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Résumé : L'adsorption, des ions phasphate { H,PO;~et HPO2 ) et nitrate en présence de
polyacide aspartique, a été étudiée a I'interface mercure-solution par Ia mesure de la tension
superficielle en fonction du potentiel L’effet d’oxyanion est supprimé en présence du
polyacide aspartique pour les trois oxyanions étudiés. Une interaction spécifique entre ce
polypeptide et les ions H,PO,est mise en évidence.

Abstract : lon phosphate adsorption ( H,PO, and HPO* ) and nitrate in the presence of
polyaspartic acid was studied at the mercury -solution interface by measuring the interfacial
tension depending of the potentiel. Oxyanion effect is eliminated in the presence of
polyaspartic acid for the three oxyanions under study. A specific interaction between
polypeptide and H,PO,is obvious.

INTRODUCTION

L’étude du comportement des protéines et d’autres biopolyméres aux interfaces présente
un grand intérét pour la compréhension des processus naturels et de certains procédés
industriels - les membranes des cellules biologiques [1], I'industrie des stabilisants, des
émulsions, des produits cosmétiques, I'emploi des systémes colloidaux [2] lors de la
purification des eaux [3] etc...

D’autre part, 'accumulation de ces produits est a éviter aux interfaces, par exemple lors
du colmatage des membranes des unités de dessalement des eaux[4].Les propriétés physico-
chimiques des protéines ont été étudiées par différentes techniques [5], [6], fluorescence [71,
dichroisme circulaire [8] , méthodes électrochimiques [ 9], électrophorése [10], ellipsométrie
[11] et methodes thermodynamiques (mesure de tension superficielle et d’angle de contact |
12] et calorimétrie [ 97 ).

Les travaux de I'équipe Schuhmann et coll[13] relatifs 4 I'étude de I'adsorption a
Iinterface mercure/ solution des ions sélénite (55{332'} en présence de polyalanine (PAla
DL), montrent une interaction entre les ions et ce polypeptide spécifique des deux
partenaires : I'augmentation de I'adsorption anionique en présence de PAla ne se produit
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plus si I"'on change I'oxyanion ou le polypeptide. Ceci a été corrélé i la méme distance entre
les deux sites identiques voisins dans une molécule de PAla en structure f (0,3 nm) et deux
atomes d’oxygeéne dans |'anion sélénite. D’autres travaux suggérent la fixation des ions
nitrate et sulfate [14] sur la matiére organique. L'étude de la fixation par les polypeptides
d’autres oxyanions, jouant le role de polluants tels que les nitrates et les phosphates
pourraient intéresser les spécialistes des traitements des eaux.

Dans cet article, on étudie "adsorption du polyacide aspartique (PAsp) en présence des
ions nitrates et phosphates, La premiére partie sera consacré a la technique expérimentale, la
détermination de la charge superficielle et des exces superficiel de concentration. Dans la
seconde partie, nous présentons et discutons les résultats relatifs d'une parl 4 1’adsorption
du polyacide aspartique et d’autre part, a Vadsorption des ions nitrate et phosphate en
présence de ce polypeptide.

I. PARTIE EXPERIMENTALE
I-1-Technique de mesure

Les expériences décrites dans cel article ont eté effectudes essentiellement en mesurant la
tension interfaciale mercure-solufion y en fonction du potentiel appliqué & I'élecirode E et de
¢ et ¢, concenirations de polymére et de sel. La détermination expérimeniale de v en
fonciion de ces grandeurs permet d'accéder aux valeurs de la densité de charge de
l'électrode o et des exceés superficiels de concentration

La tension interfaciale a ét¢ mesurée suivant la méthade du temps de goutte mise an
point par VERDIER et VANEL[15], Ce procédé est basé sur l'emploi de la formule, établie
A partir de travaux antérieurs [16,17, 18]

log L1 = Klngr—‘

Y2 fh

ot t; el t; représentent les temps de goutie correspondant aux tensions interfaciales y; d'une
solution de référence ( KCl 0,1 M ) et y; de la solution éludide, K est une constante
géométrique qui dépend du rayon du capillaire utilisé, de la hauteur de la colonne de
mercure el de la tension interfaciale. Ainsi, la valeur de la tension interfaciale y, peut étre
calculée 4 partir d'une valeur de référence el de ia détermination expérimentale de 1, et t;.
Dans les conditions expérimentales oi ont éfé effectuées les mesures, (capillaire
METROHM dont le temps de goutte est compris entre § et 8 secondes pour une hauteur de
la colonne de mercure égale & 1 m), la valeur de K calculée est égale 4 0,97,

Afin de vérifier la reproductibilité des résultals, les mesures pour une concentration
donnée sont refaites au moins (rois fois. Les valeurs de temps { retenues, sont obienues en
effectuant la moyenne de ces différentes valeurs.

