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R · . * esume: 

La majorité (80-90%) des lipides des SEB~sont des phospholipides. Plus 

de la moitié des acides gras de ces phospholipides sont polyinsaturés, ce qui 

représente une situation unique parmi les membranes naturelles étudiées jus-

qu'à ce jour. C'est pourquoi nous avons décidé de caractériser ces phospho-

lipides. 

Nous avons isolé les SEB et purifié les phospholipides qu'ils contien-

nent par des chromatographies successives sur DEAE-cellulose et acide sil ici-

que. Par la suite, nous avons déterminé leurs propriétés physico-chimiques. 

Parmi les cinq propriétés étudiées, nous avons établi la composition en acides 

gras des SEB, de la PE
SEB

' PC
SEB 

et PS
SEB

' De plus, nous avons caractérisé le 

poids moléculaire de chacun des phospholipides. Des poids moléculaires moyens 

de 966g, 981g et 1042g pour la PE
SEB

' PC
SEB 

et PS
SEB 

respectivement, ont été 

obtenus. Par ailleurs, lors de l'évaluation de leur comportement en chromato-

graphie sur couche mince, nous nous sommes rendus compte que les phospholipi-

des des SEB migraient plus rapidement que les phospholipides de référence. 

Suite aux mesures en spectroscopie d'absorption, nous avons calc~lé un coef-

-1 -1 
ficient d'extinction molaire à 200 nm de 39 000 l mol CID pour la PE

SEB
' 

-1 -1 -1 -1 
de 26 500 l mol cm pour la PC

SEB 
et de 44 900 l mol cm pour la PS

SEB
' 

Enfin, par la caractérisation de l'isotherme de pression de surface de cha-

cun des phospholipides, nous avons déterminé l'aire moléculaire limite de la 

02 -1 02 -1 02-1 
PE

SEB 
(79 A molécule ), PC

SEB
(72 A molécule ) et PS

SEB 
(80A molécule ). 

De plus, ces isothermes nous montrent bien que ces phospholipides formen t un 

film liquide. On associe un film liquide à une grande fluidité de la IDono-

couche . Ainsi, l e s phospholipides du photorécepteur ,isuel contiennent un 

pourcentage très élevé en acides gras polyinsatur és et forment des films 

* Le leSUIl1P dOl / ë/IP dac/y l llg'''/''''!! ii doulJle 1Il/t' I "gnt' 



monomoléculaires très fluides. Donc, ils confèrent un environnement très 

fluide au pigment visuel, la rhodopsine. Le relâchement ou la fluidité de 

la structure moléculaire de la membrane photoréceptrice est responsable de 

la rapidité de la relaxation rotationnelle (20 ~s, Cone, 1972) et de la vi-

-1 
tesse translationnelle élevée (0,3 ms ,Liebman et Entine, 1974) de la rho-

dopsine. 

Les propriétés physico-chimiques des différents phospholipides des SEB, 

seront utilisées dans la poursuite des travaux de recherche reliés à l'étude 

des interactions entre chacun de ces phospholipides et la rhodopsine. Pour 

y parvenir, on propose l'emploi d'un système modèle, c'est-à-dire l'étude en 

deux dimensions sur un bain de Langmuir. Cette première étape nous permettra 

de déterminer le type d'interaction, son ordre de grandeur et la propension 

de la rhodopsine à interagir avec un phospholipide donné. Par la suite, il 

serait intéressant de former des membranes symétriques et asymétriques en re-

constituant, par étapes, la membrane photoréceptrice. Ainsi, en incorporant 

de la rhodopsine dans une membrane renfermant un seul t ype de phospholipide, 

on pourrait étudier la variation de la résistance, de la capacitance et du 

flux ionique (à la noirceur et sous l'effet de l'irradiation) en fonction de 

la composition lipidique. Par conséquent, on pourrait déterminer l'impor-

tance de chaque phospholipide des SEB dans l'hypothèse ionique de la vision. 
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I- INTRODUCTION 

1 Généralités 

L'oeil représente l'organe' permettant d'obtenir le plus d'infor­

mations de notre environnement. Plus précisément, le tissu nerVeux 

tapissant le fond du globe oculaire, appelé rétine (voir figure I-l), 

peut se désigner comme étant une partie du cerveau qui regarde le 

monde. Le reste de l'oeil la protège, la nourrit et amène les objets 

à produire une image nette sur sa surface. En l'examinant de plus 

près, on s'aperçoit qu'elle est organisée en couches (voir figure I-2). 

Les cellules photoréceptrices contenant le pigment visuel, sont au 

'contact de l'épithélium pigmenté (portion postérieure de la rétine) : et sont 

montées, du côté interne de l'oeil, par les couches de cellules ner­

veus'es qui assurent le traitement de l'information visuelle. La lumiè-

re n'atteint donc le photorécepteur visuel qu'après avoir traversé tou­

tes ces couches de cellules. 

La rétine de la plupart des vertébrés contient deux sortes de 

cellules photoréceptrices: les bâtonnets qui sont les récepteurs de 

la lumière atténuée, et les cones qui sont responsables de la vision 

photop~que ~ - L'u1trastructure d'un bâtonnet (voir figure 1-3) mon-

tre qu'il consiste en deux segments cellulaires distincts: les seg­

ments interne et externe. Dans le segment interne, on retrouve tous 

les organites nécessaires au fonctionnement métabolique normal de la 

cellule: les mitochondries, l'appareil de Golgi, le reticulum endo-



plasmique et le noyau. Par contre, le segment externe comprend 

de 500 à 2 000 disques spécialisés dans la transduction visuelle. 

Les membranes de ces disques renferment le pigment photosensible, 

appelé rhodopsine, et les phospholipides. 

2 
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Fig. 1-2 L'organisation de la rétine 

A cellules amacrines 

B bâtonnets 

BP: cellules bipolaires 

C cones 

G cellules ganglionnaires 

H cellules horizontales 
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2 Composition des membranes des SEB 

L'analyse des SEB révèle que ces membranes contiennent . . 
en poids sec, des quantités équivalentes de lipides et 

de protéines (Daemen, 1973). De plus, la rhodopsine comprend 80 à 

90% des protéines membranaires, alors que la majorité (80 - 90%) des 

lipides sont des phospholipides (Olive, 1980). Dans le tableau 1-1 

on a répertorié tous les auteurs ayant déterminé la composition en 

phospholipides des SEB, en tant que pourcentage du phosphore total. 

Ainsi, on remarque une prédominance de PE et PC, une quantité substan-

tielle de PS puis, un peu de Sph et PI. Parmi les lipides des SEB, 

on retrouve aussi du cholestérol, à raison de 3% du poids sec (Sjostrand, 

1959; Fleischer et Mc Connell, 1966; Borggreven et coll., 1970; Hendricks 

et coll., 1976) ou environ 9% des lipides totaux, des acides gras libres 

(environ 1.8% du poids sec ou 6.8% des lipides) et un faible taux de 

diglycéride, m~noglycéride et de vitamine E (Miljanich, 1978). 

De plus, les acides gras des membranes des SEB se caractérisent 

par leur important contenu en longues chaines grandement insaturées. 

Plus de la moitié de ces acides gras sont polyinsaturés, ce qui repré-

sente une situation unique parmi les membranes naturelles étudiées jus-

qu'à ce jour. Dans la section III-l, on présente la détermination des 

acides gras des SEB, de la PESEB ' PC SEB et PS SEB . 



TABLEAU l - 1 

Composition en phospholipides des SEB en tant gue pourcentage du phosuhore total. 

AUTEUR (S) PE PC PS PI Sph 

Poincelot et Zull (1969) 38,5 51,7 7,2 1,5 

Nielsen et coll. (1970) 42,7 38,8 13,8 1,7 1,5 

Anderson et Maude (1970) 38,5 40,0 13,0 2,0 3,5 

Borggreven et coll. (1970) 39,2 34,7 Il,2 5,7 1,0 

Dreyfus et coll. (1974) 42,8 36,5 13,5 2,0 2,0 

Anderson et coll. (1975) 45,0 35,7 15,8 1,5 0,8 

Miljanich (1978) 42,2 39,2 14,3 1,9 1,3 

De Grip et coll. (1980) 45,0 38,0 14,0 

Drenthe et coll. (1981) 44,1 36,0 15,2 

- ------ - --- ----- --- --- -----------

...., 



3 - Importance des phospholipides des SEB 

A- Effet de la diète sur la composition en acides gras 

En 1971, Futterman et coll., ont alimenté des rats pendant 

40 semaines avec une diète déficiente en acides gras essentiels 

(précurseurs des . acides arachidonique et docosahexaénoique). Ils 

n'ont remarqué que des changements mineurs dans la composition en 

acides gras de la rétine. Par c~ntre, d'autres tissus (coeur, reins) 

étaient . si sérieusement affectés que la mauvaise condition des ani­

maux les obligea à arrêter l'expérience. En revanche, les paramètres 

morphologiques et électrophysiologiques montraient que l'oeil fonc­

tionnait normalement. 

Par la suite, Anderson et Maude (1972) ont confirmé la capa­

cité unique des SEB et de la rétine de rat, à conserver leurs acides 

gras po1yinsaturés. Ils ont observé, après dix semaines de carence 

en acides gras essentiels, des variations dramatiques dans la compo­

sition en acides gras des érythrocytes, du plasma, des poumons, des 

reins, des testicules et du foie. Cependant, les SEB et la rétine 

préservèrent leur contenu en AGPI. 

Plus récemment, Anderson et coll. (1977) ont nourri sept 

groupes de rats avec soit de la nourriture de laboratoire, une 

diète sans acide gras, ou une diète contenant un seul type 

8 



ou un mélange des chaines aliphatiques suivantes: l8:lw9, l8:2w6 et 

l8:3w3. Après douze semaines de diète, ils ont déterminé la composi-

tion en acides gras de la PESEB ' PC SEB ' PSSEB ' de la membrane photo­

réceptrice, du tissu adipeux, des globules rouges et du plasma de 

9 

chaque groupe de rats. Ils ont remarqué que les rats dont les diètes 

renfermaient moins de 1% en lipide total, montraient des changements marqués 

dans la constitution en acides gras de leurs globules rouges, de 

leur tissu adipeux et de leur plasma. Par ailleurs, il existe une 

relation réciproque entre les acides gras w3 et w6 dans les SEB. Les 

groupes ayant reçu 0,85% et 1,7% de l8:2w6 seulement, ont présenté une 

accumulation de 22:5w6 qui a remplacé le 22:6w3 des phospholipides 

de1 SEB. Cependant, le 22:5w6 augmenta seulement lorsqu'aucune sour-

ce de 18:3w3 n'était disponible dans la diète. Ainsi, lorsqu'un grou-

pe de rats est approvisionné en acides gras w3 et w6, on se rend compte 

que les acides w3 sont incorporés dans les phospholipides des SEB, jus­

qu'à l'exclusion presque totale des acides gras w6. La quantité de 

22:6wj pourrait itre réduite à 19% dans la PESEB de rats, mais seule-

ment après plusieurs générations de carence en w3. Les données indi-

quent aussi qu'un supplément en l8:3w3 (0,43 ou 0,85%), _résulte -en un 

enrichissement en 22:6w3 des phospholipides de la membrane photorécep-

trice, en comparaison avec les autres groupes, 

Ces expériences démontrent donc que la composition en AGPI des 

phospholipides des SEB, est pratiquement indépendante de la diète. Par 
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conséquent, les AGPI des phospholipides des SEB doivent être très 

importants, pour que leur composition, différemment des autres tissus, 

reste pratiquement intacte sous l'effet de la diète. 

B- Effet de l'environnement lipidique sur les propriétés 

de la rhodopsine. 

Bien que de nature transmembranaire, la rhodopsine n'est, à 

première vue, que faiblement affectée par la solubilisation. La solu­

bilisation complète de la membrane discale par des concentrations éle­

vées de détergent, n'affecte que peu ou pas les propriétés spectrales 

ou stabilité thermique de la rhodopsine. (Applebury et coll., 1974; 

Shichi, 1977). Il en est toutefois autrement pour sa capacité de régé­

nération et l'intégrité fonctionnelle de sa séquence photolytique. 

a) La capacité de régénération de la rhodopsine 

Dans la membrane des SEB, jusqu'à 90% de l'opsine formée après 

illumination peut être régénérée en rhodopsine en présence d'un excès 

de ll-cis rétinal. Cette capacité de régénération est atténuée dès 

que les SEB sont partiellement dépourvus de leurs phospholipides, ou 

solubilisés par un détergent. L'intégrité de la structure et de la 

composition de la membrane native n'est cependant pas absolument néces­

saire au processus de régénération, puisqu'elle peut être réalisée dans 

des préparations de rhodopsine purifiée (sans phospholipide) recombinée 
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avec d'autres phospholipides dans des micelles obtenues par dialyse 

d'un détergent. C'est ainsi que la régénération de la rhodopsine a 

pu être réalisée à un haut degré d'efficacité (70 - 80%), aussi bien 

dans des micelles de phosphatidyl choline et de digalactosyl diglyceride 

(Hong et Hubbell, 1973) que dans des micelles formées à partir des 

phospholipides extraits des SEB (Shichi, 1971; Hong et Hubbell, 1973). 

De plus, l'efficacité de régénération est indépendante du degré d'insa­

turation des chaînes grasses des phospholipides. 

Ces observations sont confirmées par des études réalisées sur 

des membranes discales de SEB traitées par la phospholipase C. Cet 

enzyme peut hydrolyser jusqu'à 90% des phospholipides de la membrane 

native. Les diglycerides formés au cours de cette réaction sont exclus 

de la membrane discale sous forme de gouttelettes d'huile et la mem­

brane résiduelle consiste en agrégats bidimensionnels de rhodopsine 

(Olive et coll., 1978). La capacité de régénération de l'opsine de 

ces agrégats est diminuée de moitié par rapport à l'opsine des membra­

nes discales natives, mais, elle peut être rétablie si les agrégats 

sont dispersés dans des bicouches de phospholipides (Van Breugel et 

coll., 1978). 

