaîne statistique est nulle. Nous 

discuterons ce point par la suite. 



Le problème s e  complique l o r s q u ' o n  e s s a i e  

de d é f i n i r  un modèle pour l e  s p e c t r e  d i c h r o ï q u e  de l a  cha îne  s t a t i s t i q u e .  

Dans un de l e u r s  p r e m i e r s  a r t i c l e s ,  HOLZWARTH e t  DOTY ( 10) 

c h o i s i s s e n t  comme modèle de c h a î n e  s t a t i s t i q u e  l e  s p e c t r e  d i c h r o i q u e  de 

l ' a c i d e  poly-L-glutamique à pH 7 ,6  dans Na F 0,1M, e n  observan t  t o u t e f o i s  

q u ' i l  p r é s e n t e  e n  p l u s  d 'une f o r t e  bande n é g a t i v e  v e r s  200 nm, une f a i b l e  

bande p o s i t i v e  ( . (8) 2500 ) e n t r e  210 e t  235 nm. 

Se lon  TIFFANY e t  KRIMM'~),  l e  s p e c t r e  d i c h r o ï q u e  de  l ' a c i d e  

poly-L-glutamique chargé e n  absence d ' é l e c t r o l y t e  f o r t  suggère  l a  pré- 

sence  d 'une s t r u c t u r e  q u i  ne  s e r a i t  pas  une cha îne  s t a t i s t i q u e ,  mais une 

h é l i c e  étendue.La molécule p r é s e n t e r a i t  localement  des  p o r t i o n s  h é l i c o ï -  

d a l e s  o r g a n i s é e s  suffisamment longues  pour  donner n a i s s a n c e  à un s i g n a l  

d i c h r o ï q u e .  Voir  f i g u r e  (10 d ) .  I l s  proposent  comme modèle de cha îne  

s t a t i s t i q u e ,  l e  s p e c t r e  d i c h r o ï q u e  de l a  poly-L-proline dans Ca C l  6M 
2 

ou  c e l u i  du PLGA dans L i  C l  O 4,5M a p r è s  chauffage à 5 0 ' ~ .  Ce s p e c t r e  
4 

e s t  très d i f f é r e n t  de c e l u i  q u i  e s t  donné p a r  HOLZWARTH e t  DOTY. Il e s t  

formé e s s e n t i e l l e m e n t  d 'une l a r g e  bande n é g a t i v e  aux e n v i r o n s  de  205 nm, 

Voir f i g u r e  (10a) .  

En f a i t  l e  s p e c t r e  donné p a r  HOLZWARTH e t  DOTY pour l e  modèle 

de c h a î n e  s t a t i s t i q u e  e s t  t r è s  proche de  c e l u i  que donnent TIFFANY e t  

KRIMM pour  l e  modèle d ' h é l i c e  é tendue .  L'argument l e  p l u s  s o l i d e  de 

TIFFANY e t  KRIMM à l ' a p p u i  de l e u r  hypothèse  e s t  que c e  s p e c t r e  e s t  proche 
(5) de c e l u i  de  l a  poly-L-proline . 

Les modèles a c t u e l l e m e n t  proposés  pour l ' h é l i c e  a , l a  cha îne  

s t a t i s t i q u e  e t  l e  c o n f i g u r a t i o n  é tendue  s o n t  r e p r é s e n t é s  s u r  l a  f i g u r e  

(10).  Le s p e c t r e  d i c h r o ï q u e  r e p r é s e n t é  i c i  ( f i g u r e  ( l o b ) )  pour l a  cha îne  

s t a t i s t i q u e  e s t  c e l u i  proposé p a r  QUADRIFOGLIO e t  U R R Y ( ' ~ ) ,  pour l a  poly- 

L-sé r ine  dans L i  C l  9M. Ce s p e c t r e  e s t  t r è s  v o i s i n  de c e l u i  du PLGA dans 

L i  C l  O 0,5M dont  il est q u e s t i o n  p l u s  h a u t .  
4 

Les t e n t a t i v e s  de  c a l c u l  du s p e c t r e  dichroTque d 'une cha îne  

s t a t i s t i q u e  menées p a r  ZUBKOV e t  C o l l .  n e  perxriettent n i  d ' é t a b l i r  un 

modèle t h é o r i q u e  pour c e  s p e c t r e ,  n i  d ' i n t e r p r é t e r  l e s  données expérimen- 

t a l e s  (20) 





III RESULTATS EXPERIMENTAUX 

Mode o p é r a t o i r e  ------ -------- 

Les spec t r e s  dichroiques ont  é t é  enre- 

g i s t r o s  à l ' a i d e  d'un dichrographe Roussel - Jouan. Les mesures on t  

é t é  f a i t e s  sous balayage d ' azo te  en u t i l i s a n t  comme source lumineuse 

une lampe au Xénon. 

L 'échant i l lon  u t i l i s é  e s t  un s e l  de sodium de l ' a c i d e  

poly-L-glutamique ( P i l o t ) .  Les s o l u t i o n s  ont  é t é  préparées de l a  même 

façon que pour l e s  mesures de v i s c o s i t é  e t  de D.O.R.  