I-2-Préparation des solutions et produits utilisés

Ces mesures nécessitent des solutions trés pures préparées avec de l'eau fraichement -
tridistillée et des produits ultrapurs. Les solutions de sels minéraux utilisés, KCI, NaCl et.
KNO; ont été directement préparées a partir des produits MERCK de la catégorie "SUPRA
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PUR" Les sels de phosphate (Na,HPO, et NaH,PO,) utilisés sont aussi des produits
MERCK de la catégorie "pour analyse". Le polyacide aspartique utilisée est un produit
SIGMA, de masse maoléculaire (Mw=6800+1400) et de degré de polymérisation (DP=59+
10}, selon le lot de fabrication .

| -3- Détermination des excés superficiels
L' exces superficiel T du polymére est donné par la formule de Gibbs
I=—(dy/RTana), a étant "activité du polymeére .

Les courbes d'excés superficiel de concentration des lons ont été déterminées en
différentiant graphiquement les courbes isopotentielles, y = flog a) tracées 4 E, ou a E_
constants:

I =—(/ag vy I, ==(dy/due 1

ot I'_et T', représentent les excés superficiels relatifs, c'est-a -dire les nombres de cations
et d'anions par unité de surface en excés ou en défaut par rapport aux concentrations au sein
de la solution.E, est le potentiel de I'électrode de mercure par rapport @ une électrode
réversible aux cations et E- par rapport & une électrode réversible aux anions

its représente le potentiel chimique du sel efudié.Les valeurs utilisées des coefficients
d'activité ont été celles données dans la littérature [19, 20].

L'analyse des résultats obtenus avec les sels en présence de polyacide asparlique a été
faite en supposant que ce polypeptide 4 cette concentration ne modifie pas l'activilé a, des
ions. Cetie approximation parait acceptable car il est signalé que l'effet d'un polymeére ne
peut &tre détecté que si sa concentration est supérieure & 10% en masse [21,.22]
concentration qui n'a jamais été atteinte dans notre travail (<4%). Dans ces condilions:

M==(@y/RTEnag),p
D’aulre pari, ona
a=—dy/dk)
Il - RESULTATS EXPERIMENTAUX ET DISCUSSION
li-1- introduction ; 'effet d'oxvanion

L'étude de Dadsorption des oxyanions sur le mercure a mis en évidence un
comportement particulier différent de celui observé notamment avec les halogénures. Nous
appelons cette particularité * effet d’oxyanion™; elle a été observée en étudiant en
particulier des solutions de KNO;, K,COs, MgS0, [24-29], MnSO, [30], Na;CO;4 [30]. On
a constaté avec ces solutions dans le domaine de charges superficielles ol s’adsorbent les
anions, que la tension interfaciale y diminue moins vite avec log (¢,), au dela d’une certaine
concentration, puis finit méme par réaugmenter ce qui traduit une décroissance de Pexcés
relatif quand la concentration augmente cet excés devenant méme négatif.
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Cet effet d’oxyanion n'avait fait 'objet que d’interprétations qualitatives, il avait été
attribué a I'existence d’une couche d’eau liée 4 la surface du mercure [23] ou 4 la présence
d’associations ioniques 4 interface [28],

lI- 2- Adsorption de polyacide aspartique

L'adsorption du polyacide aspartique a élé étudiée en présence de Na;HPQ,, NaH,PO,
el IKNO; 0,1M. On a supposé que le coeflicient d’activité de PAsp restait constant dans le
domaine exploré de concentration. Dans ces conditions, lorsque la représentation de y en
fonction de log ¢ donne des droites, ¢’est que "adsorption a atteint sa valeur maximale T,
dans ce domaine.
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Figtre | - courbes Sopotentielles du Polyacide Asportique e présence de N HPO 40,0184,

Fignre 2 - Variations de lu densité de charge adsarbde des ions HoPO Jen fonction
el fa charge de §'Hecivode & partie de solutions cyd) en Nal POy D 'apeds [31]
(O): 0003 (A) 000 (A)}:003:(0):010:(0):03et(0h: I