En définitive, la régénération de la rhodopsine peut prendre 

place que lorsque la protéine est librement dispersée dans une bicouche 

stable ou dans des détergents formant des micelles très rigides, comme 

la digitonine et l'acide cholique (Shichi, 1971; Knudsen et Hubbell, 1978; 

McCaslin et Tanford, 1981a). On pourrait croire que cette nécessité 



vient du fait qu'une libre dispersion de l'opsine dans un milieu 

relativement rigide prévient l'agrégation qui pourrait empêcher 

le ll-cis rétinal de diffuser librement vers son site. Il semble 

toutefois que l'ensemble des propriétés physico-chimiques des bi-
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couches contribue à maintenir la capacité de régénération. La proprié-

té de lier le ll-cis rétinal ne dépend pas seulement d'interactions 

directes entre la protéine et les phospholipides immédiatement voi-

sins, puisqu'elle diminue dis qu'~n faible pourcentage des phospho­

lipides membranaires est enlevé. Toutefois, la méthodologie employée par 

Van Breugel et coll. (1978) ainsi que Stubbs et Litnan(1978) "ne permet pas 

de mesurer directement l'interaction rhodopsine-phospholipide. Il est donc 

difficile d'expliquer complitement la régénérabilité de l'opsine. 

On n'a pas encore démontré expérimentalement l'hypothise vou­

lant que l'incapacité de l'opsine à se recombiner au ll-cis rétinal, 

soit due à des modifications de sa structure secondaire, induites 

par la présence du détergent. D'autre part, dans l'acide cholique 

où la rhodopsine est efficacement régénérée, cette derniire existe 

sous des formes oligomériques (McCaslin et Tanford, 1981b). 

Cette observation · .pose la question de l'état de dispersion (d'agré-

gation) de la rhodopsine dans la membrane discale. A ce sujet, une 

étude récente suggire que l'unité fonctionnelle dans la membrane dis­

cale soit constituée d'un agrégat de rhodopsine pouvant atteindre la 

taille d'un dodécamire (Fatt, 1981). 



b) La séquence photolytique 

La séquence photolytique de la rhodopsine est influencée 

par l'environnement moléculaire. A notre connaissance, il n'existe 

pas de rapport concernant l'effet des phospholipides sur la vitesse 

d'apparition des premiers intermédiaires du cycle de décoloration 

de la rhodopsine. L'étape métarhodopsine l -->11 a cependant été 

largement étudiée. La vitesse de cette réaction (de l'ordre de la 
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ms) permet de l'étudier à l'aide d'une instrumentation conventionnelle. 

De plus, un changement conformationnel de l'opsine se produit au cours 

de cette étape (Liebman et coll., 1974a; Saibil et coll., 1976; Os­

troy, 1977; Downer et Englander, 1977), ce qui la rend plus suscepti-

. ble aux variations de l'environnement. 

Dans la membrane discale, après un éclair de lumière, le temps 

de demi-vie de la métarhodopsine l est de 20 ms (Applebury et coll.,1974). 

En présence de détergent, la demi-vie de méta l diminue à moins de lms 

dans l'Amonyx LO et l'oct yI glucoside (Applebury et coll., 1974; Liebman 

et coll., 1981). Lorsque le détergent est enlevé par dialyse et que 

la préparation est exempte de phospholipides, la rhodopsine s'agrège 

et la réaction méta l --> II est bloquée. Le blocage de cette tran­

sition est également observé dans les membranes discales digérées par 

la phospholipase C (Van Breugel et coll., 1978). De la même manière 

que pour les processus de régénération, la transition méta l --> II 

réapparaît si la rhodopsine agrégée est dispersée dans une bicouche 

phospholipidique. Cependant, la composition en chaînes grasses des 



phospholipides utilisés pour cette opération, va déterminer la 

vitesse de la réaction méta l --> II. C'est ainsi que la réaction 

sera ralentie par un facteur ~ 2 dans des micelles de DUdPC et 

par un facteur de plus de 150 dans des micelles de D}œC (O'Brien 
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et coll., 1977) par rapport à la réaction dans des membranes 

discales. Cette observation pourrait indiquer qu'une fluidité 

membranaire minimale est requise pour permettre le changement confor­

mationnel impliqué dans la transition méta l -->. II. 

Comme pour la régénération, la rapidité de la réaction 

méta l --> II ne semble pas être déterminée uniquement par la bicouche 

phospholipidique adjacente à la rhodopsine. En effet, Litman et 

coll. (1981) ont montré que l'enthalpie d'activation de la réaction 

méta l --> II augmentait linéairement avec la quantité de phospholipides 

associés à la rhodopsine, et ce, dans une gamme de rapports protéine/phos­

pholipides supérieurs à celui nécessaire pour former une monocouche phos­

pholipidique autour de la rhodopsine. On note qu'il est difficile d'ex­

pliquer les phénomènes observés puisque la méthodologie utilisée ne nous 

permet pas de mesurer directement l'interaction rhodopsine-phospholipide. 

c) Conclusion 

Dans la molécule de rhodopsine, la capacité de régénération et 

la vitesse de réaction Héta l -> II sont diffé remment influencées 

par l'environnement moléculaire. n'une façon générale, les milieux ri-
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gides favorisent la régénérabilité et les milieux fluides l'atté­

nuent: d'autre part, l'apparition de la métarhodopsine II est ac­

célérée dans la mesure où l'environnement ne restreint pas les chan­

gements conformationnels de l'opsine. Sans doute que la membrane dis­

cale constitue un compromis entre deux états du milieu mettant en va­

leur deux propriétés différentes de la rhodopsine. Aucune de ces 

propriétés ne semble être le résultat d'interactions spécifiques 

entre la rhodopsine et un des autres constituants de la membrane 

discale. La régénérabilité et la vitesse de la séquence photoly­

tique de la rhodopsine sont déterminés par les paramètres structuraux 

généraux de son environnement moléculaire. 
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4 But de notre travail 

Dans la section précédente, nous avons pu prendre conscience de 

l'unicité des phospholipides des SEB quant à leur importante insatu­

ration. De plus, ces phospholipides pourraient jouer un rôle considé­

rable dans le processus visuel. Ainsi, il appert essentiel d'étudier 

l'interaction entre la rhodopsine et ces phospholipides. Par contre, 

avant d'entreprendre cette étude, il faut caractériser ces phospho­

lipides. 

c'est pourquoi nous avons décidé de mettre au point une méthode 

pour séparer et purifier quantitativement les phospholipides des SEB. 

Par la suite, nous avons voulu déterminer leurs pro?riétés physico­

-chimiques, c'est-à-dire leur composition en acides gras, leur poids 

moléculaire, leur comportement en chromatographie sur couche mince, 

leur spectre d'absorption et leurs propriétés monomoléculaires. Nous 

pourrons ainsi poursuivre ce travail de recherche en utilisant des 

phospholipides bien caractérisés. 



-II - ~~TERIEL ET METHODES EXPERIMENTALES 

Dans ce chapitre, nous présentons la liste des produits employés 

et des appareils utilisés tout au long de notre recherche. Puis, nous 

décrivons les méthodes mises au point pour effectuer les expériences 

nécessaires à la caractérisation des phospholipides des SEB. 

1 Matériel 

L'eau distillée utilisée pour préparer les solutions et nettoyer 

le matériel, provient d'un système Corning LD-2a. 

On nettoie toute la verrerie avec de l'acide fluorhydrique, de 

l'acide sulfochromique ou du "No Chromix", selon l'emploi subséquent et 

le type de saleté à se débarasser. Après ce passage à l'acide, on r i n-

ce une fois à l'eau du robinet et au moins douze fois à l'eau distillée. 

Par ailleurs, l'acide acétique glacial et les solvants organiques 

sont distillés avant leur utilisation. Par la suite, on vérifie la pure-

té des solvants par la méthode suggérée par Tancrède et coll., 1981. 

Les produits chimiques, les solvants et le matériel sont présentés 

dans les deux tableaux suivants (11-1 et 11-2) 
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Tableau 11-1 Caractéristiques des produits chimiques et solvants 

Acide acétique glacial 

L-acide ascorbique 

Acide chlorhydrique gazeux 

Acide fluorhydrique 

Acide perchlorique 

Acide silicique, 
n-hydrate 

Acide sulfochromique 

Acide sulfurique 

Argon 

"Azote 

Célite 

Chlorure de calcium 

Chlorure de sodium 

DEAE-cellulose 

Dichromate de potassium 

Disodium ethylenediamine 
tetraacetate 

2,6 Di-tert-butyl­
p-crésol 

DPaPE 

DSPC 

Ethylate de sodium 

Hydroxylamine HCl 

PROVENANCE 

Fisher Sci. Co. 

Fisher Sci. Co. 

St-Maurice Oxygène 

Fisher Sei. Co. 

J.T. Baker 

J.T. Baker 

Fisher Sei. Co. 

Fisher Sei. Co. 

St-Maurice Oxygène 

St-Maurice Oxygène 

Fisher Sei. Co. 

Fisher Sei. Co. 

Fisher Sei. Co. 

Eastman Kodak 

Fisher Sci. Co. 

Fisher Sci. Co. 

BDH Chemicals 

Serdary Res. Co. 

Serdary Res. Co. 

Matheson Coleman & 
Bell Nanufacturing 
Chemists 

Fisher Sei. Co. 

Reagent 99.87. 

Reagent grade 

Anhydre 

Reagent A.C.S. 

Analyzed Reagent 

Analyzed Reagent 

Reagent A.C.S. 

Reagent A.C.S. 

Prépurifié 

Certified, 1007. 

Certified, 1007. 

Certified, 1007. 

Certified, 1007. 

Certified, 1007. 

Synthétique 

Synthétique 

Practical 

Reagent A.C.S., 99.8% 



Iode 

Iodure de potassium 

Mo1ybdate d'ammonium 

Molybdène métallique 

Ninhydrine 

Nitrate de bismuth 

No Chromix compound 

Peroxyde d'hydrogène 

Phosphate de sodium 
dibasique 

Phosphate de sodium 
monobasique 

PS 

Sph 

Standard P. 
1 

Sucrose 

Sulfate de sodium 

Tartrate de potassium et 
d'antimoine 

Trioxyde de molybdène 

Chloroforme 

Ethanol 

n-hexane 

Héthano1 

PROVENANCE ----------

J.T. Baker 

Fisher Sei. Co. 

Fisher Sei. Co. 

Fisher Sei. Co. 

Fisher Sei. Co. 

Fisher Sei. Co. 

Godax Laboratories 

Fisher Sei. Co. 

Fisher Sei. Co. 

Fisher Sei. Co. 

Serdary Res. Co. 

Serdary Res. Co. 

Sigma 

J.T. Baker 

Fisher Sei. Co. 

Fisher Sei. Co. 

Fisher Sei. Co. 

PROVENANCE 

Fisher Sei. Co. 

Les Alcools de 
Commerce Ltée 

Fisher Sei. Co. 

BDH Chemica1s 
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U.S.P. 

Certified, 1007. 

Certified A.C.S. 

100 Mesh, 99.87. 

Certified, 1007. 

Certified, 1007. 

Certified, 1007. 

Certified, 1007. 

Certified, 1007. 

Cerveau Boeuf 

Cerveau Boeuf 

Ana1yzed Reagent 

Certified, 100% 

Reagent A.C.S., 99.8% 

Certified, 1007. 

Certified A.C.S. 

Certified, 99mo1% 

Spécial pour spectro­
scopie 
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PROVENANCE 

Méthanol Fisher Sci. Co. Certified A.C.S. 

2-propanol Fisher Sci. Co. Certified, Spectranalyzed 

Tableau 11-2 Caractéristiques des appareils et instruments de mesure 

MATERIEL 

Adsorbant 

Appareil à microdigestion 
Kjelhdal 

Cellules optiques 

Centrifugeuse 

Chromatographe en 
phase gazeuse 

Colonne 

Cuves à développement 

Electrobalance 

Etuve 

Intégrateur 

Lyophilisateur 

Plaques de CCM 

Pompe mécanique 

Pompe à diffusion 

PROVENANCE 

Chromatographic 
Specialities 

Lab. Con. Co. 

Fisher Sci. Co. 

Sorvall 

Varian 

Chromatographic 
specialities 

Desaga Heidelberg 

Cahn 

Blue M 

Varian 

Virtis Res. Equip. 

Nandel Sci. Co. 

Precision Apparatus 

O.H. Johns Scientific 

Chromosorb W AW, 107. 
p/p, SP-2330,100-120 
Mesh 

Suprasil, 1 cm 

RC2-B 

3 700 

Verre, 8~ 
i.d. 2mm, o.d. 1/4" 

RG 2 000 

CDSlll 

Silica gel G, 250 mi­
crons, 5x20 cm 

lxlO-4 Torr 
(1,3xlO-2 Pa) 

lxlO-6 Torr 
(1,3xlO-2 Pa) 
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MATERIEL PROVENANCE 

Roto-évaporateur Brinkmann Instruments 
Ltd 

Seringue Hamilton la lJl, 100 lJl 

Spectrophotomètre Varian Cary l7D 

Spectrophotomètre Pye Unicam SP8-l0a 

Système de distillation Brinkmann Instru- B-18, Quartz 
ments Ltd 
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2 - Méthodes expérimentales 

Dans cette section, nous expliciterons les méthodes utilisées pour 

disséquer les yeux bovins, et ainsi en retirer les rétines dont nous 

isolons les segments externes des bâtonnets, pour en extraire les li­

pides et séparer les phospholipides suivants: phosphatidyl éthanolami­

ne, phosphatidyl choline, et phosphatidyl sérine. En second lieu, on 

définira les propriétés physico-chimiques de ces phospholipides, c'est­

à-dire la caractérisation de leur composition en acides gras, la déter­

mination de leur poids moléculaire, leur comportement en chromato graphie 

sur couche mince~ leur spectre d'absorption et leur propriété monomolécu­

laire à l'interface air-eau. 

A - Dissection des yeux bovins 

Nous procédons à la dissection immédiatement après la réception des 

yeux bovins (Abattoir de la ~~uricie, St-Louis de France). En présence 

de la lumière rouge atténuée (À>620 nm), on coupe la cornée (voir Figure 1) 

et on inverse le globe oculaire. Par cette manipulation, on libère la 

rétine que l'on excise en son point d'attache avec l'oeil, soit le nerf 

optique. 