Nous avons u t i l i s é  une cuve de qua r t z  de O,\ mm en p a r t i c u l i e r  pour 

l e s  mesures e n  présence d'un so lvant  organique ou d'une grande q u a n t i t é  

de s e l .  

Nous avons e n r e g i s t r é  l e s  spec t r e s  dichrol-  

ques du PLGA en  fonc t ion  du pH dans l e s  so lvants  su ivan t s  : 

- Na C l  0,2M + Dioxanne ( 2 1  1 )  

pour essayer  de l e s  r e l i e r  aux r é s u l t a t s  de v i s c o s i t é  e t  de D.O.R.,  e t  

d i s s o c i e r  l e s  e f f e t s  dûs à l ' a d d i t i o n  de s e l  e t  à l ' a d d i t i o n  de so lvant  

organique. 

1 .  Spec t res  dans H O. Figure ( 1  1 )  . 
2  ----------------  

En m i l i e u  basique, l e  s p e c t r e  a b i e n  l ' a l l u r e  at tendue,  

c ' e s t  à d i r e  présente  deux bandes c a r a c t é r i s t i q u e s ,  une bande p o s i t i v e  à 
L 218 nm de Ce)= 5 000 degré.cm / décimole e t  une bande négat ive 

2 
i n t e n s e  cen t r ée  à 195 nm de (0 )  = - 33 000 degré .cm / décimole environ. 





Lorsqu'on abaisse le pH le spectre dichrozque est modifié 

par l'apparition d'une transition. 

La bande positive à 218 nm disparaît, tandis qulappara?t 

une faible bande négative vers 230 nm. 

En même temps, l'intensité de la bande négative à 195 nm 

décroît tandis qu'elle se déplace vers les grandes longueurs d'onde. 

En abaissant progressivement le pH, on parvient à pH 4 , 4 ,  

au spectre caractéristique d'une hélice a avec ses deux bandes négatives 

à 209 et 222 nm .L'ellipticité maximum obtenue pour la bande à 222nm 

est (8) = - 37 000 degré.cmZ/ décimole. On observe à A = 202 nm et 

(8) = - 17 000 degré.cm2 / décimole, l'existence d'un point isodichroi- 

que. 

L'addition d'un électrolyte au milieu provoque une 

diminution de l'intensité de la bande à 218 nm, sans modifier la bande 

négative à 195 nm. 

On observe également les spectres intermédiaires au cours 

de la transition. On retrouve un point isodichroique pour = 202 nm 

et (8) = - 17 000 degré. cmL / décimale au même endroit que pour les solu- 
tions dans l'eau pure. 

A pH 4,07 l'écrasement de la bande à 209 nm semble dû à 

un début d'agrégation dans la solution. 

L'ellipticité maximale à 222nm reste voisine de - 40 000 
2 

degré. cm / décimole. 

3. Spectres dans Na Cl 5M. Fipre 03). -------------  - - - -  

Lorsqu'on augmente fortement la force ionique du milieu 

(0,2M +5M) la bande positive à 218 nm disparaît presque ccamplètement, en 

milieu basique. L'abaissement du pH fait apparaître une bande négative à 

230 nm puis les deux bandes de l'hélice a vers 209 et 222 nm. L'intensité 

de ces bandes est beaucoup plus faible que dans l'eau pure ( 12 et 15 OOQ 
2 degré cm / décimole) . 



Fig12 Spectre djchroïque du PLGA 
en fnnclion du pH dans NaCI 9 2 M  



Fig13 Spectre dichroïque du PLGA 
en fonction du pH dans NaCI 5 M  

(;% , ii + r  

' --..l 



Les spec t r e s  sont  rapidement per turbés  p a r  une agréga t ion  

etune p r é c i p i t a t i o n  importantes .  

Figure ( 14) . - - - - --  
4. Spectres  dans l e  mélange (213 H O - 113 Dioxanne) 

2 

Dès pH 8 , ce  s p e c t r e  f a i t  a p p a r a î t r e  une bande négat ive  

à 235 nm q u i  semble dûe à l ' a d d i t i o n  du so lvant  organique. 
2 La bande à 218 nm e s t  p lus  f a i b l e  ( (8)- 2500 degré cm / déci- 

mole) , 

La t r a n s i t i o n  e s t  t r è s  b r u t a l e  ca r  e l l e  a l i e u  entièrement 

e n t r e  pH 7 , l  e t  6,6. 

L ' e l l i p t i c i t é  maximum e s t  supér ieure  à c e l l e  obtenue dans 
2 

l ' e a u  pure (f3/22 = - 43 000 c o n t r e  - 37 000 degré. cm / décimole. 

5. Spec t r e s  dans l e  mélange ( 2/3 Na Cl 0,2M - 113 ----------  ------------ 
Dioxanne) . Figure ( lsI ----------  

Les spec t r e s  sont  semblables à ceux obtenus dans l e  

mélange 213 H20 - 113 Dioxanne. 

La p o s i t i o n  des bandes e s t  l a  même, mais l e u r  i n t e n s i t é  

e s t  supé r i eu re .  