La figure (1) montre que I'adsorption est constante entre -0,2 et +0,1 V. La valeur de T,
déduite de la pente des droites paralléles des courbes isopotentielles est 0.5 pmole ce qui
correspond & une aire A de 3,3 nm” et & une aire par motif égale & environ 0,055 nm®, C’est
le méme ordre de grandeur que la valeur moyenne trouvée avec polyalanine (PAla)
(0,035nm?) [12]. La comparaison d’aires théoriques (déterminées a 'aide du logiciel de
modélisation moléculaire HYPERCHEM), et de I'aire expérimentale permet de conclure
que le PAsp adsorbé n’adopte aucune des deux conformations (e,B) il n’est pas raisonnable
d’admettre que la couche adsorbée est formée de trois ou quatre monocouches compactes
en conformation e ou f. Il reste 4 envisager la conformation en trains et boucles
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PUR" Les sels de phosphate (Na;HPO; et NaH;P0,) utilisés sont aussi des produits
MERCK de la catégorie "pour analyse". Le polyacide aspartique utilisée est un produit
SIGMA, de masse moléculaire (Mw=680041400) et de degré de polymérisation {(DP=59+
1), selon le lot de fabrication .

| -3- Détermination des excés superficiels
L excés superficiel I' du polymére est donné par la formule de Gibbs
I'==(dy/RT&lna), a étant I"activité du polymére .

Les courbes d'excés superficiel de concentration des ions ont été déterminées en
différentiant graphiquement les courbes isopotentielles, y = f{log a) tracées 4 E, ou a E_
constants:

r = "{(5:""'@"}&',.?'.?' U, =~(&ds 1r

ot I' et I, représentent les excés superficiels relatifs, c'est-a -dire les nombres de cations
el d'anions par unité de surface en excés ou en défaut par rapport aux concentrations au seir
de la solution.E, est le potentiel de I'électrode de mercure par rapport & une électrode
réversible aux cations et E- par rapport 4 une électrode réversible aux anions

M. represente le potentiel chimique du sel etudie.Les valeurs utilisees des coefficients
d'activité ont eté celles données dans la littérature [19, 207,

L'analyse des résultats obtenus avec les sels en présence de polyacide aspartique a &ie
faite en supposant que ce polypeptide & celte concentration ne madifie pas 'activité a, des
ions. Ceile approximation parail acceptable car il est signalé que l'effet d'un polymére ne
peut &tre détecté gque si sa concentration est supérieure a 10% en masse [21,22],
concentration qui n'a jamais été atteinte dans notre travail (<4%). Dans ces conditions:

M=—(dy /RTdag)pryp
D'autre park, ona :
o=-(dy/dE)
Il - RESULTATS EXPERIMENTAUX ET DISCUSSION
li-1- Introduction : 'effet d'oxyanion

L'étude de [Dadsorption des oxyanions sur le mercure a mis en évidence un
comportement particulier différent de celui observé notamment avec les halogénures. Nous
appelons cette particularité “ effet d’oxyanion™; elle a été observée en étudiant en
particulier des solutions de KNG, K,COy, MgSQ, [24-29], MnS0, [30], Na,COy [30]. On
a constaté avec ces solutions dans le domaine de charges superficielles ot s’adsorbent les
anions, que la tension interfaciale y diminue moins vite avec log (c,), au dela d’une cerlaine
concentration, puis finit méme par réaugmenter ce qui traduit une décroissance de "excés
relatil quand la concentration augmente cel excés devenant méme négatif,
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Cet effet d’oxyanion n'avait fait 'objet que d’interprétations qualitatives, il avait été
attribué a existence d'une couche d’eau liée 4 la surface du mercure [23] ou 4 la présence
d’associations ioniques a I'interface [28],

lI- 2- Adsorption de polyacide aspartique

L'adsorption du polyacide aspartique a été éludiée en présence de Na,HPO,, Nall,PO,
et KNO; 0,1M. On a suppose que le coefficient d’activité de PAsp restait constani dans le
domaine exploré de concentration. Dans ces conditions, lorsque la représentation de y en

fonction de log ¢ donne des droites, ¢'est que I"adsorption a atteint sa valeur maximale I,
dans ce domaine,
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Fignre | ; conrbes tsopotenticlles du Polyacide Aspartique e présence di NaaHPO 0,000,