B - Isolation des SEB de la rétine 

Nous avons adopté la méthode de ~~kino et coll., 1977. On procè-

de à l'isolation sous la lueur de deux fluorescents rouges (\~estinghouse, 

40 W, Red tube). 
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Après la dissection, on immerge cent rétines dans le tampon 

d'isolement: tampon phosphate 0,1 M, pH 6,8 contenant 1% de NaCl (P/v), 

0,1 mM d'EDTA et 0,15 mM de CaC1 2 (1 ml par rétine). Puis, on pro­

cède de la façon suivante : 

Agiter vigoureusement les rétines pendant 2 minutes afin d'en 

détacher les SEB; 

Filtrer l'homogénat à travers quatre épaisseurs de gaze; 

Sédimenter par centrifugation (15 000 rpm pendant 30 minutes); 

Reprendre le culot de cette centrifugation dans le tampon d'iso­

lement contenant 40% de sucrose (P/v); 

Centrifuger pendant 20 minutes à 12 000 rpm; 

Recueillir les SEB qui flottent sur la solution de suc rose 

(les SEB ont une densité plus faible que le sucrose); 

Laver par sédimentation dans le tampon d'isolement (30 minutes à 

15 000 rpm); 

Répéter ce cycle de flottation-sédimentation jusqu'à ce que le 

spectre d'absorption ne laisse plus voir de bande significative 

à 420 nm. La présence d'une bande à cette longueur d'onde indique 

une contamination importante par des mitochondries; 

Laver les cellules par centrifugations avec de l'eau distillée 

(30 minutes à 18 000 rpm); 

Congeler les culots en scellant avec plusieurs épaisseurs de 

"Parafilm" et en saturant l'atmosphère avec de l'argon. 
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C - Extraction des lipides 

Nous utilisons la méthode de Folch et coll. (1957), modifiée par 

Miljanich, 1978. 

1- Remettre le culot de SEB en suspension dans de l'eau distillée; 

2- Peser assez d'hydroxylamine 0,1 M (pH 7) afin d'obtenir un excès 

molaire de 100 à 1 avec le rétinal; 

3- Brasser la suspension et centrifuger à 1 300 rpm pendant 20 minutes 

dans des tubes coniques en verre; 

4- J e ter le surna Reant et immerger les tubes dans de l'eau froide; 

5- Exposer ces SEB à une lumière blanche de 60 W pendant 10 minutes; 

6- Verser 0,5 ml de méthanol par milligramme de membrane (le méthanol 

contient 50 ~g/ml de BHT et est saturé d'argon); 

7- Homogénéiser la dispersion avec un Potter-Elvehjem, puis centrifuger 

à 1 300 rpm pendant 20 minutes; 

8- Recueillir le surnageant dans une fiole à décantation, saturer avec 

de l'argon et fermer hermétiquement; 

9- Répéter les manipulations 6 à 8, deux fois, en extrayant avec du chlo­

roforme:méthanol (1:1) contenant 50 ~g/ml de BHT et s a turé d'argon; 

10- Regrouper les surnageants et y ajouter assez de chloroforme (50 ~g/ml 

de BHT) et de NaCl 0,9% (0,1 mM EDTA) pour atteindre un rapport en 

chloroforme:méthanol:eau de 8:4:3 (v:v:v). Agiter le mélange et lais-

ser décanter; 
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11- Récupérer la phase inférieure (organique) et réextraire deux fois 

avec du chloroforme:méthanol (2:1, v:v); 

12- Evaporer la majorité du solvant sous vide avec un roto-évaporateur 

(Ramener à la pression atmosphérique avec de l'argon) et poursuivre 

la dernière étape de l'évaporation par entraînement à l'argon; 

13- Soutirer quelques microlitres de phospholipides pour analyser 

l'extrait total par CCM (voir section 1I-2-G); 

14- Procéder immédiatement à la chromatographie sur DEAE-cellulose 

puisque la liaison entre le rétinal et l'hydroxylamine (rétinaloxi­

me) semble instable (Miljanich et coll., 1979); en l'absence de ce 

complexe (rétinaloxime), le rétinal forme une base de Schiff avec la 

phosphatidyl éthanolamine et empêche leur séparation complète. 

D - Séparation et purification des phospholipides des SEB 

Suite à notre expérience passée (Salesse, 1979), et à la pu­

blication récente (Miljanich et coll., 1979) d'un article relatant, 

de façon très sommaire, la séparation des phospholipides des SEB, nous 

avons décidé de procéder à des chromatographies successives sur DEAE­

cellulose et acide silicique. 

a) Chromatographie sur DEAE-cellulose 

La chromatographie sur DEAE-cellulose nous permet de séparer la PS 

du mélange PE, PC et Sph. Cette technique comprend les trois étapes sui­

vantes : (i) lavage de la DEAE-cellulose et montage de la colonne, (ii) 
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adsorption des lipides et séquence d'élution, (iii) extraction de la 

ps. 

i) Lavage de la DEAE-cellulose et montage de la colonne. 

Les manipulations du lavage de la DEAE et du montage 

de la colonne se font selon la méthode de Rouser et coll., 

1969. 

On lave 8 grammes de DEAE-cellulose par des filtrations 

successives d'acide et de base. On sèche la cellulose 

en la lyophilisant pendant 12 heures, puis on l'entasse 

dans une colonne (14 cm de haut et 2 cm de diamètre). 

On lave la colonne avec 100 ml de chloroforme (50 ~g/ml 

de BHT) saturé d'argon afin d'éliminer l'oxygène de la 

DEAE. Après ce conditionnement, la colonne peut servir 

à la purification de 100 mg de lipides. 

ii) Adsorption des lipides et séquence d'élution. 

On solubilise les lipides dans 2 ml de chloroforme. On 

les adsorbe sur la cellulose et on chasse tout le solvant. 

Pendant toute la chromatographie, on sature les solvants 

d'élution avec de l'argon. 

Voici la séquence d'élution de 100 mg de lipides pour 

un débit de 3 ml par minute: 

200 ml de chloroforme: 

cholestérol, a cides gr a s, r é tinaloxime et BHT; 



150 ml de chloroforme:méthanol (99:1, v:v): 

i~pure t é s; 

300 ml de chloroforme:méthanol (1:1, v:v): 

PE, PC et Sph; 

100 ml de chloroforme:acide acétique 
glacial (3:1, v:v): 
lcpuretés; 

150 ml d'acide acétique glacial: 
PS. 
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On débute l'évaporation des solvants organiques avec un roto-

évaporateur sous atmosphère d'argon, et on termine par entrai-

nement à l'argon. Après l'élution de chaque portion de 50 ml 

de chloroforme et/ou de méthanol, on vérifie la présence ou 

l'absence de phospholipides par chromatographie sur couche 

mince (pour plus de détails, voir section 1I-2-G). L'acide 

acétique glacial ne peut être évaporé comme un solvant organi-

que, la section suivante décrit une autre méthode pour éliminer 

ce solvant. 

iii) Extraction de la PS. 

Nous utilisons la méthode d'Ansell et Spanner (1971) modifiée 

dans notre laboratoire. 

On ajoute assez de chloroforme pour obtenir une proportion de 

1 à 6 avec l'acide acétique glacial. Puis, on brasse la solu-

tion avec un volume de NaCl 0,9% égal à celui d'acide acétique 
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glacial. On récupère la phase organique. On réextrait deux 

fois la phase aqueuse avec du chloroforme, à raison de 1:10 

du volume total. Puis, on évapore le chloroforme comme dé­

crit dans le dernier paragraphe de la section précédente. 

On rajoute du chloroforme et on réévapore jusqu'à éliminer 

toute trace d'acide. Par chromatographie sur couche mince, 

on confirme la présence unique de phospharidy1 sérine. 

b) Chromatographie sur acide silicique. 

La chromatographie sur acide silicique nous permet de séparer le 

mélange PE et PC, alors que la Sph reste adsorbée sur la colonne. 

La technique choisie comporte trois étapes: (i) le lavage de 

l'acide silicique, (ii) le montage de la colonne et l'adsorption des 

lipides, (iii) le passage des solvants, la collection et l'évaporation 

des fractions. 

i) Lavage de l'acide silicique. 

Suite à de s travaux effectués dans notre laboratoire 

(Tancrède et coll., 1981), il semble i mpératif d'obte­

nir la désorption complète de toutes les molécules ten­

sio-actives adsorbées sur l'acide silicique. Sans cela, 

on risque de contaminer fortement notre échantillon; le 

poids pesé avec l'électroba1ance ne correspondrait pas 

à celui des phospholipides. Un poids erroné fausserait 

donc toutes les propriétés physico-chimiques mesurées, 

en pa rticulier l'isotherme de pression de surface. 
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2-

Voici le protocole proposé par Carreau et coll. (1969) 

pour purifier l'acide silicique: 
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Traiter 100 g d'acide silicique pendant 30 minutes à 60-70
o

C 

par 400 ml d'éthy1ate de sodium à 0,2%; 

Essorer et traiter pendant 30 minutes à 60-70
o

C par 200 ml 

d'acide acétique à 20% dans l'éthanol; 

3- Filtrer; 

4- Laver abondamment à l'éthanol; 

5- Sécher pendant 2 heures à 1000 C (activation); 

6- Répéter les étapes 1 à 5 pour purifier 100 g de cé1ite. 

La cé1ite empêche l'acide silicique de s'agglomérer trop 

fortement. Cette substance favorise un débit convenable 

(2 ml par minute) des solvants d'é1ution. 

A notre avis cette méthode est la seule qui peut nettoyer 

quantitativement l'acide silicique. 

ii) Montage de la colonne et application des phospholipides. 

Afin de ne pas surcharger l'adsorbant, on doit peser un gram­

me d'acide silicique pour chaque portion de 5 milligrammes de 

phospholipides à séparer. Dans la section 1I-2-F, on énonce 

les détails concernant la méthode et les calculs pour déterminer 

la quantité de phospholipides dans un échantillon donné. 



On place de la laine de verre dans le bas de notre colonne 

de 40 cm de long et de 2,0 cm de diamètre. On verse un peu 

de chloroforme pour la coller au verre. 

On pèse la quantité d'acide silicique nécessaire, immédia­

tement après sa sortie de l'étuve; on y ajoute la célite à 

raison de la moitié du poids pesé en acidt silicique. On 

immerge tout de suite le mélange dans du chloroforme saturé 

d'argon. On verse toute cette suspension dans la colonne. 

On laisse écouler le solvant jusqu'au lit de l'adsorbant. 
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Ensuite on fait passer 100 ml de chloroforme (contenant 50 

~g/ml de BHT) saturé d'argon, afin d'éliminer l'oxygène dans 

la colonne. Suit alors, l'application des phospholipides, dis­

sous dans deux millilitres de chloroforme, directement sur l'aci­

de silicique. 

iii) Passage des solvants, collection et évaporation des fractions. 

Comme dans le cas de la chromatographie précédente, on sur­

monte notre colonne d'un réservoir de 500 ml, et on sature 

les solvants d'élution avec de l'argon. Nous présentons ici 

le patron d'élution de 90 mg de phospholipides, séparés à 

l'aide d'une colonne de 16,5 cm de hauteur et 2 cm de diamè­

tre contenant 18 g d'acide silicique et 9 g de célite. 

- 225 ml de chloroforme:méthanol (95:5, v:v) 

cholestérol; 
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- 50 ml de chloroforme: méthanol (9:1, v:v): 

impuretés; 

- 400 ml de chloroforme: méthanol (4:1, v:v): 

PE; 

- 200 ml de chloroforme: méthanol (3:2, v:v): 

PC; 

On collecte des fractions de 50 ml que l'on barbote avec de 

l'azote tout au long de l'é1ution. On évapore la majorité 

du solvant avec le roto-évaporateur, et la dernière partie 

de l'évaporation par entraînement à l'argon. On évalue 

qualitativement le contenu en phospholipides des différentes 

fractions par CCM (Voir section 1I-2-G). 

E - Caractérisation des acides gras par chromato­

graphie en phase gazeuse. 

On sait que les phospholipides des SEB se distinguent par leur 

important contenu en acides gras polyinsaturés. Ainsi, il est essen­

tiel de déterminer la composition en acides gras de la PE, PC et PS 

afin de vérifier si nos résultats corroborent ceux des études déjà 

publiées. 

La méthode se divise en deux étapes: (a) l'hydrolyse des phospho­

lipides et la transméthylation de leurs acides gras, (b) la programma­

tion de l'appareil et l'injection des acides gras. 

a) L'hydrolyse des phospholipides et 

la transméthylation de leurs acides gras. 
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Transférer entre 500 ~g et 1 mg de phospholipide dans un 

flacon de 5 ml; 

Ajouter 4 ml de HCl-CH 30H (3,5 à 5,0% d'acide chlorhydrique 

concentré dans du méthanol) fraîchement préparé et brasser; 

Le HCl méthanolique se prépare de la manière suivante: on 

barbote du HCl gazeux dans 48 ml de méthanol jusqu'à ce que 

le poids total ait augmenté de 2 grammes; 

Boucher hermétiquement; 

Mettre dans une étuve o 
à 100 C pendant l! heure; 

Retirer et laisser refroidir; 

Transférer le contenu dans une éprouvette munie d'un bou-

chon dont l'intérieur est recouvert de Téflon; 

Rincer deux fois avec de l'hexane, puis une autre fois avec 

0.9 % de NaCl; 

Pour extraire, agiter par inversion 12 fois, déboucher et 

laisser les phases se rétablir; 

Pipetter l'hexane (phase supérieure) dans le même type 

d'éprouvette (15-20 ml); 

Laver l'interface deux fois avec un peu d'hexane; 

Sécher avec du Na2S04 anhydre; 



Transvider dans un ballon de 25 ml; 

Evaporer avec un roto-évaporateur, reprendre trois fois 

avec de l'hexane; 

Pipet ter dans un flacon de l ml; 

Evaporer à sec par entraînement à l'argon; 

Solubiliser avec 20 ~l d'hexane, agiter. 

b) La programmation de l'appareil et 

l'injection des acides gras. 
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Les détails concernant le chromatographe, l'intégrateur, la colon­

ne et l'adsorbant se trouvent dans le tableau 11-2. 

On programme l'intégrateur comme suit: Les 15 premières minutes 

après l'injection, la colonne reste à une température de 170oC. Puis, 

elle augmente de 2 degrés par minute jusqu'à 200oC. Ensuite, elle con­

servera cette température pendant 25 minutes. 