Tous l e s  spec t r e s  obtenus en mi l i eu  

ac ide  s o n t  c a r a c t é r i s t i q u e s  de l ' h é l i c e  a .  L ' e l l i p t i c i t é  à 222 nm e s t  
2 

de - 40 000 + 3 000 degré.cm / décimole, sauf dans l e  cas de Na C l  5M. 

En mi l i eu  aqueux à p H < 4 ,  l ' a g r é g a t i o n  s e  mani fes te  par  l a  

d i s p a r i t i o n  de l a  bande négat ive  à 209 nm e t  par  l a  diminut ion de l ' i n -  

t e n s i t é  de l a  bande p o s i t i v e  à 190nm. Ces r é s u l t a t s  s o n t  en bon accord 

avec ceux de URRY e t  Col1 ( 18) 

Tous l e s  spec t r e s  p ré sen ten t  également un poin t  isodichroïque 

à = 202 nm e t  (01 = - 17 000 degré.cm2 / décimole, sauf l e s  spec t r e s  



Fig 14 Spectre dichroïque du PLGA 
en fonction du pH dans 

dioxanne RFT3 



Fig 15 Spectre dichroïque du PLGA 
en fonction du pH dansl-1 

1 lh Dioxanne 1 



e n r e g i s t r é s  s u r  l e s  s o l u t i o n s  dans Na C l  5M. 

Cela suggère que dans tous l e s  c a s ~ a u f  c e l u i  des s o l u t i o n s  

dans Na C l  5M, l e s  s p e c t r e s  correspondent à des mélanges e s s e n t i e l l e w n t  

c o n s t i t u é s  d ' h é l i c e  a e t  de s t r u c t u r e  étendue. 

En aucun cas  e t  même en présence d'une fo rce  ionique impor- 

t a n t e ,  nous n'avons pu o b t e n i r  un s p e c t r e  dichroTque correspondant au  

modèle de TIFFANY e t  KRIMM. Figure (10a) .  

6. Inf luence  de l a  propor t ion  de so lvant  organique. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  - 

Lorsqu'on a jou te  à pH 7-8, 33% de dioxanne à l a  s o l u t i o n  

aqueuse, on cons t a t e  l ' a p p a r i t i o n  d'une bande négat ive  vers  235 nm. 

Pour exp l ique r  c e l a  nous avons f i x é  l e  pH à 7 e t  nous avons f a i t  v a r i e r  

l a  q u a n t i t é  de dioxanne p ré sen te  dans l a  s o l u t i o n .  Les spec t r e s  obtenus 

s o n t  représentés  s u r  l a  Figure (16).  

On cons t a t e  que l 'augmentat ion du pourcentage de dioxanne 

à pH cons tan t  i n d u i t  l a  t r a n s i t i o n  vers  une h é l i c e  a comme l ' o n t  obser- 
(3)  vé TIFFANY e t  KRIMMen a j o u t a n t  duméthanol  à une s o l u t i o n  de PLGA . 

La t r a n s i t i o n  e s t  i c i  p lus  rap ide  e t  p lus  b r u t a l e  que dans l e  

cas  du méthanol. Figure ( 1 7) . 
Il semble que l ' a p p a r i t i o n  de l a  bande néga t ive  à 235 nm 

s o i t  dÛe à l a  con t r ibu t ion  d'une f r a c t i o n  d ' h é l i c e  au  spec t r e  dichrozque. 

Pour me t t r e  mieux en évidence l e s  t r a n s i t i o n s  q u i  on t  l i e u  

dans l e s  d i f f é r e n t s  so lvan t s ,  nous avons t r a c é  pour chacun d'eux l a  var ia-  

t i o n  de 1 ' e U i p t i c i t é  à 222 nm avec l e  pH. 

Ces courbes sont  po r t se s  s u r  l a  f i g u r e  (18) .  

Nous pouvons en t i r e r  l e s  po in t s  su ivan t s  : 

- L'amplitude de l a  t r a n s i t i o n  e s t  diminuée par  l a  

présence de s e l  dans l a  s o l u t i o n  ; e l l e  augmente 

par  a d d i t i o n  de dioxanne. 



% dioxanne 

Fig 16 Influence de la composition 
en dioxanne à pH 7 



Transition du PLGA induite par addition de solvant organique 
à pH 7 

x Dioxanne 
O Methanol (Tiffany Krimm) 





- La transition est d'autant plus brutale que 
la force ionique est faible ou que la propor- 

tion de dioxanne est grande. 

- Le pH de transition est déplacé vers les bas pH 
en présence de sel, vers les pH élevés en présence 

de dioxanne, ce second effet étant prépondérant 

dans la cas où le milieu contient à la fois du 

chlorure de sodium et du dioxanne. 

TABLEAU VI. 

( Solvants pH de transition ) 

Les mesures de viscosité intrinsèque dans Na Cl 0,2M 

et 213 Na Cl 0,2M + 113 Dioxanne montrent un excellent accord avec 

ces résultats quant au pH de transition. 

D'autre part les résultats de viscosité dans Na Cl 0,2M 

en milieu basique sont en bon accord avec l'hypothèse d'une structure 

rigide plus étendue que l'hélice a . 
Nous pensons ainsi apporter un argument supplémentaire pour étayer 

l'hypothèse de TIFFANY et KRIMM. 



