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RESUME: L’interaction d’un colorant, le bleu de méthyléne (BM), avec trois polypeptides
[polyasparagine (PAg), polyacide aspartique(PAsp) et polvalanine(PAla) a été étudiée par
spectrophotométrie UV-visible. Les résultats montrent la formation des complexes 1:1 dont
les constantes ont été déterminées a 25°C. Différents types d'interactions sont probables
selon la nature du polypeptide et la concentration du colorant. Le réle de 'eau est mis en
évidence.
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ABSTRACT - The interaction of Methylene blue (M.B) dye with three different
polypeptids [Polyasparagine (PAg), Polyaspartic acid (PAsp) and polyalanine (PAl}] was
studied by UV- spectophotometry. The results show that different types of interactions are
possible depending on concentration and polypeptids natures and the formation of complex
whose constants are determined. The role of water was pointed out,
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INTRODUCTION

En solution agqueuse, selon sa concentration, le bleu de méthyléne peut exister sous
forme de monomeére, dimére ou polymere. En solution diluée, il existe sous forme de
monomere mais sa structure peut étre modifiée en présence d'un polyélectrolyte {1]. Ce
comportement a été attribué au changement d’orientation de la structure de BM stabilisée
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d’électrons des atomes d’oxygéne des polyélectrolytes [2,3] ou des acides nucléiques [4];
ces caractéristiques sont utilisées pour étudier qualitativement et quantitativement certaines
propriétés des acides nuciéiques phospholipides argiles et la détermination de la
concentration critique micetiaire {CMC) de certains detergents {5,6,7]. Cependant, a noire
connaissance, peu d'étude dans la littérature s'intéresse a la nature des interactions entre ce
colorant et les polypeptides synthétiques considérés comme modéle pour entreprendre une
¢tude sur les polypeptides naturels{8,9,10}. On se propose dans le présent travail d’étudier
par spectrophotométrie UV-visible, le comportement du BM en présence de trois
polypeptides de différents radicaux, polyalanine -CH3, polyasparagine -CH2-CO-NH?2 et
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polyacide aspartique -CH2-CO-OH et examiner les types d’interactions. Les principaux
résultats de cette étude sont présentés dans cet article.

PARTIE EXPERIMENTALE

Les polypeptides utilisés sont des produits SIGMA; la polyalanine (PAl) de masse
molaire MM=3200, et de degré de polymérisation DP=31, la polyasparagine (PAg)
MM=10400 DP=91; le polyacide aspartique (PAsp) MM=5600 DP=38.

Le bleu de méthyléne (BM) est un produit FLUKA.

Un spectrophotométre UV-visible Beckman a permis de suivre I'absorption des colorants
en absence et en présence des polypeptides a différentes concentrations dans une cuve de
1 cm de passage optique.

La reproductibilité est vérifiée par trois essais expérimentaux réalisés a 25° C.
RESULTATS ET DISCUSSION

La figure (1) représente les spectres d'absorption du bleu de méthyléqne (3.1{};51\&) en
présence et en absence de polyalamne a différentes concentrations (10~a 7.107°M). On
note un léger déplacement de Apax de 665 & 669 nm, une augmentation de l'intensité
d'absorption et l'absence d’un point isobestique, indiquant l'existence de faibles liaisons
types van der Waals entre les molécules de colorant et de la polyalanine[11]; 'addition
d'une solution de chlorure de sodium 0,5M, 4 différentes concentrations en PAl étudiées,
élimine les modifications du spectre du BM déja observées, ce qui permet d’attribuer la
variation de I’intensité de ’absorption a un effet de couche diffuse, liée a un changement de
la structure des molécules d’eau et permettant P’établissement de liaisons de faible énergie.
En effet la liaison peptidique, seul site actif de ce polypeptide, est capable d’entrer en
compétition avec les molécules d”eau pour se rapprocher des ions [12,13].
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| 1 nrésence

de PAI: 1(0), 2(10°M), 3(2.10°5m), 4(7.10-5Mm)
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Les spectres d'absorption du bleu de méthyléne en absence et en présence de polyacide
aspartique sont représentés sur les figures 2 et 3 a différentes concentrations.

A
(1c*)
. Fig. 2 Spectre d' absorption de BM
e (10-5M) en présence
16 de PASp: 1(0.0), 210" 5My, 3(2.510°5M),
i 4¢5, 1073 M), 5(7.5 107°M).
N

- - R==

On note une diminution de l'intensité de l'adsorption indiquant une diminution de la
forme libre du bleu de méthyléne et l'apparition d'un point isobestique attribué a la présence
d'une forte attraction entre le bleu de méthyléne et la PAsp.

Fig. 3 Spectre d'absorption de BM
(3.10° M) en présence

de PAsp: ’é” 0), 2(10°°M g 3(2.510" 5M)
4(5.10°9M), 5(7.5 10"°M), 6(10-4M).

L'équilibre de formation d'un complexe peut étre représenté comme suit:
PASp,q + MBaqx BM(PAspP)aq
A+ B ->» BA (D)
<—
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Si Cp est la concentration totale de BM et Cp © la concentration initiale de PAsp, CCt : la
concentration du complexe, alors la constante de formation du complexe est donnée par

K, = Co (2)

’ (Ca - Cvcz XCb o Cct )

En supposant que la loi de BEER-LAMBERT est vérifiée et D est I'absorbance du
complexe seul , on peut écrire:

CoCp__ 1 CutCy Cu
D Kct - Sct £t Scl'

ot gct est le coefficient molaire d'extinction du complexe. Quand Cy et Cp sont faibles,
mais plus grand que Cgi, le dernier terme de l'équation (3) devient négligeable. La
représentation de Ca.Cp/D en fonction de Ca +Ch est une droite dont la pente et l'ordonnée
a l'origine permettent d'atteindre K¢t et ect . L'équation (3) est la forme de SCOTT [14] de
la relation originale de BENESI-HILDEBRAND][15].
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Fig. 4 Variation de C3.Cp/D en fonction de C4+Cy
a)m en présence de PAsp
b)llen présence de PAg

La figure (4a) représente la variation de Cy.Cp/D en fonction de C4+Cyy pour différentes
valeur de D correspondant a A = 580 nm en présence de PAsp & différentes concentrations.