L'intégrateur devra éliminer tous les pics ayant un temps de 

rétention moins grand que deux minutes (pic du solvant). Après l'en­

registrement du chromatogramme, l'intégrateur fournit les données sui­

vantes pour chaque pic: le temps de rétention, l'aire occupée et le 

pourcentage. 

F - Détermination du poids moléculaire des phospho­

lipides et de leur teneur quantitative dans un 

échantillon donné. 
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Pour obtenir une détermination précise du poids moléculaire et de 

la concentration d'un échantillon, on doit franchir les étapes suivantes: 

(a) l'obtention d'un échantillon sec, (b) la pesée des phospholipides et 

leur transfert quantitatif, (c) leur minéralisation et leur transvasement, 

(d) la préparation de la courbe d'étalonnage et (e) l'analyse quantitative 

des phospholipides. 

a) L'obtention d'un échantillon sec. 

Dans la section 1I-2-I-c, on expose comment atteindre ce but en 

utilisant une rampe à vide. 

b) La pesée des phospholipides et leur 

transfert quantitatif. 

1 - Peser entre 300 et 400 ~g de phospholipides dans une cupule d'alu­

minium à l'aide d'une é1ectroba1ance, sous atmosphère d'azote; 

2 - Déposer cette cupule au fond d'un tube Kje1hda1; 

3 - Verser quelques ml de chloroforme et de méthanol pour solubiliser 

les phospholipides; 

4 - Retirer l adite cupule et rincer abondamment avec du chloroforme: 

méthanol (1:1); 

5 - Evaporer le solvant par entraînement à l'azote; 

6 - Reprendre les manipulations de 2 à 5 en utilisant une cupule vide 

afin d'avoir un témoin. 



c) Leur minéralisation et leur transvasement. 

1 - Prélever exactement quatre millilitres d'une solution standard 

de phosphore (10 mg/lOO ml) et vider dans un ballon Kjelhdal 

(étalon). 
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2 - Verser quatre gouttes d'acide perchlorique concentré dans chaque 

tube Kjelhdal, afin de minéraliser le phosphore (hydrolyse 

acide); 

3 - Chauffer doucement en employant l'appareil à microdigestion 

Kjelhdal, jusqu'à l'apparition d'une fumée blanche; les phos­

pholipides se noircissent tandis que l'étalon et le témoin de­

meurent incolores; 

4 - Ajouter deux gouttes de peroxyde d'hydrogène, 30%; les solutions 

redeviennent claires; 

5 - Rincer cinq fois tous les ballons avec de l'eau distillée; 

6 - Transvaser la solution étalon dans une fiole jaugée de 100 ml 

et compléter au trait de jauge (Solution A); 

7 - Transvider les eaux de rinçage de tous les autres tubes Kjelhdal 

dans leur propre ballon jaugé de 50 ml, ajouter 10 ml de solu­

tion colorante (voir (d) de la présente section) et remplir jus­

qu'au trait de jauge. 

d) La préparation de la courbe d'étalonnage. 
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Suivant la méthode de l'''American Society for Testing and Materia1s" 

(1977), on doit faire une solution Mère qui servira à préparer une solu-

tion colorante utilisée pour déterminer la concentration en p. des phos­
l. 

pholipides par le biais d'une courbe d'étalonnage. Il faut procéder de 

la façon suivante pour faire la solution Mère et la solution colorante: 

Solution Mère 

peser 0,13 g de tartrate de potassium et d'antimoine 

et 5,6 g de molybdate d'ammonium 

dissoudre dans 700 ml d'eau distillée; 

ajouter 70 ml de H2S04 concentré en brassant; 

refroidir et diluer à l litre. 

Solution colorante 

Solubiliser 0,5 g d'acide ascorbiquè dans 100 ml de solution Mère. 

Préalablement aux mesures d'absorbance présentées dans le tableau qui 

suit, il est nécessaire d'observer les conditions expérimentales dans 

la préparation des diverses solutions. Les étapes sont les suivantes: 

Pipet ter le volume requis de solution A (étalon) 

diluer jusqu'à 50 ml, verser dans un Erlenmeyer, 

transvider la ml de la solution colorante. Au 

moins dix minutes plus tard et au plus trente mi-

nutes, mesurer l'absorbance à 880 nm dans une cel-

Iule de l cm en employant un spectrophotomètre Cary 
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ii) Estimation de la quantité de phospholipides dans un échantillon 

donné. 

On sait que lors d'une chromatographie sur acide silicique, il 

est essentiel de connaître précisément la quantité de phospho-

lipides à séparer afin d'éviter de surcharger la colonne. 

Dans ce but, nous décrivons ci-dessous la façon d'exécuter le 

transfert quantitatif des phospholipides, par contre les différen-

tes étapes de minéralisation et de transvasement (voir 1I-2-F-c), 

de même que la préparation de la courbe d'étalonnage (II-2-F-d), 

resteront les mêmes. 

Transfert quantitatif des phospholipides. 

Après la chromatographie, on rassemble toutes les frac-

tions de même contenu et on évapore jusqu'à 2 ml. On en sou-

tire 10 ~l que l'on transfère dans un ballon Kjelhdal. On rin-

ce les parois avec du chloroforme et on évapore à sec. 

Suite à la minéralisation, au transvasement et à la 

préparation de la courbe d'étalonnage, on interpole les ab-

sorbances mesurées comme dans le cas de la détermination du 

poids moléculaire. Puis, on estime la quantité de phospholi-

pides (g) dans un échantillon donné par la relation suivante: 

Concentration Pi phI (moH, -1) . Volume Pi phI (t) 'Volume total phI (ml) H(g'lIlol-l ) 
Volume phI prélevé (ml) 



G - Comportement des phospholipides en chromatographie 

sur couche mince. 
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Nous employons la méthode de chromatographie sur couche mince pour 

déterminer la reproductibilité de la composition en lipides des SEB, pour 

suivre l'élution d'un phospholipide lors d'une chromatographie sur colon­

ne et pour caractériser la qualité de la séparation. Par le terme qua­

lité, nous définissons un terme relatif à la présence d'une seule espèce 

lipidique ce qui exclut la présence de produits d'oxydation. Cette tech­

nique nous permet d'identifier les différents phospholipides grâce à la 

valeur du Rf. Cette valeur représente le rapport entre la longueur de 

migration du produit et celle du solvant sur une plaque de chromatographie. 

Les manipulations comportent deux étapes: Ca) la saturation de la 

cuve à développement et l'application des phospholipides sur une plaque 

de chromatographie, Cb) la migration et la révélation de la plaque. 

a) La saturation de la cuve à développement 

et l'application des phospholipides. 

Quelques heures avant la chromatographie, on fixe des papiers 

filtres le long des parois de la cuve en laissant baigner leur portion 

inférieure dans le solvant. Cette procédure accélère la saturation. 

Suite à l'évaporation d'une fraction provenant de la chromatographie 

sur colonne, on solubilise les phospholipides dans un ml de chloroforme 

dont on extrait 10 ~l pour dépôt sur la plaque. 

b) La migration et la révélation. 
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Pour s'assurer de l'identité d'un phospholipide, la migration doit 

se faire sur la plus grande distance possible sans atteindre l'extrémité 

du gel. De plus, on vérifie les propriétés de migration (Rf) en employant 

différents solvants. Dans notre cas, on tire parti des deux systèmes 

suivants: 

(a) chloroforme:méthanol:eau (65:25:4, v:v:v) 

(S) chloroforme:méthanol:acide acétique glacial:eau 
(25:15:4:2, v:v:v:v). 

La PE, la PC, la Sph et le cholestérol se déplacent de manière re-

lativement semblable, d'un système à l'autre. Par contre, avec le sys-

tème (a), la PS forme une traînée qui empêche de repérer adéquatement 

sa présence et celle des autres phospholipides. Cependant, dans le 

système (S), la PS se délimite en une seule tache bien définie. 

Voici la liste des substances révélatrices utilisées et leurs ca-

ractéristiques : 

Réactif de Dittmer et Lester (1964), modifié par Ryu 

et ~fuc C0SS, 1979. Il colore les phospholipides (phos-

phate) en bleu. En chauffant la plaque, il hydrolyse 

tous les lipides; 

pides après chauffage: 

Réactif de Dragendorff (Skidmore et Entenman, 1962). Il 

colore les groupements choline en orange (PC); 



Ninhydrine, 0,2 % dans l'acétone. Sensible aux groupe­

ments amine libre (PE, PS); 

Vapeurs d'iode (Skidmore et Entenman, 1962). Détecte la 

plupart des lipides. 

H - La spectroscopie d'absorption des phospholipides. 

La spectroscopie d'absorption a été utilisée préalablement pour 

caractériser la formation de produits d'oxydation des phospholipides 

(Lea, 1955; Klein, 1970; Farnsworth et Dratz, 1976). 
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En 1977, Geurts Van Kessel et coll. ont présenté le spectre d'ab­

sorption de quelques phospholipides (dioléoyl phosphatidyl éthanolamine, 

·dioléoyl phosphatidyl choline et dipalmitoyl phosphatidyl choline). Ils 

utilisent un mélange de n-hexane:2-propanol:eau (6:8:1, v:v:v) comme sol­

vant. En examinant soigneusement les spectres, on note que les phospho­

lipides commencent à absorber à partir de 220 nm. De plus, à 200 nm 

l'absorption dimi nue abruptement jusqu'à absorbance nulle. Ce résultat 

ne peut être qu'un effet de solvant, c'est-à-dire que ce solvant absorbe 

toute l'énergie de la lampe à 200 nm. On corrobore cette interprétation 

en enregistrant le spectre du solvant avec le spectrophotomètre Cary l7D. 

Pour travailler dans cette région spectrale, on a fait les manipulations 

suivantes: on augmente la sensibilité du photomultiplicateur et on diminue 

la vitesse de déroulement des longueurs d'onde. Ensuite, on vérifie la 

réponse du spectrophotomètre en prenant le spectre d' absorption de l'air 

et des cellules optiques de pa rcours de 1 cm entre 300 et 186 nm. 
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Dans les deux cas, on obtient une ligne de base horizontale. 

On sait que les phospholipides des SEB absorbent à partir de 220 nm. 

De plus, nous voulons déterminer le coefficient d'extinction de ces phos-

pholipides à 200 nm. Nous avons donc besoin d'un solvant qui n'absorbe 

pas dans cette région et qui solubilise tous les phospholipides. 

Nous avons donc décidé d'utiliser le méthanol pour mesurer les spec-

tres d'absorption de la PE et la PC que nous avons séparé lors de la premiè-

re chromatographie. Par contre, le méthanol n'a pas dissout la PE, la PC 

ou la PS provenant de la seconde chromatographie. Donc nous avons opté 

pour le n-hexane. 

Nous décrivons maintenant la méthodologie utilisée pour préparer les 

solutions et pour mesurer le coefficient d'extinction des phospholipides 

à 200 nm. 

On pèse au moins trois fois un poids sec de phospholipide avec une 

électrobalance, sous atmosphère d'azote. Chaque pesée, après dissolution 

dans 4 ml de solvant, sert de solution mère. Suite aux dilutions préci-

ses, on obtient des solutions dont on prend le spectre d'absorption. 

Le tableau suivant décrit, de façon typique, la préparation des solutions 

et l'absorbance correspondante 

Poids pesé Dilution Volume final Concentration Absorbance à 
(jJ g) (ml) ( . la-SM) 200 nm 

114 4 
1/3 3 l,58 0,485 
1/4 4 1,19 0,310 

383 4 
1/8 4 l,50 0,605 
1/5 5 2,39 1,000 
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Poids pesé Dilution Volume final Concentration Absorbance à 
(~g) (ml) ( ·lO-SM) 200 nm 

1/4 4 2,99 1,240 
1/3 3 3,99 1,600 

346 4 
1/8 4 1,35 0,380 
1/6 3 1,80 0,740 
1/4 4 2,7 1,100 
1/3 3 3,61 1,460 

Ensuite, on trace le graphique de l'absorbance à 200 nm en fonc-

tion de la concentration. Si la courbe présente une relation linéaire 

passant par l'origine, on peut en déduire que l'absorbance ne provient 

que des phospholipides. La relation suivante donne la pente de cette 

courbe, c'est-à-dire le coefficient d'extinction à 200 nm dans une cel-

Iule de l cm: 

A E: b c A absorbance 
E: = coefficient d'extinc-

tion -1 -1 
A i ( i mol cm ) 

E: = b·c mol·cm b parcours optique 
(1 cm) 

c = concentration 
(mol i-l ) 

l - Propriétés monomoléculaires des phos-

pholipides à l'interface air-eau. 

Par la technique des monocouches, nous allons caractériser les 

phospholipides des SEB. A chaque phospholipide correspond un isotherme 

de pression et de potentiel de surface à partir desquels nous détermi-

nons une aire limite et un collapse bien précis. 

Dans notre étude, nous mettons à profit deux bains de Langmuir 

différents; l'un pour les phospholipides synthétiques et l'autre pour 
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les phospholipides des SEB. Le premier est très bien décrit dans la 

thèse de C.N. Kossi (1975) et respectivement, le second est présenté 

dans un article récent (Dijkmans et coll., 1981). Pour plus de détails 

techniques, on peut consulter le travail de G. Munger (1979). 

Pour mesurer un isotherme de pression et de potentiel de surface, on 

doit choisir un solvant d'étalement, une sous-phase et une interface adé­

quats. Puis, en comprimant les molécules, on acquiert les données néces­

saires pour porter en graphique la pression ou le potentiel de surface en 

fonction de l'aire moléculaire. 

a) Choix du solvant d'étalement, de la sous-phase et de l'interface. 

i) Le solvant d'étalement. 