8. Interprétation des spectres dichroïques. 
- - e V - - - - -  --------- 

- dans 1 'eau pure. 
Le problème qui se pose lorsqu'on considère la 

transition du PLGA dans l'eau en fonction du pH, est donc de savoir si 

l'on passe directement de la conformation étendue à l'hélice a ou si l'on 

passe par l'intermédiaire d'une chaîne statistique. 

L'existence d'un point isodichrolque à 202-203nm est en 

faveur de la première hypothèse mais n'exclut pas la présence en faible 

proportion d'une troisième conformation. En effet, si on examine les 

modèles de spectres dichrozques représentés sur la figure 10, on cons- 

tate qu'à 203nm l'ellipticité pour l'hélice a et la conformatbn éten- 
2 due est (0) = -19.000 degré cm / décimole; pour la chaîne statistique 

2 
elle est de-5 000 degré cm / décimole. 

Si on calcule (0) pour un mélange contenant 20% de chaîne 
2 

statistique on obtient (0) = -16 200 degré cm / décimole.L'ellipticité 
à 202nm de la structure en chaîne statistique selon URRY et QUADRIFOGLIO 

est trop faible pour que l'on puisse avec certitude affirmer que cette 

structure entre en jeu en Grne temps que la structure étendue et l'hé- 

lice a. 

Pour résoudre le problème posé,nous avons calculé à partir 

de nos données expérimentales, la contribution de chaque conformation 

en fonction du pH en utilisant coqmie modèles le spectre du PLGA daris 

l'eau à pH 8 ( conformation étendue), et à pH 4,4 ( hélice a ) ainsi 

que le modèle de chaîne statistique proposé par QUADRIFOGLIO et URRY (19) 

(Tableau VII) . 
Ce calcul a été fait en supposant d'une part un mélatige 

purement constitué d'hélice a et de conformation étendue (Tableau VIII), 

d'autre part un mélange d'hélice a et de chaîne statistique (Tableau 

IX) . 



TABLEAU VII. Ellipticité des conformations modèles. 

lQ en degré. cm2 / décimole. ( Longueur d'onde ; ----- ............................... 
( 
f m P 

1 : Hélice a Conf.étendue : Chaîne stat . , 

TABLEAU VIII. Calcul du pourcentage d'hélices en supposant un mélange 

hélice a - configuration étendue. 



TABLEAU I X  Calcul  des pourcentages d ' h é l i c e  a en supposant un 

mélange d ' h é l i c e  a -chaîne s t a t i s t i q u e .  

On a u t i l i s é  pour c e l a  l e s  r e l a t i o n s  . 
(0)  - 0 ' )  g, 

% h é l i c e  a = xl00  
1 , -  0 ; 6, 

% h é l i c e  a = 
( e l  - (?; 

xlOO 
Ter,- (0; 

En appelant  (0) l ' e l l i p t i c i t é  mesurée. 

(~1st 
I ' e l l i p t i c i t é  de l a  conformation étendue. 

[el, l ' e l l i p t i c i t é  de l ' h é l i c e  a . 
(O), l ' e l l i p t i c i t é  de l a  chaine s t a t i s t i q u e .  

à l a  longueur d'onde A. 

On c o n s t a t e  qu 'en s o l u t i o n  dans l ' e a u  pure l ' a cco rd  e n t r e  

l e s  pourcentages c a l c u l é s  en supposant un mélange hél icecl  - chaîne  s t a -  

t i s t i q u e  e s t  t r è s  médiocre a l o r s  que c e t  accord e e b o r l .  s i  l ' o n  cops idère  

un mélange d ' h é l i c e  a e t  de conformation é t e n a e  

Les c a l c u l s  ont  é t é  faits pour qua r re  pH d i f f s r e n t s  de 5 ,6  

à 4,92 encadrant  l a  t rans i t ion  (vOir tableauxVI11 e t  IX). 

- En ce  q u i  concerne l e s  sa lu$ions  dans Na C l  0,2M 

à pH 7, nous avons c a l c u l é  l e  pourcentage de conformation étendue dans 



deux cas, d 'abord en supposant un mélange de conformation étendue 

e t  d ' h é l i c e  a, puis  un mélange de cha îne  s t a t i s t i q u e  e t  de con- 

formation étendue (Tableau X). A ce pH , l ' e r r e u r  expérimentale  atir 

l e s  va leurs  des  c . e l l i p t i c i t é s  f a i t  que l ' a cco rd  e s t  médiocre dans 

l e s  deux h y p o t r n s ,  P a r  con t r e  à pH 5,07 nous constatons que s e u l  

un mélange h é l i c e  a - conformation- étendue permet un accord avec 

nos r é s u l t a t s  expérimentaux , (Voir  t a b l e a u  X I . ) .  

- Quand on a j o u t e  du dioxanne à l ' e a u  pure 

(Figure 16), on peut pas se r  à pH 7 de l a  conformation étendue à 

l ' h é l i c e  a .  Nous avons c a l c u l é  pour l e  ca s  où on a 40% de dioxanne 

en volume, l e  pourcentage  d ' h é l i c e  a . L'accgrd e x c e l l e n t  que nous 

obtenons montre que l 'hypothèse  du mélange conformation étendue- 

h é l i c e  a e s t  t o u t  à f a i t  j u s t i f i é e  (Voir t a b l e a u  XII.) 