Fignre 2 ; Variations de la densité de chavge adsorlide des fous I PO Sen fomction
de lu charge de 'dlectrode & partiv de solutions eg) en Naf2POy. D'aprés [11]
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La figure (1) montre que Iadsorption est constante entre -0,2 et +0,1 V, La valeur de F
deduite de la pente des droites paralléles des courbes isopotentielles est 0,5 pmole ce qui
correspond & une aire A de 3,3 nm® et 4 une aire par motif égale & environ 0,055 nm?, C’est
le méme ordre de grandeur que la valeur moyenne trouvée avec polyalanine (PAla)
(0,035nm’) [12]. La comparaison d’aires théoriques (déterminées 4 I'aide du logiciel de
modélisation moléculaire HYPERCHEM), et de I'aire expérimentale permet de conclure
que le PAsp adsorbé n’adopte aucune des deux conformations (a,p) il n’est pas raisonnable
d’admettre que la couche adsorbée est formée de trois ou quatre monocouches compactes
en conformation e ou P. 1l reste a envisager la conformation en trains et boucles '
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Il-3-Adsorption des ions H,PO, en présence de polyacide aspartique (PAsp-
5100, 2.10°M)

La figure (2) représente les excés superficiels obtenues par R.Cohen [31] en étudiant
I"adsorption des ions H,PO, . Cette étude montre qu'au dela d’une concentration critique
0,1M. on observe un effet d’oxyanion (décroissance de |'adsorption & partir d’'une
concentration spécifique de ['oxyanion). L'adsorption des ions H,PO"en présence de PAsp
sont représentés sur la figure (3). On observe que "adsorption ionique est indépendante de
la concentration en NaH;PO, el se situe pour une valeur de la charge o > -4 p C/ cm’, sur
une paralléle 4 la premiére bissectrice proche de la courbe obtenue & 0,1M sans polyacide
aminé. Du coté négatif oi PAsp n'est pas adsorbé, on trouve une faible valeur négative
comme prévu par le modeéle de Gouy et Chapman.

Les courbes isopotentielles, obtenues aprés addition de NaCl 0,5 M (figured4) permettent
de déduire que dans le domaine de charge ot PAsp est adsorbe, il existe une adsorption
constante el indépendante de la charge telle que la densité superficielle de charge F I = 2,5

nClem’ | correspond au décalage par rapport & la premiére bissectrice observé sur la figure

(3)
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Fignre 3 : Variations de la densité de charge arfsarbde des ions H PO Jen fonction
de la charge de Uélectvode  partiv de salmtions cs M) Nt 2P0 en présence de Pisp
@0) 00 (0): 0,03 (¥):01;(0): 030

Figire 4 : Courbes isopententielles ponr des solutions de NeCi 050 + PdAsp 1 ot
cancentration ¢y variable de Nal 2P0y

ll-4- Adsorption des ions HPO# en présence c\a polyacide aspartique ( PAsp
5100,10°M ). -

Les résultats d’adsorption pour des valeurs de ¢, en Na;HPO, de 3.107 4 3.10" M sont
représentés sur la figure (5). On note que la quantité de HPO?- adsorbé en présence de
PAsp ne dépend pas de ¢, quelle que soit la charge o. La courbe moyenne correspond bien 4
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celle prévue par le modéle de Gouy et Chapman, y compris pour les charges négatives i la
valeur prés de la hauteur du palier. Ainsi, PAsp supprime I'effet d’oxyanion, observé en
absence de polypeptide (figure (6) d’aprés [31]).
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Figire 5 @ Variations de la densité de chavge adsovbéde des ions Heo en fanction l
de lit charge de Uélectrode a partiv de solution ex(M) ow Na gl POy en présence de Pelsp
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Fignre 6 : Vaviation de la densité de charge adsoriibe des ions PO 7™ en fonction
de densité de la charge de 'dlécivode 6 partir de solutions o5 en NapHPO

(V) 0,003 ¢O): 000 fA):003;70):0er¢O): 0,3

Aprés addition de NaCl 0,5M,on ne décéle aucune variation de la tension interfaciale y .
L’adsorption des ions HPO ! est donc négligeable dans ces conditions. Aucune liaison ne se
produit donc entre ces ions et PAsp adsorbé.

II-5 - Adsorption des ions NO; en présence de polyacide aspartique
(Pasp8200, 10° M)

Sur la figure (7), on rappelle les résultats obtenues par Verdier et Vanel [32,33] et Cohen
{31] qui ont étudié des solutions aqueuses de KNO;. Ces études montrent que |'effet
d’oxyanion n’est apparent que pour ¢.>1M et des valeurs de o inférieures a 8pC/em’
environ. :

La figure (8) montre qu’en présence de PAsp on n’obtient qu’une courbe pour ¢, entre
107 et 10" M analogue 4 celle trouvée quand le modéle de Gouy et Chapman s'applique.
L'effet d’oxyanion aux charges négatives est également supprimé. Du coté positif, PAsp
diminue légérement I'adsorption. On n’observe aucune adsorption des ions NOy & partir de
solutions contenant aussi NaCl 0,5M et PAsp et done aucune liaison entre ces oxyanions et

ce polypeptide.
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Figure 7 : Variation en fonction de la charge de Délectrode, de lo densité de ehavge

adsorbée des fons NOG pour des salutions es en KNOj :
(0):0IM:(A):0.3: (0} 1,00 et (V) : 2,0M