Un solvant d'étalement doit posséder les propriétés suivantes (Gaines, 

1966): solubiliser les phospholipides, être volatile et peu soluble dans 

l'eau (sous-phase). Plusieurs auteurs ont étudié l'effet du solvant d'étale­

ment sur la monocouche de DPaL. Munden et Swarbrick (1973a) ont remarqué que 

les variations des isothermes peuvent être reliés à la solubilité du solvant 

d'étalement dans la sous-phase. Ils ont noté que plus on augmente la propor­

tion d'hexane dans le solvant d'étalement, plus on retient le DPaL à la sur­

face. Par contre, lorsque le solvant d'étalement comprend une grande propor­

tion de méthanol ou d'éthanol, il y a une perte significative de DPaL dans 

la sous-phase. L'étude de Cadenhead et coll. (1974) réitère ces conclu­

sions. Cadenhead et Kellner (1974) ont déterminé que l'hexane:éthanol 

(9:1, v:v) était le solvant d'étalement ayant le moins d'effet sur l'iso­

therme du DPaL. Ils basent leur conclusion sur l'étude de l'isotherme de 
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pression et de potentiel de surface du DPaL en fonction du solvant d'éta-

lement. De plus, en Annexe l, on a fait la compilation de tous les arti-

cles où les propriétés monomoléculaires des phospholipides ont été étudiées. 

A partir de l'Annexe l, on a compilé la fréquence d'utilisation des solvants 

d'étalement dans le Tableau 11-3. En examinant ce tableau, on se rend 

compte que les deux solvants les plus employés sont les suivants: hexane: 

éthanol (54) et chloroforme (36). Par contre, la solubilité du chloroforme 

dans l'eau complique son utilisation (Cadenhead et Kellner, 1974). On a 

donc décidé d'étaler les phospholipides avec l'hexane:éthanol (9:1, v:v). 

ii) La sous-phase 

La majorité (2/3) des auteurs répertoriés en Annexe l, utilisent une 

sous-phase de NaCl (O,lM) (68) ou d'eau pure (52) de pH 5,6-6,0. De plus, 

nous avons déterminé, dans notre laboratoire, qu'il n'y avait aucune dif-

férence significative, entre l'isotherme de pression de surface de la PE 

des SEB mesuré avec les deux sous-phases suivantes: tampon phosphate 

-3 (10 M, pH 7,1) et NaCl (0,1 M, pH 5,6). Toutes les propriétés monomolé-

culaires ont donc été déterminées avec une sous-phase contenant 0,1 M en 

NaCl. 

iii) L'interface 

Dans le cas des phospholipides synthétiques (DSPC), nous avons tra-

vaillé à l'interface air-eau. Par contre, pour les phospholipides des 

SEB, nous avons remplacé l'air par l'argon pour éliminer toute possibili-

té d'oxydation. 



Tableau II-3 Fréquence d' uti1isa,t ion des solvants d' étalement 

Année H H:E H:C C C:M C:E B B:C ET ET:E F Cc E Autre # total d'articles 
H: E:C B:E ET:C F:E Cc:C E:H (cf. annexe 1) 
H:M:C B:P ET:P M 

B:C:M M:H 

1981 1 3 4 1 2 1 2 1 12 
1980 5 8 2 5 1 1 1 1 22 
1979 2 6 3 3 2 2 2 2 1 22 
1978 2 5 6 2 1 16 
1977 1 5 4 1 1 1 1 11 
1976 2 1 1 1 6 
1975 4 2 1 1 1 10 
1974 1 4 2 2 1 3 5 2 6 
1973 2 4 5 4 1 1 1 2 18 
1972 1 1 2 1 1 1 7 
1971 2 1 2 1 1 6 
1970 1 1 1 1 6 
1969 1 3 1 1 1 2 1 1 9 
1968 4 1 1 1 3 2 10 
1967 2 5 1 1 2 1 1 2 15 
1966 1 1 1 1 5 
1965 1 1 1 1 3 
1962 1 2 
1955 1 1 

TOTAL 18 54 9 36 21 9 11 11 6 15 5 3 9 5 187 

B Benzène F Fréon, fréon TC, TE, TF et TMC 
C Chloroforme H Hexane 
Cc Tétrachlorure de carbone M Méthanol 
E Ethanol P Propanol 
ET Ether de pétrole 

.;:.. 
0\ 
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b) Compression des molécules, acquisition des données et calcul 

des résultats 

Nous comprimons les molécules de façon régulière et continue 

(vitesse de compression 3S sec.cm-l ), en déplaçant la barrière mobile 

à une température de 20,0 ± O,SoC. Au cours de ce déplacement on note la 

distance parcoarue et l'angle du fil de torsion. Ainsi, on obtient un 

tableau de données présentées sous la forme suivante. 

Angle (degré) Distance (cm) 

1,S 12,0 

S,O Il,S 

13,0 Il,0 

lS,S 10,8 

19,5 10,6 

24,S 10,4 

29,0 10,2 

3S,0 10,0 

4S,0 9,8 

68,0 9,S 

98,0 9,0 

l2S,0 8,6 

En utilisant ces résultats, on peut calculer l'aire molé-culaire 

et la pression grâce aux relations suivantes: 

Aire moléculaire 

o 
Longueur (distance, cm) . Largeur (14 .7 cm) . 1016A2 

nombre de molécules cmL 
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Pression Angle· sensibilité (déterminée lors de l'étalonnage du bain, 
voir Munger, 1979). 

Puis on trace l'isotherme de pression de surface en se basant sur les 

résultats du tableau suivant: 

Pression (mN m -1) Aire moléculaire 
02 -1 

(A molécule ) 

0,5 58,8 

1,7 56,4 

4,3 54,0 

5,2 53,0 

6,5 52,0 

8,1 51,0 

9,6 50,0 

11,6 49,0 

15,0 48,0 

22,6 46,7 

32,5 44,0 

41,5 42,2 

c) Séchage et entreposage des phospholipides 

La rampe à vide sert à atteindre un vide poussé de l'ordre de 

6 -4 10- Torr ou 1,3xlO Pa. Ce vide est nécessaire pour pouvoir obtenir 

un échantillon de phospholipide sec ainsi que de pouvoir sceller l'é-

chantillon sous-vide. Le séchage de l'échantillon est fait en évapo-

rant en premier lieu le solvant par entraînement à l'argon, puis on 

termine l'évaporation en laissant dégazer l'échantillon pendant au moins 

huit heures sur la rampe à vide. Ensuite on procède au scellage sous-

vide de l'échantillon. 



111- RESULTATS ET DISCUSSION 

Dans ce chapitre, nous présentons les résultats expérimentaux des 

propriétés physico-chimiques des phospholipides des SEB, pour trois pu­

rifications différentes. Il est important de noter que nous n'avons pas 

obtenu de PS lors de la première purification. De plus, préalablement à 

la présentation des résultats, il faut signaler le peu de mesures expé­

rimentales reproductibles en ce qui a trait aux propriétés physico-chi­

miques de la PC SEB . On l'explique par les difficultés techniques ren­

contrées lors de la purification de ce phospholipide. Etant donné que 

la PC
SEB 

est le dernier phospholipide élué lors de la seconde chromato­

graphie, il est très probable qu'une certaine portion reste adsorbée 

plus fortement au gel. Si on augmente la polarité du solvant d'élution, 

on risque de la contaminer avec la sphingomyéline. Des études ulté­

rieures devront être entreprises pour obtenir une reproductibilité des 

résultats. 

1 - Caractérisation des acides gras 

Dans la figure III-l, on reproduit un chromatogramme en phase ga­

zeuse de la PESEB . Cet exemple montre la position et la proportion re­

latives des acides gras retrouvés dans les phospholipides des SEB. Ain­

si, on remarque la principale composante, le 22:6w3, à 42,2 minutes. 

Dans le tableau III-l, on a répertorié les analyses du contenu en 

acides gras des lipides des SEB bovins publiés ces quinze dernières an­

nées. Plus de la moitié des acides gras sont polyinsaturés et l'acide 
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· TfÎBLEAU III - l 

Compos i tion e n acid e s gras de s segments e x ternes des bâtonne ts. 

Purification Drenthe Stone Hendricks Dre~ 
Acide gras et et et et 

coll. coll. coll. coll. 
G * 1** 2** 3** (1931) (1979) (1976) (1974) 

14:0 - 15:0 - - - - - 0,9 - 0,2 

16:0 12,4 19,3 17,1 21,5 16,9 13,7 13,0 13,7 

18:0 21,0 22,8 21,9 21, ,2 20,8 18,8 19,3 22,8 

18: 1w9 2,5 10,6 7,2 0,6 3,1 I~, 4 3,2 3,5 

18:2uh 0,5 0,5 0,2 0,9 <0,1 0,4 0,7 1,3 

20:4w6 3,7 7,1 6,4 3,6 4,8 3,6 5,4 4,0 

22 :4uh 1,1 2,1, 2,1 1,7 1",8 0,9 

{ B,' {~7 1 
22:5w6 1,3 2,3 2,2 1,3 2,5 0,6 

22: 5w3 2,0 1,5 1,8 1,5 2,1 ] ,5 

22: 6w3 49,S 27,7 36,0 31, ,3 /,6,7 5C,7 

",240,9 ... 1 24:4 0,7 5,0 4,0 2,9 1,4 0,2 

1 24:5 2,8 0,85 1,6 1,5 1,4 2,9 __ ~~ __ L=-1 l - - --

% Total AGPI 61,6 47,4 54,3 47,7 59,3 60,8 62,5 46,9 

* SES purifiés par gradient continu 

** SES purifiés par flottation sur sucrose 

1 
Borggrevcn ! Nie1sen 

et e t 
coll. coll. 
(1970) (1970) 

- 1,0 

19,4 10,e 

23,1 16,2 

6,4 1. ,0 

1,4 , 1,0 

6.0 8,5 

1,5 7,2 

{ 1,2 
-
-

34,3 36,S 

- -
- -

44,4 53,5 

1 

1 
1 
1 

1 
1 

POinc":l e t 
Abrahilmson 1 

(197::» 

-
18,6 

23,5 1 
1 

7 , 6 
1 

0,8 1 
1 

7,0 1 

1 
1 - ! 

- i 

1 - 1 
1 

2:!,6 1 

1 .-
1 

•.. -
1 

1 

28 , 4 

V1 
~ 
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gras le plus abondant est l'acide docosahexaénoique (22:6w3). L'analyse 

du tableau 111-1 révèle une grande dispersion des données, notamment en 

ce qui a trait au 22:6w3. Cette variation trouve son origine dans trois 

sources: a) l'emploi ou non d'antioxydants (Farnsworth et Dratz, 1976), 

b) la variation des spécimens du cheptel (Stone et coll., 1979), c) et 

surtout la variation des méthodes utilisées pour purifier les SEB. En 

effet, des segments externes de pureté apparemment équivalente, du moins 

à en juger par leurs spectres d'absorption entre 250 et 700 nm, montrent 

des variations de 100% dans la proportion de 22:6w3, selon qu'ils ont 

été purifiés par flottation sur sucrose (voir section 11-2-B) ou par 

centrifugation sur gradient continu (voir tableau 111-1). La méthode 

de Stone et coll. (1979) est utilisée pour purifier les SEB par gradient 

continu, avec la seule différence que nous procédons à une flottation 

sur sucrose avant le gradient continu. 

Le poids % des acides gras de la PESEB ' PC SEB et PS SEB sont pré­

sentés respectivement, dans les tableaux 111-2, 111-3 et 111-4. Dans 

chaque tableau, on a inséré les valeurs obtenues pour chaque purifica­

tion et celles de la littérature. Ainsi, de façon générale, ces ta­

bleaux montrent que la PESEB ' PC SEB et PS SEB comprennent un pourcen­

tage très élevé d'acides gras polyinsaturés. On constate aussi que la 

PE
SEB 

et la PS
SEB 

sont plus insaturés que la PC
SEB

• L'acide docosa­

hexaénoique comporte le plus important pourcentage parmi les 

acides gras de chaque phospholipide. De plus, on distingue la PS
SEB 

par sa teneur substantielle en 24:4 et 24:5. 

En examinant ces tableaux de plus près, on prend conscience de la 

reproductibilité des résultats de nos purifications de la PE
SEB 

et PS
SEB

. 



TABLEAU . III - 2 

Composition en acides gras de la PE
SEB 

PurificCition Drenthe Miljanich 
Acide gros et et 

coll. coll. 

1 2 3 ( 19GI) ( 1 979 ) 

16:0 8,1 10,1 9,2 la 7 12,3 

18:0 24,0 25,5 24,4 23,5 25,2 
18: 1 (.:)9 4,3 4,~ 4,6 3,9 3,0 

18:2t'J6 1,99 0,9ô 0,9 0,8 0,5 
2 a '4w6 7,4 5,5 6,2 2,4 2,7 

22 : 4w6 3,2 2,3 2,1 0,9 0,8 

22: 5w6 2,1 2,99 1,0 1,6 0,7 
22: 5(0)3 2,8 1,9 2,3 1,5 1,2 

22: 6w3 43,8 45,6 46,6 54,5 51,4 

24 : 4 1,1 0,3 0,23 <0,1 T 
24 : 5 0,7 0,5 0,66 <0,1 0,4 

-----

010 Totul AGF 1 63,1 60,1 GO,a 61,7 57,7 

Anderson Anderson 
et et 

coll. $perl ing 
( 1975) (1971 ) 

13,4 1 1,2 

27,8 24,9 
4,3 5,7 

0,8 0,5 
3,0 6,5 
J,6 2,9 

4,7 5,2 
0,7 0,4 

~· 3, 1 41,8 

-- --
-- --

53,9 57,3 

Anderson 
et 

Maude 
(1970) 

8,8 

20,7 
5,7 

2, 1 
5,1 
3,8 

{6.2 

34,5 

{I , 7 

53,4 

Poincelot 
ct 

Abrahamson 
( 1970) 

15,3 

19,4 
6,4 

1,0 
9,4 

-
--
-

29,3 

--
--

39,7 

V1 
W 

1 



Composition en acides gras de la PC
SEB 

Purification 
Acide gras 

1 2 3 

IGrO 46,7 . 26,1 36,6 
18 ' O 28,2 18,8 17,9 
1 f3 : 1 w9 18,7 G,I 13,8 
18 : 2('J6 0,6 0,7 0,6 

2 0 : 4w6 0,7 5,6 3,6 
22·4(0)6 0,6 1,3 0,9 
22: 5w6 0,8 1,8 0,8 
2 2 ' 5(1J3 0,5 1,3 1,2 

22 ' 6w3 3,2 35, J!~ 24,4 

24· Il - O,f! 0,22 
24' 5 - 1,2 --

0/0 Totol AGPI 6,4 43, 1 3 l, 7 

TAB LEAU , III - 3 

o r8nthe Miljanich Anderson 
et et et 

coll. coll. coll. 
(I981 ) (1979 ) (I975 ) 

26,8 30,1 32,2 
18,8 15,6 21,4 

4,3 5,5 4,6 
0,9 0,4 0,7 

2,8 2,7 3,7 

0,5 0,5 1,5 

1,0 0,3 3,6 
1,6 1,2 0,5 

40,2 39,3 29,8 

<0,1 0, 7 --
<0,1 1,2 --

--- ------ --- --- ------_. -~ 

47,0 46,3 39,8 

Anderson Anderson 
et et 

Sperling Mouds 
{I971 } (1970) 

~o, 6 29,1 
17,3 17,7 
1 1,0 10,6 
0,9 1,8 

5,9 4,6 

1,8 1,3 

2,8 
{ 2,3 0,7 

26,3 23,8 

- T 

-- T 

38,4 33,8 

Poince lot 
et 

Abrahamson 
( 1970) 

26,2 
22,7 

8,9 
0,9 
8,2 

-
-
-
16,6 

-
-

25,7 

VI 
.c-

1 



TAB LEAU . III - 4 

Composition en ac i des gras de la PS
SEB 

Pu i" i fic c! t ion Drenthe Miljanich 
Aci cie gras et et 

coll. coll. 