TABLEAU X Calcul  du pourcentage des d i f f é r e n t e s  conformations 

en supposant : 

a )  mélange h é l i c e  a - conformation étendue 

b)  mélange conformation étendue- chaîne s t a t i s -  

t i que .  

( N a C 1  0,2M : % conformation étendue 1 
( A 1 
( : ( ~ ) ~ ~ 7 , 0  : a >  b ) ) 
( - - - - - - - - ~ - - - - - ~ ~ ~ ~ ~ ~ * c c ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~  ----) 

( 235 : O 1 00X ) 

( 230 O 95,3X 40% ) 
( 
( 225 : 1700 98,5% 85% ) 



TABLEAU X I  Calcul  du pourcentage des d i f f é r e n t e s  conformations 

en supposant : 

a)  mélange h é l i c e  a - conformation étendue 

b) mélange h é l i c e  a - chaîne s t a t i s t i q u e .  

Dans Na Cl 0,2M ,pH 5,07 

TABLEAU XII Calcul  du pourcentage qes d i f f é r e n t e s  conformations 

en supposant : 

a) un miilange d'hélices e t  de conformation 

étendue. 

b) un mélange d ' h é l i c e  a e t  de chaîne s t a t i s -  

t i q u e .  

H20 + 40% de dioxanne à pH7. 

( A :  8 : a) % h é l i c e  a :b) % h é l i c e  
a > (-------- 2 ,-,,,,-,,---- LLLLLLLLLLLLLLLLL-z --------------- 

( 
( 235 : -5000 76% : 76% 1 



- S i  l e  pourcentage de dioxanne n ' e s t  p lus  que 

de 33%, au  même pH de 7, l e  s p e c t r e  d ichro lque ,  e s t  t r è s  d i f f é r e n t .  

Les v a l e u r s  des  d i f f é r ences  d ' e l l i p t i c i t é  sont  t r o p  f a i b l e s  pour qu'on 

pu i s se  i n t e r p r é t e r  valablement l e s  r é s u l t a t s  en  termes de mélanges de 

s t r u c t u r e s .  Le t ab l eau  X I I I  montre l e s  e s s a i s  que nous avons e f f ec tués .  

Cependant nous avons pu grâce  à l a  mesure de l ' e l l i p t i c i t é  

à 222nm rep résen te r  l a  t r a n s i t i o n  en fonc t ion  du pourcentage de dioxanne 

a j o u t é  à l ' e a u  pure à pH 7. (Figure 17). 

- Les r é s u l t a t s  &&nus lorsqu 'on  u t i l i s e  l e  

mélange N a  C l  0,2M/dioxanne (21 1)  ( v o i r  f i g u r e  15), montrent qu 'à  

pH 6,88, l e  s p e c t r e  d ichro ique  c o r r e s p ~ n d  à un pourcentage de con- 

formafion étendue de 100% aux e r r e u r s  expérimentales  p r è s ,  L 'addi t ion  

de s e l  lo rsqu 'on  s e  t rouve en  présence de dioxanne semble augmenter 

l a  propor t ion  de conformation étendue, a l o r s  que en l ' absence  de dio- 

xanne, l ' a d d i t i o n  de s e l  semble diminuer l a  propor t ion  de c e t t e  con- 

formation ( v o i r  Figure 12) .Nous n'avons pas d ' e x p l i c a t i o n  pour ce  

phénomène. 

Les r é s u l t a t s  à pH 6,05 dans Na C l  0 , 2 ~ / d i o x a n n e  21 1 ( t a b l e a u  XIV) 

ne nous permettent  pas de d i r e  s i  on e s t  en présence d'un mélange 

conformation étendue- h é l i c e  a QU d'un mélange hélicecla -chaîne 

s t a t i s t i q u e .  Il f a u d r a i t  probablement i n t r o d u i r e  une c o n t r i b u t i o n  

due à une s t r u c t u r e  en  chaîne s t a t i s t i q u e . S i  l ' o n  i n t r o d u i t  t r o i s  

s t r u c t u r e s  d i f f é r e n t e s ,  il n ' e s t  p l u s  p o s s i b l e  de donner un seu l  

ensemble de t r o i s  pourcentages correspondant à ces s t r u c t u r e s .  Ce po in t  

de vue e s t  confirmé par  l'examen des s p e c t r e s  obtenus dans Na C l  5M. 

TABLEAU X I I 1  Calcul  du pourcentage des d i f f é r e n t e s  conformations 

en  supposant : 

a )  un mélange h é l i c e  a -conforqat ion étendue 

b) un mélange h é l i c e  a -chaîne s t a t i s t i q u e .  

H20 + 33% dioxanne à pH 7. 
-. 