La comparaison des résultats obtenus avec les trois oxyanions étudiés (H,PO, HPO et
NO;) permet de déduire que la présence du PAsp supprime I’effet d’oxyanion. Ceci peut
ére attribué & 'influence de ce polypeptide sur la structure de I'eau, comme semble le faire
un polymére trés hydratable tel que le polyoxyéthyléne [34]. Dans une éude récente sur
I"effet d"oxyanion Schuhmann et al[13] ont suggéré I'intervention d'interaction ion -solvant.
Les oxyanions étant trés hydratables entraineraient une pénurie d’eau non lice dans la
couche diffuse. Cette pénurie faciliterait la formation de paires d’ions mettant en commun
leurs atmosphéres d’hydratation. Les perturbations 4 la structutre de la couche diffuse dues
i I’hydratation seraient alors supprimées, D’autre part, I’augmentation de "adsorption des
ions H,PO,~ (par rapport & la valeur sans polypeptide aux faibles concentrations ou
I'hydratation n’aurait qu'une influence négligeable) semble pouvoir étre attribuee a la liaison
de ces ions sur les trains de PAsp adsorbé, comme dans le cas de PAla et sélénite [13]; étant
donné la faible proportion de liaison par rapport au nombre de monomeéres d’acides amines
adsorbés

Le second résuliat est obtenu grice 4 I'étude avec addition de NaCl, L’adsorption de
I'oxyanion est nulle en présence de Na;HPO, et KNO;. Les effets de PAsp observes, en
absence de NaCl sont done localisés dans la couche diffuse, Une influence semblable de
PAsp se produit dans le cas de NaH2PO4 + PAsp mais de plus une augmentation de FI- de
quelques pClem2 se produit. On ne comprend pas pourquoi on n'observe pas de
stimulations avec les ions HPO2 . On g’attendrait & ce que I'attraction sur les sites azotés,
porteurs de charge positives, soit plus forte sur un anion divalent que sur monovalent.Ce
résultat semble remetire en cause I'explication de Uinteraction spécifique entre sélénite ot
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PAla faisant intervenir I"égalité de la distance entre atomes d’oxygénes dans un oxyanion et
de la distance entre deux sites azotés voising de PAla,

Les PAA étudiés sont des produits DL ou les orientations dextrogyres (D) et les
orientations lévogyres (L) sont distribuées de fagon statistique. Cependant, il ne faut pas
négliger le fait que lors de la polymérisation, I'existence en bout-de chaine d’une
configuration donnée favorise la  jonction d'un  nouveau motif de  méme
configuration. Autrement dit, la probabilité p de cette jonction est supérieure i 1/2. En
conséquence, une chaine est plutét formée par une distribution statistique de bloes D ou L
que d'une distribution de motifs unitaires, L’existence d’hélices @ pour des solutions de
polypeptides DL a d’ailleurs été démontrée, chaque partie hélicoidale semblant formée de
bloes approximativement monopolymériques [35, 36]. On peut penser que les trains
apparaissent a la jonction entre des séries de nomomeéres D et L. D'autre part, PAsp affecte
différemment I"hydratation des oxyanions. La structure de 'eau au voisinage des trains
pourrait bien étre différente de celle au voisinage des molécules non fixées ou des boucles
de configuration D ou L. La structure de I'eau prés des trains pourrait alors favoriser ou
empécher I'hydratation des oxyanions & leur voisinage et donc empécher ou favoriser
respectivement la liaison des ions et des polypeptides.

Cette hypothése montre U'intérét qu'il y aurait a recommencer I’éude avec PAsp el
H,POen utilisant des macromolécules L (ou D). Quel que soit le résultat de ces études
ultérieures, ceux déja acquis ont mis en évidence I'existence d’interactions particuliéres
entre polypeptides et ions qui n'avaient pas é1é décrites auparavant.D'autre part, I'influence
de PAsp sur 'effet d"oxyanion et donc sur la couche diffuse peut étre relié a I'intervention
des boucles et des molécules dissoutes voisines de Pinterface. Nos résultats mettent en
évidence le rdle de la structure de I'eau sur la répartition ionique prés du polypeptide. Ceci
pourrait susciter tout un ensemble d’études pouvant aider 4 la compréhension de certains
processus biologiques impliquant des polypeptides ou des proteines.
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