1 2 ( 1981 ) (1979 ) 

16 : 0 0,5 0,8 3,3 3,8 
18:0 23,7 25,9 18.7 24,9 

18: 1 ~19 2,3 7,3 1.3 2, 1 

18 : 2CJJG <0,1 <0.1 < 0.1 T 

20 :4w6 1,5 1.3 4. 1 5.1 
22 :4w6 5,2 3,5 3,1 2,0 

22: 5w6 3,4 2,2 1,7 0,3 

22: 5w3 2,5 2,8 3,4 3,0 

22 : 6clJ3 45,8 44,9 49,5 45,0 

24 : 4 7,6 3,9 4,4 3,1 
24 : 5 7,6 7,6 10,5 9,7 

- ------ --- -----

°/0 Total AGPI 73,6 66,2 76,7 68,2 

Anderson Anderso~ 
et et 

coll. Sperling 
(1975) (J 971 ) 

l , 1 3,2 
18. 1 26.1 

0,9 4,1 

0.2 0,5 
0.9 1,0 

0.2 5,2 

6,0 2,4 
2,0 --

48,1 47,3 

10,1 10,2 
5,2 --

72,7 66,6 

Anderson 
et 

Maude 
(1970) 

2,7 
17.6 

4.9 

1.7 
3,0 

7,3 

{ 6,0 

33,7 

{11,9 

63,6 

Poince lot 
et 

Abrahamson 
(1970) 

Il,8 
14,3 

8.5 

1.2 
4,7 

--
--
--

1 G,8 

--
--

22,7 

V1 
V1 

1 

1 
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De plus, ces mesures se comparent avantageusement à celles de la litté­

rature citée. Par contre, les trois purifications de la PC
SEB 

ne s'a­

vèrent pas homogènes. Cependant, nous ne pouvons tenir compte des don­

nées de la première purification, puisque nous avons remarqué la pré­

sence de produits d'oxydation par chromatographie sur couche mince et 

spectroscopie d'absorption (voir lll-C et III-D). Par ailleurs, on 

discerne une différence significative (11%) entre le pourcentage de 

22:6w3 retrouvé dans la deuxième et la troisième purification de la 

PC SEB ' En outre, les purifications des deux autres phospholipides 

donnent des résultats reproductibles. Alors la seule explication lo­

gique concerne la chromatographie sur acide silicique. Lors de cette 

séparation, on élue la PCSEB en dernier lieu. Il apparaît donc pro­

bable qu'une élution incomplète soit la cause de cet écart. Néanmoins, 

les données de ces deux dernières purifications se rapprochent de cel­

les de la littérature. 

De plus, il est nécessaire de signaler que tous les auteurs men­

tionnés dans les tableaux 111-2, 111-3 et 111-4, ont déterminé les aci­

des gras des phospholipides des SEB, après avoir purifié ces phospholi­

pides par chromatographie sur couche mince. Ainsi, malgré la grande dif­

férence entre nos méthodes de purification (voir chapitre 11-2) il est 

possible d'obtenir des résultats comparables. Finalement, afin d'unifor­

miser les unités, il faut noter que les données en mole % des auteurs 

suivants, ont été transformées en poids %: Anderson et Maude (1970), 

Anderson et Sper1ing (1971), Anderson et coll. (1975) et Drenthe et coll. 

(1981), 
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2 - Détermination du poids moléculaire 

Jusqu'à maintenant, aucune mesure expérimentale n'a été réperto­

riée concernant la détermination du poids moléculaire des phospholipides. 

Par contre, dans la littérature, on retrouve plusieurs approximations du 

poids moléculaire des phospholipides des SEB: 775 g (Hendricks et coll., 

1976), 800 g (Daemen, 1973) et 840 g (Miljanich, 1978). Par conséquent, 

nous avons voulu établir une valeur expérimentale du poids moléculaire 

de la PE, PC et PS des SEB. 

La figure 111-2 montre la courbe d'étalonnage du phosphore 

inorganique. Il importe de souligner l'excellente reproductibilité de 

cette droite. Par la suite, nous avons vérifié la fiabilité de la mé­

thode nous permettant de déterminer le poids moléculaire. Dans ce but, 

nous avons commencé par caractériser le poids moléculaire d'un phospho­

lipide synthétique, la DPaPE. Nous présentons ces résultats dans le ta­

bleau III-S. La valeur moyenne obtenue de 708±15 g est comparable à celle 

du poids moléculaire calculé (692 g). Nous avons donc décidé de poursui­

vre avec les phospholipides des SEB. Dans le tableau III-S, on montre 

les résultats suivants: les déterminations du poids moléculaire de 

chaque phospholipide pour chaque purification, la valeur moyenne pour cha­

que phospholipide et le poids moléculaire calculé en tenant compte de la 

contribution de chaque acide gras (nous avons utilisé la composition en 

acides gras de Miljanich et coll., 1979). La valeur moyenne de la PE
SEB 

est 966±157 g. Par contre, si on néglige la donnée la plus élevée (1 400 g), 

on réduit l'écart-type de moitié (922±80 g) et on se rapproche du poids 
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TABLEAU III - 5 

Détermination du poids moléculaire 

Phosphol ipide Pur i fication 

D~PE 693 689 

P E
SEB 

1 963 902 

2 l026 1400 

3 870 893 

peSEB 1 979 976 

2 1014 977 

3 1003 959 

P SSEB 1 94l 
2 1022 1069 

M ( 9 ) 

731 703 716 

849 863 856 

1105 

894 

986 
827. 

1230 863 

1135 

< M(g» 

715 708 

966 

981 . 

1042 

M(g) 

calculé 

692 

793 

813 

873 

I..n 
\0 



60 

moléculaire calculé, c'est-à-dire 793 g. Dans le cas de la PC
SEB

' le 

poids moléculaire moyen équivaut à 981±10l g en comparaison à 813 g 

(M calculé). En comparant les poids moléculaires des trois purifica­

tions de la PC
SEB

' on se rend compte que la présence de produits d'oxy­

dation détectée lors de la première purification, ne semble pas affecter 

la valeur du poids moléculaire. Par ailleurs, le poids moléculaire moyen 

de la PS
SEB 

est de 1 042±7l g alors que le M calculé égale 873 g. 
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3 - Comportement en chromatographie sur couche mince 

Le tableau 111-6 présente les valeurs de Rf pour nos mesures et 

celles de la littérature, dans deux solvants de migration différents. 

En examinant ce tableau, on note que les phospholipides des SEB migrent 

plus rapidement (Rf plus grand) que les phospholipides de référence (DPaPE, 

DSPC et PS du cerveau de boeuf). De plus, on remarque que les Rf des 

phospholipides de référence correspondent à ceux de la littérature citée, 

excepté le cas de la DPaPEpans le solvant de migration II; c'est le Rf 

de la PE
SEB 

qui équivaut à celui mentionné par Tamai et coll. (1971). 

Les figures 111-3, 111-4 et 111-5 représentent respectivement, les chro­

matogrammes de la PESEB (DPaPE), PCSEB (DSPC) et PS SEB (PS du cerveau de 

boeuf) dans les deux solvants de migration définis dans le tableau 111-6. 

A la figure 111-3, on se rend compte que la PESEB semble vouloir se sépa-

rer en deux éléments distincts. De la même façon, en figure 111-4, la 

PCSEB s'est dissociée en trois composantes. Par ailleurs, la PS SEB (fi-

gure 111-5) a migré en une seule portion. Miljanich et coll. (1979) ont 

accentué ce phénomène en optimisant les conditions expérimentales (Tableau 

111-6). Ainsi, ils ont séparé la PESEB ' PCSEB et PS SEB en 3, 5 et 2 taches, 

respectivement. Après l'analyse des acides gras de chacune des taches, ils 

ont établi que, par exemple, la PC SEB ayant migré le plus rapidement, con­

t enait presque exclusivement des acides gras polyinsaturés, alors que la com­

posante la plus lente était constituée majoritairement d'acides gras satu­

rés. Du reste, les taches de vitesse intermédiaire comprenaient des quanti­

tés à peu près égales d'acides gras saturés et polyinsaturés. Par consé­

quent, il est logique que la DPaPE migre plus lentement que la PESEB qui 



TABLEAU III - 6 

Comport e ment en chromatogra phie sur couche mince 

l II 

* Cherayil Tomai Miljanich 
Phospholipide l II et et et 

Scaria coll. coll. 
( 1 970 ) ( 1971 ) ( 1979) 

PE 0,49 - 0,52 0,77 - 0,82 

o PoPE 0,52 0,67 

P ESEB 0,63 0,78 0,46-0,50 

PC 0,31 - 0,35 0,37 - 0,38 

OS PC 0,35 0,43 

P CSEB 
0,33-0,38-0,45 0,43- 0,50-0,58 0,22 - 0,32 

PS 0,06 0,59 - 0,60 

PS (cerveau Trainée 0,59 
boeuf) 

PSSEB Trainée 0,64 0,17-0,19 

* CH C 13 : CH 3 OH: H 20 (65 : 25 : 5 , v: V : V ) / gel de sil i ce H 

Solvant de migration 1 CHCI 3 : CH 30H H20 (65: 25 : 4, v: v: V ) 

Solvant de migration Il CHCI 3 :CH 30H CH3 COOH: H20 (25:15:4:2,vtv:v:v) 
0\ 
N 
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contient seulement lOi. de 16:0 (palmitoyl). De la même façon, dans le 

solvant de migration l, la DSPC se retrouve à mi-chemin entre les deux 

dernières taches de la PC
SEB

. En consultant le tableau 111-3, on se rend 

compte que le palmitoyl (16:0) est l'acide gras saturé le plus important 

de la PC SEB . De plus, selon les résultats de Miljanich et coll. (1979), 

la PC contenant du stearoyl (18:0) migre plus rapidement que celle cons· 

tituée de palmitoyl. Donc, la dernière tache dans le solvant de migra­

tion l doit être composéemajoritairement de palmitoyl et d'une certaine 

portion de stearoyl. Par ailleurs, étant donné son Rf moins grand, la 

PS du cerveau de boeuf doit être moins insaturée que la PS SEBo 

Lors de la première purification, nous avons remarqué la présence 

d'une traînée sur le chromatogramme de la PCSEB . Cette traînée qui part 

de l'origine et se rend jusqu'à la première tache de PC SEB ' indique la for­

mation de produits d'oxydation. 
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4 Spectroscopie d'absorption 

Les figures 111-6, 111-7 et 111-8 montrent respectivement les 

spectres d'absorption de la PESEB ' PC SEB et PS
SEB

. Ces trois phospho­

lipides présentent la même forme de spectre pour chaque purification. 

Par contre, lors de la première purification de la PC
SEB

' on a re­

marqué la présence de pics d'absorption à 230 et 270 nm. Ces pics 

d'absorption indiquent la formation de produits d'oxydation (Lea, 1955; 

Klein, 1970; Farnsworth et Dratz, 1976). Ainsi, nous ne discuterons pas 

les résultats de cette purification de la PC
SEB

. 

Après la mesure des spectres d'absorption, on trace le graphique 

de l'absorbance à 200 nm en fonction de la concentration. Les figures 

111-9, III-IO -et III-Il en présentent un exemple type. Ces graphiques 

montrent une relation linéaire passant par l'origine. Ainsi, la pente 

de ces courbes représente le coefficient d'extinction molaire à 200 nm. 

Les valeurs de ces coefficients d'extinction molaire pour chaque purifi­

cation, apparaissent au tableau 111-7. En examinant ce tableau, on se 

rend compte que le coefficient d'extinction pour la première purification 

de la PESEB ' est de 7 à 8 % moins élevé que pour les deux purifications 

subséquentes. On attribue cet écart à l'utilisation de deux solvants dif­

férents (méthanol et hexane). Par contre, on ne remarque aucune différen­

ce significative entre les données répertoriées pour les deux purifications 

de la PS SEB . 

Par ailleurs, on peut expliquer l'inégalité entre les coefficients 

d'extinction molaire des deuxième et troisième purifications de la PC SEB ' 
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FIGURE III - 7 
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FIGURE III - 8 
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TABLEAU III - 7 

Détermination des coefficients d'extinction molaire 

Phospholipide Purification Solvant 

P E
SEB 

J Méthanol 

2 Hexane 

3 Hcltone 

P C
SEB 

1 Méthanol 

1 2 Hcxane 

3 Hexoile 

P SSES i Hcxone 

2 I-texane 

- ---------- ---- ------- -------

<. ( I·mol- J • cm- I ) 

36750 
40500 
39750 

9900 
32750 
21000 

45250 
44500 

-----_ .. _ -- --- - -

'-J 
~ 
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par leur contenu en acides gras polyinsaturés. Ainsi, à des pourcenta-

ges d'AGPI de 48 (deuxième purification) et 32 (troisième purification) 

correspondent respectivement les coefficients d'extinction molaire sui­

-1 -1 
vants: 32 750 et 21 000 l'mol 'cm • Par conséquent, plus on accroit 

le pourcentage d'acides gras polyinsaturés, plus on augmente le coeffi-

cient d'extinction molaire. 
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5 - Détermination des propriétés monomoléculaires des phospholipides 

à l'interface air-eau 

Tel que montré en annexe 1, il existe un grand nombre d'études 

portant sur les propriétés monomoléculaires des phospholipides. Par 

contre, les phospholipides des SEB n'ont jamais été caractérisés par 

cette méthode. Toutefois, cette première étape s'avère essentielle, 

si l'on veut déterminer les interactions entre chaque phospholipide 

des ~EB et le pigment visuel, la rhodopsine, par la méthode des mono-

couches. Cependant, l'étude de ces interactions doit s'effectuer à 

un pH physiologique. Ainsi, nous avons voulu vérifier si les isother-

mes présentés dans cette section (0,1 M NaCl, pH 5,6), se comparaient 

à ceux mesurés au pH retrouvé dans les SEB (10- 3 M tampon phosphate, 

.pH 7,1). La figure 111-12 montre qu'il n'existe aucune différence 

significative dans la mesure des isothermes de pression de surface de 

la PESEB ' avec ces deux types de sous-phase. Ces isothermes et tous 

les autres de cette section ont été reproduits au moins trois fois. 