IIi 

( X 0 : a )  % h é l i c e  a :b) % h é l i c e  a 
(-------,---,- 3 -------- -,&--- -rr-rr-rrrrrrrrrrrrrrrr-r-------------- d 
( 

235 ' -1500 : 15% 
1 
1 

( - 230 - 800 . 6,3% O % 1 
( 

225 : + 4 0 0  : 4,1% : 44% 
1 

( 
( 

) 
2 20 : +2300 : 3 % : 74% ) 

( 
( 2 15 * +2500 : 6,2% : 60% 

1 

( 2 10 : -1500 . 7,8% : 37% 1 
( 

' - 14000 : : >100% 
1 > 

( 205 2 7X 
( 200 -31000 : : >IOOZ 

1 
1 

. # # 3 E e . .  



TABLEAU XIV. Calcul  du pourcentage des d i f f é r e n t e s  conformations 
en  supposant r 

a )  melange h é l i c e  a - conformation étendue. 

b) mélange h é l i c e  a - chaîne s t a t i s t i q u e .  

Dans Na C l  0,2M- Dioxanne (211) ,pH 6,05 

( A 8 : a)  % h é l i c e  :b)% h é l i c e  a 
(----,,-,- L -,,-,,,------- 2 ----------------: --------------- 

. ( 

.- Dans N a  C l  5 M  t S i  l ' o n  considère l e  s p e c t r e  dichroïque obtenu 

8 pH 9 , 7  ( Figure 13) on c o n s t a t e  que l ' e l l i p l i c i t é  de l a  bande à 

218 nm a fortement diminu4 p a r  rappor t  à ce que l ' o n  abserve dans l ' e a u  

pure. Nous avons e s sayé  d'interpréter-atrspectre en te- de rgélange 

de deux c o n f ~ r m a t i o n s ;  d'une p a r t  un mélange conformatian étendue- 

h é l i c e  a ,  d ' au tse  p a r t  un mélange conformation éthndue- chaîne s t a t i s -  

t i que .  (Tableau XV). Dans l e  premier cas ,  l a  v a l e u r  absolue des e l l i p -  

t i c i t é s  de l ' h é l i c e  a e s t  t e l l e  que l e  po age c a l c u l é  de confor- 

mation étendue e s t  t ou jou r s  v o i s i n  de 100% "donc peu s i g n i f i c a t i f .  De 

p lus  l e  pourçentage d e  conformation étendue a i n s i  ca l cu lé  e s t  t r è s  

vo i s in  de c e l u i  t rouvé  dans l e  cas  des s o l u t i o n s  dans Na C l  0,2M au 

même pH. On a u r a i t  donc l a  même propor t ion  de conformation étendue dans 

0,2M ou Na C l  5M, c e  q u i  e s t  gn désaccord complet avec l e s  ré- 

t s  de  v i s c o s i t é .  Il ne semble donc pas que l ' o n  puisse  i n t e r p r é t e r  

e c t r e  obtenu dans Na C l  5 M  à pH 9,7  en terme d'un mélange confok- 

tt -- - .. . n étendue- h é l i c e  a .  

Au c o n t r a i r e  en supposant un mélange conformation étendue- 

haine s t a t i s t i q u e ,  l e s  pourcentages c a l c u l é s  s o q t  vo i s in s  pour l e s  

longueurs d'onde s i t u é e s  e n t r e  230 e t  215 nm, c ' e s t  â d i r e  dans l a  

gamme la p l u s  faci lement  exp lo i t ab l e .  [Tableau 'XV) Cette  hypothèse e s t  

e n  me i l l eu r  accord avec  l e s  r é s u l t a t s  d e  v i s c o s i t é *  



TABLEAU XV, Calcul du pourcentage des différentes conformations 

en supposant : 

a) un mélange conformation étendue-chaîne 

statistique. 

b) un mélange conformation étendue-hélice a 

Na Cl 5M, pH 9,72 

i a) % conformation : b) % conformation A :  e 
étendue étendue. ............................................................... 

( ) 
( 235 : O 100% ) 

\ I 

En milieu acide dans Na Cl 5M, le spectre dichroique est caracféristique 

d'une hélice a mais l'ellip btenue est d'environ 
2 

-16 000 degré/cm / décimole 2 - 36 000 degré cm / 
P( 

décimle dans l'eau pure. 

Le spectre dichroïque à pH 4,40 semble correspondre à une molécule qui 

p'est pas encore entièrement hélicoïdale car l'ellipticité à 222 nm 

est inférieure à l'ellipticité à 208nm. 

Le spectre obtenu à pH 3,98 présente l'allure caractéris- 

tique d'un polymère partiellement agrégé(18). Si on examineTles courbes 

de transition présentées sur la figure 18 on voit que la présence de 

sel déplace la transition vers les bas pH c'est à dire retarde la for- 

mation d'hélice. De plus, dès que le pH de~la solution est abaissé à 

3,98, on observe l'apparition de la précipitation qui accompagne l'agré- 
(7) gation . 

Il semble donc qu'il y aurait précipitation et agrégation dans la solu- 

tion avant que la molécule ne soit entièrement sous forme hélicordare, 

Une seconde explication peut être avancée. En effet, à la concentration 

utilisée (5M) ,le chlorure de sodium présente une absorption importante 

aux faibles longueurs d'onde, Il est possible que la mesure des ellipti- 

cités soit faussée par cette absorption importante .(Le dichrographe 

. . ./. . . 