La droite obtenue justifie la formation d'un complexe stable de type 1:1 dont la constante
de formation K¢t est égale a 0,115 104 par monomeére et soy = 0,58 10 1.mol cm’' et
l'approximation (C;<<C; et Cp) est vérifiée.

La formation du complexe peut étre stabilisée par des interactions électrostatiques entre
ce polymére et les homopolymeéres du colorant.

Bradly et Wolf [16] ont déja suggéré la formation d'un homopolymére de B.M et
I'établissement des forces électrostatiques entre cation et polyanion, la méme idée a ét¢
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proposée par Pal et Schubert [17] pour interpréter l'interaction entre B.M et chandroitine
sulfate, un polyanion possédant des fonctions acide et groupements sulfatés. La stabilité de
ce compos¢ obtenu est due d'une part a l'établissement des forces électrostatiques
relativement faible entre polyanion et cations et d'autre part a4 la formation des
homopolymeres de molécules adjacentes partageant des électrons .

Amnst la formation du complexe  peut étre justifiée par ce type d'interaction
¢lectrostatique proposée dans la littérature et représentée par le schéma suivant

Les figures (S)et (6) représentent les spectres d'absorption pour deux concentrations de
bleu de méthyléne respectivement 107> et 3.10-> M en présence et en absence de
polyasparagine (PAg) a différentes concentrations (de 1093 1073M).

On constate qu'tl y a un léger deéplacement de A,y et une augmentation de l'intensite
d'absorption de bleu de méthyléne sur la figure 5, tandis qu'il y a apparition d'un point
isobestique (). = 600 nm) qui ne varie pas avec la concentration de PAg Figure (6)
caractéristique d'une forte interaction entre le BM et le PAg,

Schéma 1

La droite figure (4b) représente la formation d'un complexe selon 'équilibre indiqué dans
I'équation (3). Dans ce cas on ne peut déterminer Ky et &gy, étant donné que la
concentration du complexe n'est plus négligeable.

A

(107 }“ Fig. 5 . Spectre d’absorption de
250 BM (1{}*5M) en présence
de PAg: 1(0,0), 2(10°M),
3(2,5.10°0M), 4(5.10°6M),
2oal 5(7,5 1070M).
1504
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Fig. 6 . Spectre d'absorption de BM

£ AP IREY e e e g o
{9, TUT NI} en presence

de PAg: 1(0,0), 2(10-M),
3(2.10°5M), 4(4.10-0M),
5(5 10"5M), 6(10-IM).
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Il sembie que suivant la concentration de BM on distingue deux types d’interaction:

Comime dans le cas de la polyalanine, le premier type d'interaction est caractérisé par la
présence de liaisons de van der Waals entre le colorant et le PAg et le changement de la
structure des molécules d‘eau; surtout que le groupement amide peut jouer le role de
briseur de structure tout en solvatant les molécules d’eau les plus proches [18,19].

A concentration 3.107° M, la forte interaction peut étre attribuée a des transferts de
charges, entre le colorant cationique accepteur d’¢lectrons et la polyasparagine donneur,
par les paires d’électrons des atomes d’oxygéne, semblable a celle observée dans le cas de
BM et le Triton X-100 {20].

L'apparition d'une bande autour de 600 A a été attribuée 3 la présence de dimer[23] et
I'établissement des interactions électroniques entre colorant et acide nucléique

La formation de dimer, structure en sandwich proposée par plusieurs auteurs [21,22],
induit alors un nuage électronique favorable aux interactions de transfert de charge par la
présence d'électrons délocalisés. La présence ou l'absence d'interaction est donc liée 2 la
concentration de B.M comme on les a constatés d'aprés les figures (5) et {(6). Un schéma
peut étre proposé a cette interaction.

Schéma 2

IR
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L’¢tude par spectrometrie UV-Visible du bleu de méthyléne en solution aqueuse et en
présence de trois polypeptides a permis de distinguer trois types d’interactions selon le
radical du polypeptide et la concentration du BM. Une interaction de faible énergie dans le
cas du PAl et la PAg a faible concentration une forte interaction et la formation du
complexe de type 1.1 ont été mise en €vidence en présence de PAg et PAsp et ont été
attribuée respectivement a des interactions de transfert de charges et électrostatiques. La
constante de formation d'un complexe entre PAsp et BM a é1é déterminée,

Les différents types d'interactions peuvent étre liés a la structure de l'eau comme le
montre une étude récente(24) sur le micro-environnement de micelle inverse de triton X-
100/eau/BM indiquant une forte interaction entre le bleu de méthylene et T X-100 et sa
sensibilité 2 la structure de I'eau. Trois types d'eau selon la couche d'hydratation ont été

proposés de méme l'influence d'ajout d'une quantité d'eau en milieu micellaire sur I'équilibre
de formation d'un r-nmn!mzp BM.TX-100 a etés mige en évidence. Elle gse traduit par une

augmentation de I'absorbance maximale du BM & 1,5 107°M correspondant & la forme libre.

La diminution de A, de BM, observée dans cette étude, en présence de polypeptides
ayant un groupement polaire est liée au déplacement des molécuies d'eau.
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