La figure 111-13 donne l'isotherne de pression et de poten-

tiel de surface de la PESEE. Par extrapolation, on trouve une aire molé-

O2 ' -1 
culaire limite de 79±2 A molécule pour les trois purifications. On 

observe le collapse de ce film liquide à 45 mN m-l Par ailleurs, l'iso-

therme de potentiel de surface varie avec la nature de la monocouche; le 

potentiel commence à augmenter lorsqu'il passe de l'état gazeux à l'état 

liquide-expansé, puis on remarque un changement de pente lors du passage à 

l'état liquide-condensé. Par la suite, le potentiel cesse de s'accroître 

lorsqu'on atteint le collapse. 
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La figure 111-14 nous fait voir les isothermes de pression et de 

potentiel de surface de la PC
SEB

' pour la deuxième purification. On 
o 

situe l'aire moléculaire limite et le collapse à 72 A2 molécule-l et 

-1 
43,5 mN m , respectivement. L'isotherme de potentiel de surface nous 

révèle les mêmes renseignements que nous avons observé dans le cas de 

la PESEB • Sur la même figure, on discerne l'isotherme de pression de 

surface de la DSPC. Ce film solide dont l'aire moléculaire limite 
o 

correspond à 51 A 2 molécule -l, corncide avec les ._valeurs de la littéra-

ture (Van Deenen et coll., 1962; Demel et coll., 1967; Phillips et 

Chapma!1, 1968; Phillips et cbll., 1970; Demel et coll. ,-1972) .. Une 
o 

aire limite de 80 A2 molécule-l est calculée pour l'isotherme de pression 

de surface de la PC
SEB 

(troisième purification), présenté à la figure 

111-15. La chromatographie sur couche mince de cette solution, dans le 

solvant de migration l, nous a révélé la présence unique de la composante 

qui se déplace le plus rapidement (Rf de 0,46, voir tableau 111-6). 

Comme on le sait, cette tache contient presque exclusivement des acides 

gras polyinsaturés (Miljanich et coll., 1979). Sachant que l'aire molé-

culaire augmente avec l'insaturation (Kunau et Hollman, 1977), il est 

logique d'obtenir un isotherme de pression de surface avec une aire li-

mite plus grande que celle de la deuxième purification. L'isotherme de 

pression de surface de la première purification n'apparaît pas, puisque 

cette PC
SEB 

renfermait des produits d'oxydation. 

La figure 111-16 montre l'isotherme de pression et de potentiel 

de surface de la PS
SEB 

dont l'aire moléculaire et le collapse, pour les 

O 2 -1 
deux purifications, sont respectivement de 80±2 A molécule et 

-1 43,5 mN m . De plus, on peut tirer les mêmes conclusions du potentiel de 
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FIGURE III - 15 

50 
..-... 
-1 
E 
z 
E 40 

"--' 

lu 
0 
<t 30 lJ... 
0: 
:J 

' u) 

w 20 0 

z 
0 -
(J) 10 (f) 
lr..J 
oc 
n.. 

°l~------~---------~----~~----
o 40 80 120 

AIRE 
°2 -1 MOLECULAIRE (A molécule ) 

ISOTHERME DE PRESSION DE SURFACE DE LA PHOSPHATIDYL 
... 

CHOLINE DES SEGMENTS EXTERNES DES BATONNETS A 20,,'0 ± O~ "c. 



--
1 
E 
z 
E 

....... 

w 
ü « 
h_ 
OC 
::> 
en 

w 
Cl 

z 
o 

FIGURE III - 16 

50 

40 

< 

30 

20 

~ \0 
L.ù 
0: 
~ 

o~--------~------~------~--~ 

o 40 80 \20 

AIRE 
02. _1 

rv10LECU LA 1 RE (A molécu le ) 

ISOTHERME DE PRESSION ET DE POTENTIEL DE SURFACE 
DE LA PHOSPHATIDYL SERINE DES SEGMENTS EXTERNES 

82 

-
300 > 

E -
200 ...J 

lu 

f--
\00 ? 

W 
t­
o 
0.. 



83 

surface de la PSSEB que dans le cas de la PESEB et PCSEB. 

La différence entre l'isotherme de pression de surface de la DSPC 

et ceux de la PESEB ' PCSEB et PS SEB ' est du même type que celle qui existe 

entre un film liquide et un film solide. On associe un film liquide à une 

grande fluidité de la monocouche. Par conséquent, on peut extrapoler ces 

données à la bicouche phospholipidique des SEB et affirmer que la rho­

dopsine baigne dans un environnement très fluide. 



CONCLUSION 

Comme nous avons pu nous en rendre compte, la particularité la 

plus saisissante des phospholipides de la membrane discale, est leur 

important contenu en longues chaînes hautement insaturées. De plus, 

il est généralement accepté que la fluidité lipidique est déterminée 

par le degré d'insaturation des acides gras. Par ailleurs, le con­

tenu en cholestérol des SEB se trouve parmi les plus bas rencontrés 

dans les membranes de vertébrés (Daemen, 1973). Des mesures expéri­

mentales suggèrent que le cholestérol diminue l'amplitude du mouve­

ment des chaînes grasses dans la bicouche lipidique (Hsia et coll., 

1972; Mendelsohn, 1972), et augmente l'ordre et l'organisation de la 

membrane (Smith, 1971; Smith et coll., 1978). Donc, la membrane pho­

-toréceptrice qui contient un faible taux de cholestérol et un pour­

centage très élevé en acides gras polyinsaturés, se présente comme un 

milieu très fluide. De plus, les mesures des propriétés monomolécu­

laires des phospholipides des SEB, corroborent cette affirmation. 

Ainsi, les phospholipides du photorécepteur visuel confèrent un envi­

ronnement très fluide à la rhodopsine et lui permet une grande liberté 

de diffusion rotationnelle et latérale (Brown, 1972; Cone, 1972; 

Liebman et Entine, 1974b; Poo et Cone, 1973 et 1974). 

Cette diffusion pourrait s'avérer importante dans les modèles de 

transduction visuelle, où la rhodopsine excitée devrait diffuser pour 

activer d'autres enzymes. Ces considérations illustrent bien l'impor­

tance d'une connaissance détaillée de la physico-chimie membranaire 

afin de comprendre les relations structure-fonction dans la membrane 

photoréceptrice. 



Les propriétés physico-chimiques des différents phospholipides 

des SEB, seront utilisées dans la poursuite des travaux de recherche 

reliés à l'étude des interactions entre chacun de ces phospholipides 
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et la rhodopsine. Pour y parvenir, on propose l'emploi d'un système 

modèle, c'est-à-dire l'étude en deux dimensions sur un bain de Langmuir. 

Cette première étape nous permettra de déterminer le type d'interaction, 

son ordre de grandeur et la propension de la rhodopsine à interagir avec 

un phospholipide donné. Par la suite, il serait intéressant de former 

des membranes symétriques et asymétriques en reconstituant, par étapes, 

la membrane photoréceptrice. Ainsi, en incorporant de la rhodopsine 

dans une membrane renfermant un seul type de phospholipide, on pourrait 

étudier la variation de la résistance, de la capacitance et du flux 

.ionique Cà la noirceur et sous l'effet de l'irradiation) en fonction de 

la composition lipidique. Par conséquent, on pourrait déterminer l'im­

portance de chaque phospholipide des SEB dans l'hypothèse ionique de la 

vision. Encore plus, on pourrait mesurer la polarisation de fluorescen­

ce CJost et Griffith, 1980) de membranes asymétriques renfermant un ou 

des phospholipides des SEB, de la rhodopsine et un phospholipide dont 

une chaîne grasse serait de l'acide parinarique. Cette méthode nous 

permettrait d'évaluer sous un autre angle, l'interaction rhodopsine­

phospholipide à la noirceur et sous l'effet de l'irradiation, 
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ANNEXE l 

Sous-phase 

1 M et 5 M NaCl, pH: 
5, 7, 8 et 10 

Solvant d'étalement 

Benzène:propanol(95:5, 
v:v) 

Bicarbonate de sodium Ether de pétrole 
pH 8,2±0,1 

Tampon phosphate, 
pH 7,4 ou tampon phos­
phate-citrate~ pU 4,0 

H20, pH 5,7 

0,02 M NaCl pH 5,6 

H
2

0 

CHCl
3 

CHCl
3 

Hexane:éthanol 
(4:1, v:v) 

CHCl
3 

- benzène, 
éther de pétrole-étha­
nol (10%, v:v) 

1 M CaClZ ou MgCtz Ether de pétrole 
et 130 mM KCl, NaCt ou 
LiCl et 14,5 mM Tris-
HCl, pH 7,4 

Phospholipide(s) 
utilisées) 

Lécithine 

DPaL 
Lécithine (animale) 

DAcL, DBuL, DHeL, DDeL, 
DTL, DPeL, DSL, DTeL, DUdL, 
DOl!., SL.3L, La 5L, OlSL, 
SOlL, DSPE , SOlPE, OlSPE, 
DSPS, SLaPS, DSPA 

PE, PS et PC (naturelles) 

DPaPC, Lécithine (oeuf), 
cardiolipine, lécithine 
(yeast) 

PC (ev ovo) 
DPaPC 

PS (cerveau boeuf) 



Auteur(s) 

Chapman et coll. 
(1966) 

Hyono et Kariyama 
(1966) 

Rogeness et coll. 
(1966) 

Rojas et - coll. 
(1966) 

Cadenhead et coll. 
(1967) 

Demel et coll. 
(1967) 

Dreher et coll. 
(1967) 

Ga1dston et Shah 
(1967) 

Température 
(oC) 

20 

25±1 

1,0-13,1-
23,4 et 37,4 
(DCM) 0,8-
5,0-12,3 et 
23,5 (DML) 

22 

25±1 

Sous-phase 

0,5 M NaC1 pH 5,3 

KCl, BaCl2 , NaCl, 
CaCl

2 

NaCl, F.I. 10,5 Sodium 
phosphate, pH 7,6 HCl, 
pH 3 

0,1 m mole CaCl2 pH 6,00 

0,15 M NaCl pH 5,3 
10-5 M CaCl2 et EDTA, 
pH 5,7 

H20, pH 5,4 

0,01 M NaCl 0804 
(0,5 à 2 %) 

0,9 % NaCl pH 5,6 

Solvant d'étalement 

CHC13:éthanol 
(70:30, v:v) 

Benzène 

Ether de pétrole: 
propanol (5%) 

Hexane:éthanol 
(10:1, v:v) 

CHCl3 , CHCl
3

:éthano1 
(7:3, v:v) 

CHCl3 :méthano1 
(1:3, v:v) 

Phospholipide(s) 
utilisé (s) 

SEtPE, OlSPE, DElPC, 
ElSPC, olspc, DOlpE, 
DElPE 

Lécithine (oeuf) 

DPaL 

PS 

DMC et mIT.. 

DPaPE, DSL, DTL, SLaL, 
DDel, SOlL, BuOlL, DOlL, 
DLiL, LiSL, DLnL, SOlPE, 
PaLiPE, PaLnPE, LnPaPE 

DPaL et lécithine (oeuf) 

DPaL 
f-4 
o 
00 



Auteur(s) 

Hauser et Dawson 
(1967) 

Hersh (1967) 

Kirnizuka et 
coll. (1967) 

Shah et Schulrnan 
(1967a) 

Shah et Schu1rnan 
(1967b) 

Shah et Schu1man 
(1967c) 

Shah et Schu1man 
(1967d) 

Shah et Schu1rnan 
(1967e) 

Température Sous-phase Solvant d'étalement Phospholipide(s) 
(oC) uti1isé(s) 

25,3±0,3 

25±1 

25 

25 

25 

25 

25 

H20, pH 5,5 CHCl
3

:éther Lécithine (yeast), 
ou 0,9% NaCl PA 

Tampon phosphate 
5 mM, pH 6,8 

NaHC0
3 

et NH4Cl 
pH 2-10 

0,02 M NaCl ou 
0,01 M CaCl2 , 
pH 5,6 

-1 
10_4 M NaCl et/ou 
10 M CaCl

2
, 

pH 5,6 

0,02 M NaCl, 
0,01 M de CaCl

2 MgCl
2

, SnCl ou 
CaCl

2 
et 0,0066 M 

AlCl3 , pH 5,6 

0,02 M NaCl, 
0,01 M CaCl2 , pH 
5,6 

Tris-citrate 
0,05 M, pH 7,2+ 
0,02 M NaCt 0,01 M 
CaCl2 

Hexane-éthanol 
(4:1, v:v) 

Ether de pétrole, 
éther de pétrole:propa­
no1 (2%) 

CHCl3 :CH30H:Hexane 
(1:1:3, v:v:v) 

CHCl3 :CH30H:Hexane 
(1:1:3, v:v:v) 

CHCl
3

:CH30H:Hexane 
(1:1:3, v:v:v) 

CHCl
3 

: CH
3 

aIL: r:e:;cane 
(1:1:3, v:v:v) 

CHCl3 :CH
3
0H:Hexane 

(1:1:3, v:v:v) 