Roussel Jouan u t i l i s é  e s t  un a p p a r e i l  monofaisceau.) 

Enfin l e  p o i n t  isodichroyque a p p a r a î t  beaucoup moins n e t  que dans 

l e  cas  de l ' e a u  ou de Na C l  0,2M. Cela s ' expl ique  s i  l ' o n  suppose 

l a  c o n t r i b u t i o n  d'une f r a c t i o n  appréc i ab le  d'une t ro i s i ème  conforma- 

t i o n  (cha îne  s t a t i s t i q u e )  aux s p e c t r e s  dichroïques de l a  so lu t ion .  

Cependant l ' e x p l i c a t i o n  invoquée c i  d e s s u s  ( absorp t ion  importante  

dÛe au ch lo ru re  de sodium) d o i t  également ê t r e  p r i s e  en cons idéra t ion .  



I QUATRIEME CHAPITRE I 



Nous avons essayé  d ' i n t e r p r é t e r  l e s  spec t r e s  

dichro'iques obtenus en  termes de mélange de deux conformations. Ces 

c a l c u l s  donnent des r é s u l t a t s  s a t i s f a i s a n t s  dans deux cas  : 

- dans l ' e a u  pure,  lo rsqu 'on  i n d u i t  l a  t r a n s i t i o n  en  

aba i s san t  l e  pH. 

- dans 1 'eau  j u r e  à pH cons tan t  lo rsqu 'on  i n d u i t  l a  

t r a n s i t i o n  e n  a jou tan t  du dioxanne dans l e  mi l ieu .  

Dans l e  premier  cas nous avons pu montrer que l a  t r a n s i t i o n  s e  f a i t  

de  l a  conformation é tendue  à l ' h é l i c e  a sans p a s s e r  pa r  l ' in te rmé-  

d i a i r e  d'une chaîne s t a t i s t i q u e .  Ceci e s t  e n  bon accord avec l e s  

r é s u l t a t s  de v i s c o s i t é  (Figure 1). En e f f e t ,  l a  courbe viscosimé- 

t r i q u e  obtenue ( Courbe 1)  ne  p ré sen te  pas de minimum q u i  correspon- 

d r a i t  au passage par  une chaîne s t a t i s t i q u e .  

Dans l e  second cas, on p a s s e  de l a  conformation étendue à l ' h é l i c e  

a en a j o u t a n t  au m i l i e u  des  quayiti tés c r o i s s a n t e s  de dioxanne 

( Figures 16 e t  17). I c i  encore l a  t r a n s i t i o n  s e  f a i t  directement  

d e  l a  conformation étendue à l . ' hé l ice  a .  Ces r é s u l t a t s  sont  en bon 

accord avec ceux de IIZUKA e t  YANG (16) qui  ont  montré p a r  d i spe r s ion  

opt ique  r o t a t o i r e  que l ' a d d i t i o n  de dioxanne i n d u i t  l a  t r a n s i t i n n .  

TIFFANY e t  KRIMM quant à eux, ont  obtenu des r é s u l t a t s  analogues p a r  

a d d i t i o n  de  méthanol à une s o l u t i o n  basique (pH 7) d 'ac ide  po1y-L- 

glutamique . (Figure 1 7) . 
Le problème s e  complique lorsqu 'on  a j o u t e  du ch lo ru re  de sodium aux 

so lu t ions .  Les r é s u l t a t s  de v i s c o s i t é ,  de D.O.R. e t  de dichroïsme 

c i r c u l a i r e  l a i s s e n t  à pense r  que l a  conformation étendue s e  transforme 

progressivement en cha îne  s t a t i s t i q u e  au f u r  e t  à mesure de l'augmen- 

t a t i o n  de l a  force  ion ique .  

Il semble a l o r s  que l ' i n t e r p r é t a t i o n  des s p e c t r e s  dichrolques en termes 

de mélange de deux conformations s o i t  i n s u f f i s a n t e .  Il f a u t  donc con- 

s i d é r e r  des  mélanges de  t r o i s  conformations 3 savo i r ,  : 

,. ./... 



- h é l i c e  . 
- chaîne s t a t i s t i q u e .  

- conformatiion étendue. 

mais l e s  r é s u l t a t s  expérimentaux ne pourront  a l o r s  ê t r e  i n t e r p r é t é s  

qu 'avec l ' a i d e  de c a l c u l a t e u r s .  

En mi l i eu  ac ide ,  l e s  s p e c t r e s  dichroïques mnt  tous c a r a c t é r i s t i q u e s  

de l ' h é l i c e  . S i  l ' o n  excepte  l e  cas  des  s o l u t i o n s  dans Na C l  5M, 

l a  s e u l e  d i f f é r e n c e  observée e s t  une d i f f é r e n c e  e n t r e  l e s  e l l i p t i c i -  

t é s  maximales à 222 nm s e l o n  qu'on e s t  ou non en présence de  dioxanne. 
2  

( - 43 000 c o n t r e  - 37 000 degré cm / décimole) .  Ceci e s t  à rapprocher  

des  r é s u l t a t s  de  v i s c o s i t é s  qu i  montrent qu'en présence de dioxanne, 

l ' h é l i c e  a e s t  p l u s  r i g i d e  que dans l ' e a u  pure.  Deux hypothèses peu- 

vent  ê t r e  envisagées pour expl iquer  c e t t e  d i f f é r e n c e  de v i s c o s i t é  : 

- l a  première f a i t  i n t e r v e n i r  des  paramètres d ' i n t e r ac -  

t i o n  e n t r e  l e s  deux s o l v a n t s  eau e t  dioxanne. En e f f e t ,  DONDOS e t  

PATTEHlSON ont  montré que l e s  dimensions d'une cha îne  macromoléculaire 

en s o l u t i o n  dans un mélange de so lvan t s  s o n t  fortement inf luencées  p a r  

l e  paramètre d ' i n t e r a c t i o n  e n t r e  l e s  deux so lvan t s .  Ciependant l a  

d i f f é r e n c e  de v i s c o s i t é  i n t r in sèque  à pH a c i d e  peut  mieux s ' exp l ique r  

en  supposant que en  l ' absence  de dioxanne l e  polypept ide p ré seq te  

un c e r t a i n  nombre denpoin ts  non rigides!' La v i s c o s i t é  dans Na C l  

0,2M s e r a i t  a l o r s  expliquée. On s a i t  p a r  a i l l e u r s  que l a  présence de 

dioxanne s t a b i l i s e  l e s  l i a i s o n s  hydrogène in t ramolécula i res  e t  pa r  

conséquent t e n d r a i t  à f a i r e  d i s p a r a î t r e  ce s  " p o i n t s  non r ig ides" .  

Le c o e f f i c i e n t  a lde  l a  l o i  de MARK HOUWINK,est de 1,47 en présence 

de dioxanne e t  c e l a  correspond b ien  à une macromolécule r i g i d e .  Nous 

ne disposons pas,malheureusement de l a  v a l e u r  de a,dans Na C l  0,2M, 

ce q u i  a u r a i t  pu é t aye r  n o t r e  hypothèse. 

En mi l i eu  bas ique  purement aqueux, l a  conformation étendue 

e s t  b i e n  é t a b l i e  par  l ' é t u d e  de l a  v i s c o s i t é  e t  des spec t r e s  d ichro ïques .  

C e t t e  conformation e s t  l i é e  à l ' e x i s t e n c e  des  répuls ions  é l e c t r o s t a t i -  

ques dues aux charges é l e c t r i q u e s  du polypept ide ion isé .  S i  l ' o n  diminue 

ces  répuls ions  en  a j o u t a n t  un é l e c t r o l y t e  so lub le ,  l a  conformation éten-  

due semble c é d e ~  progressivemept la  p l ace  à une conformation p l u s  

v o i s i n e  de l a  cha îne  s t a t i s t i q u e .  Cependant nous ne pensons pas que,/ 

même en  présence de Na C l  5M, on a i t  purement mre chaîne s t a t i s t i q u e ,  

. . ./. . . 



S i  l ' o n  a j o u t e  du dioxanne à pH cons t an t ,  on i n d u i t  l a  t r a n s i t i o n  

d'une façon t r è s  b r u t a l e  e t  l ' o n  passe  d'une conformation t r è s  proche 

de 100% de l a  conformation étendue (dans Na C l  0,2M) à l ' h é l i c e  a . 
Un p o i n t  i n t r i g u a n t  n ' a  cependant pas reçu de s o l u t i o n  : 

dans Na C l  0,2M/Dioxanne,la v i s c o s i t é  i n t r in sèque  e s t  f a i b l e ,  e t  cepen- 

dant l e s  s p e c t r e s  dichroïques ind iquent  une conformation t r è s  proche 

de c e l l e  q u i  e x i s t e  dans l ' e a u  pure ou dans Na C l  0,2M. L ' exp l i ca t ion  

fournie p a r  DONDOS e t  PATTERSON, e t  que nous avons r e j e t é e  dans l e  

cas de l ' h é l i c e  a pour ra i t  i c i  s ' app l ique r .  Des c a l c u l s  u l t é r i e u r s  

s eva ien t  a l o r s  suscep t ib l e s  d ' appor t e r  des arguments pour ou cont re  

c e t t e  e x p l i c a t i o n .  





Notre é tude  des s o l u t i o n s  de PLGA confirme 

l 'hypothèse  d'une conformation étendue dans l e  cas  des  s o l u t i o n s  

basiques,  en  l ' absence  de s e l  ou 3 f o r c e  ionique f a i b l e .  Pour ce 

qui e s t  de l a  t r a n s i t i o n ,  n o t r e  ëtude pose p lus  de problèmes q u ' e l l e  

n 'en  résoud e t  11 s e r a  n é c e s s a i r e  de p r é c i s e r  pa r  l a  s u i t e  l e  r ô l e  

de l a  chaîne s t a t i s t i q u e .  Une étude thermodynamique des i n t e r a c t i o n s  

e n t r e  l e  PLGA e t  l e s  d i v e r s  so lvan t s ,  d e v r a i t  a u s s i  permet t re  

une c l a r i f i c a t i o n  du problème. 
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