DPaL 

Lécithine (oeuf, anima­
le), PE,C (graine de soja), 
DPaL 

PC (oeuf) DPaPC, PA 

PC (oeuf), DPaPC, PA 

DPaPC et Sph 

DPaL et Sph 

DPaL, lécithine (AG, 
oeuf et de soja) 
DOit 

~ 
o 
\D 



Auteur(s) 

Shimojo et Ohnishi 
(1967) 

Standish et 
Pethica (1967) 

Vi1allonga et coll. 
(1967) 

Demel et coll. 
(1968) 

Demel et Joos 
(1968) 

Fe1meister et coll. 
(1968) 

Minones Tri110 et 
co11. (1968) 

Papahadjopoulos 
(1968) 

Température 
(OC) 

20 

20 

20 

22 

25±1 

Phi11ips et Chapman 
(1968) 

6,2; 12,4; 
16,8; 21,1; 
22,0; 26,0; 
29,5; , 34,6 

Sous-Phase 

Tris-HC.t 1 mM, 
pH 7,0 

145 mM NaC.t, pH 7,4 
et 0,1 M NaC.t, pH 5,4 

Tampon phosphate 
pH 7,2 F.I. 0,15 

H
2

0 

H
2

0 

0,9% NaC.t 

pH ajusté avec 
Hd 

145 mM KC.t, NaC.t ou 
LiC.t, 14,5 mM Tris­
HC.t, pH 7,4 
1 M CaC.t

2
, MgC.t2 ou 

BaC.t
2 

0,1 M NaC.t 

Solvant d'étalement 

Benzène 

CHC.t3 :éthanol 
(2,5:1,0, v:v), CHC.t

3 

éther de pétro1e:étha­
no1 (20%, v:v) 

Hexane:éthano1 (95:5, 
v:v) hexane:éthanol 
(99:1, v:v) 

Ether de pétro1e:étha­
no1 (80:20, v:v) 
+0,2% (v) amy1 alcool 

éther de pétrole 

Hexane:éthano1 
(4:1, v:v) 

Phospho1ipide(s) 
utilisées) 
PC(oeuf), PE et PI(foie 
boeuf), PS et Sph(érythro­
cyte boeuf), cardio1ipine 
(coeur boeuf) 

DSPE, DMPC 

DPaL, DPaC 

SO.tPC, lécithine (oeuf) 

SO.tL, DPaL 

DPaL, lécithine (oeuf) 

DPaL 

PS et PI (cerveau boeuf) 
PA, PC et pE (oeuf) 

DBeL, DCaL, DML, DSPE, DSL, 
DMPE, DPaL, DLaPE et DCaPE 

...... ...... 
o 



Auteur(s) 

Schaubman et 
Fe1meister 
(1968) 

Standish et 
Pethica (1968) 

Vila llonga 
(1968) 

Watkins 
(1968) 

Chapman et coll. 
(1969) 

Fei1me is t er e t 
Schaubman (1969) 

Joos et Deme1 
(1969) 

Quinn et Dawson 
(1969) 

Roe1s et Shah(1969) 

Température Sous-Phase Solvant d'étalement Phospho1ipide(s) 
(oC) ____ ~_~ __________________ ~ _____ tl_tj)is_~(s) 

25 0,001 M HCl, pH 3,0 Hexane:éthano1 DPaPC 

23 

25,35,45 

24 

25 

20 

17 

25 

ou tampon acétate, (95:5, v:v) 
0,1 M, pH 6,0 

0,01 M !-TaCl , Ai 
(S04) 3 ' UO 2. (NO 3 J 2 ' 
CaGt2 , KCl , 
pH 1,0-11,0 

H20, pH 5,6-5,8 

160 mM NaCl 

0,1 M NaCl 

Tampon acétate, 
pH 5,9, F.I.:O,l 

H20, pH 5,4 

10 mM NaCl 

0,02 M NaCl, pH 6,0 

CHC:e.
3 

: éthanol 
(2,5:1,0, v:v) 

Ether de pétro1e:étha­
no1 (8:2, v:v) 

Ether de pétro1::CHCl3 (1:2,3, v:v), methano~, 
éthanol, benzène 

Hexane, hexane:éthano1, 
CHCl3 :éthano1 

Hexane:éthano1 
(9:1, v:v) 

CHCl3 ou CC.e.4 

Hexane:éthano1 
(8:2, v:v) 

DPaPE 

DPaPC 

DPaPC, DSPC, DMPC, DMPE, 
DSPE, Sph, PC (oeuf) 

DMPE, SOlPE, SPtPE 

DPaL 

Dl iL , DPaL, DLaL, DML, DSL, 
DDeL, DUL, DNL, DOeL, OlSL, 
DolL 

PC(oeuf), PA et cardio1ipine 

DPaL, lécithine (oeuf) 

..... ..... ..... 



Auteur(s) 

Shah (1969) 

Stoffel et Pruss 
(1969) 

Torosian et Lem-
berger (1969) 

Vilallonga et 
coll. (1969) 

Joos (1970) 

Kamel et coll. 
(1970) 

Phillips et coll. 
(1970) 

Quinn et Dawson 
(1970) 

Shah (1970) 

Tinoco et Mclntosh 
(1970) 

Température 
(oC) 

25 

25 

25,0±0,5 

25,0 35,0 45,0 
± 0,2 

22 

25 

Sous-phase 

10-~ M uranyl acetate, 
pH 4,8_3 2 • 10 M NaCt, pH 6,0 

H20, pH 5,8 

H20 

H20, pH 5,6-5,8 
0,15 M KCt, NaCt, 
LiCt 

Tampon phosphate 
0,065 M, pH 7,0 

0,1 M NaCt 

Tampon phosphate 
40 mM, pH 7,4, 

150 mM NaCt 

0,02 M NaCt, pH 6,0 

H20, pH 5,2 

Solvant d' étale.nent 

CHCt~:CH30H:hexane 
(1:1.3, v:v:v) 

Benzène 

Benzène 

Ethanol:éther de 
pétrole (2:8, v:v) 

cct
4 

Hexane:éthanol 
(95:5, v:v) 

CHCt3 ou CHCt
3

:benzène 

Phospholipide(s) 
utilisé (s) 
DPaL, DPaPA, léci­
thine (oeuf) 

DSPE, SOiPE, DOtPE, 
SLnPE, DSPC, sotpc, 
DOtPC, SLnPC, SLiPC, 
SArPC, SArPE, DPaPE 

Lécithine (graine de 
soja) 

DPaL 

DSL, OtSL 

DPaL, lécithine (oeuf) 

DOtPC, DSPC, DPaPC 

PC et PE (oeuf) 

DP~L, lécithine (oeuf) 

DPaL, SLiL, PaLiL, DSL, 
lécithine (foie de rat, AG) 

1-' 
1-' 
N 



Auteur(s) 

Colacicco (1971) 

Ghosh et coll. 
(1971) 

Kwong et coll. 
(1971) 

Paltauf et coll. 
(1971) 

Weiner et coll. 
(1971) 

Zografi et coll. 
(1971) 

Demel et coll. 
(1972a) 

Demel et coll. 
(1972b) 

Gershfeld et Pagano 
(1972) 

Ghosh et Tinoco 
(1972) 

Température 
(oC) 

25 

22±1 

25-27 

22,5±0,5 

25 

25 

22 

23±1 

22±1 

Sous-phase 

0,01 M NaCl, 
0,01 M CaCl2 

H20, pH 5,2 

0,01 M NaCl 

0,1 M NaCl 
pH 5 

0,9 7. NaCl 

H
2

0 

H
2

0 

H
2

0 

H
2
0, pH 5,8 et 

ajusté à pH 2,0 
avec Hcl lorsque 
nécessaire 

H
2

0 

Solvant d'étalewent 

CHCl
3 

ou CHc.e.3 :benzène 

Hexane 

Hexane:éthanol 

Hexane 

CHCl3 , benzène 

CHCl
3 

CHCl
3 

Benzène:CHCl3 

Phospholipide(s) 
utilisé (s) 
DPaL, DML 

DPaL, DSL, PaLiL, PaLnL, 
PaArL, SLnL, SArL 

PC (oeuf) 

OtOlPE, DHPC, DOtPC, OtOlPc, 
DPaL, DSL, DOlL, SOlL, SOlPE 

Lécithine (oeuf) 

PC 

OlSL 

DSL, OlSL, SOlL, PaLiL, 
LiPaL, PaLnL, PaArL, PaDcL, 
DLiL, DLnL 

DPaL 

DPaL, PaolL, PaLiL, PaLnL, 
PaArL, DSL, SLiL, SLnL. 

~ 
~ 
w 



Auteur(s) 

Hayashi et coll. 
(1972) 

Seimiya et Ohki 
(1972) 

Vilallonga et coll. 
(1972) 

Belmonte et 
Swarbrick (1973) 

Brody (1973) 

Colacicco (1973) 

De Kruyff et coll. 
(1973) 

Finer et Phillips 
(1973) 

Température 
(oC) 

22±1 

25-45 

22±1 

25 

15 

25 

22 

22,O±0,2 

Sous-phase 

0,1 M NaCl et 0,1 M 
tampon, pH 2,4; 5,0; 
5,4; 9,5 

H20, pH 5,5-6,0 · 

H20, pH 5,6-6,0 

0,9% NaCl ou H20 

Tampon phosphate 
pH 6,0 et NaCl, 
F.L: 0,1 

0,01 M NaCl ou 
0,01 M CaCl2 et 
0,001 M NaC.r. 

H20, pH 5,4 

0,1 M NaCl, 
pH 5 

Solvant d'étalement 

CHCl3 :CH
3

0H (8:2, 
v:v) 
Hexane:éthanol (8:2, 
v:v) 

Benzène 

Hexane saturée d'eau 

CHCl
3 

Hexane 

Hexane:éthanol 
(80:20, v:v) 
CHCl3: CH

3
0H 

(85:15, v:v) 

CHCl
3 

Hexane:éthanol 
(4:1, v:v), 
CHCl 3 

Phospholipide(s) 
utilisé (s) 
DPaPE, DPaPC 

PS (cerveau boeuf, AG) 

DPaPC, DPaPG 

DPaPC 

PE 

PC (oeuf), Sph (coeur de 
boeuf) 

PaolpC, DPaPC, DSPC, Dolpc, 
solpc, DElPC, PaSPC 

DLaPE, DSL, DML, lécithine 
(oeuf) 

1-' 
1-' 
~ 



Auteur(s) 

Ghosh et coll. 
(1973) 

Hauser et Phillips 
(1973) 

Hayashi et coll. 
(1973) 

Hendrikx et Ter­
minassian-Saraga 
(1973) 

Température 
(oC) 

22±1 

20±1 

10-35 

Llopis et coll. 20,30,35,40 
(1973) 

Munden et Swarbrick 25 
(1973a) 

Munden et Swarbrick 25 
(1973b) 

Sous-phase 

H20, pH 5,4 

NaC.e., CaC.e.2 

0,1 M NaC.e., 
0,01 M Tampon acéta­
te, pH 5,5 

0,1 M KH2P04-NaOH 
pH 7,0 

3 M NaC.e.-O,Ol M HC.e., 
pH 1,5 

H
2

0 

0,97. NaC.e. 

Solvant d'étalement 

CHC.e.
3

:CH
3

0H 

CHC.e.3 :CH30H 
(8:2, v:v) 

Cyclohexane 

Amyl alcool:éther de 
pétrole 

Hexane:CHC~3 (1:1, v:v) 
CHC.e.):benzene (1:3, v:v) 
CH30H:hexane (3:2, v:v) 
Etfianol:hexane(3:2, v:v) 
CHC.e.

3 CHC.e.3 :CH30H (1:3, v:v) 

Hexane-éthanol 
(9:1, v:v) 

Phospholipide(s) 
utilisé (s) 
DPaL, PaArL, DLiL, DLnL, 
LnPaL, SLnL, SDcL, BeLiL, 
SArL, ArLiL, PaDcL, 
PaErL, PaBeL, BeSL, DSL, 
SLiL, PaLiL 

Lécithine (oeuf), PS (cer­
veau boeuf) 

DPaPE, DPaPC, DPaPA 

Lécithine (oeuf) 

Lécithine, DPaPC 

DPaPC 

DPaPC 

f-' 
f-' 
VI 



Auteur(s) 

Pagano et 
Gershfeld 
(1973) 

Panaiotov (1973) 

Phillips et coll. 
(1973) 

Proudfoot et 
Davdani (1973) 

Seimiya et Ohki 
(1973) 

Vilallonga et 
Garrett (1973) 

Cadenhead et coll. 
(1974) 

Cadenhead et 
Kellner (1974) 

Colacicco et coll. 
(1974) 

Température 
(oC) 

25 

20,0±0,5 

23±1 

25,0±0,2 

25±1 

22 

20,5 
21,5 

22 

25 

Sous-phase 

H
2

0, pH 5,8 

0,1 M NaCl, pH 6 

Tampon phosphate 
pH 7 

0,1 M Hcl 

pH contrôlé avec 
Tris-HCl 

H20, pH 5,6-6 

pH 6 et 
pH 2 avec Hcl 

H
2

0 

150 mM NaCl ou 
75 mM CaCl2 

Solvant d'étalement 

CHCl3 

Hexane:éthanol 

Benzène 

Hexane saturé d'eau 

Hexane:éthanol 
(10:0, 9:1, 66:44, 
1:1, 2:3, 3:7, 1:9, 
0:10, v:v) 

CHCl
3

, 
Freon TF:éthanol, 
Hexane:éthanol 
(9:1, v:v) 
Freon TMC, 
Freon TC 

CHCf. : CH
3

0H 
(85:15, v:v) 

Phospholipide(s) 
utilisé (s) 
DPaL 

DPaL 

DML, DBeL 

DPaPE 

PS (cerveau boeuf), PE et PC 
(oeuf) 

DPaPE, DPaPC et DPaPG 

DPaPC 

DPaPC 

DPaL, lécithine (oeuf) 

~ 
~ 

'" 



Auteur(s) 

Phillips et 
Hauser (1974) 

Tocanne et coll. 
(1974) 

Yckowski et Brody 
(1974) 

Demel et coll. 
(1975) 

Hauser et coll. 
(1975) 

Hayashi et coll. 
(1975) 

Hui et coll. 
(1975) 

Maggio et Lucy 
(1975) 

Température 
(oC) 

20,0-70,0±0,2 

20 

15 

37 

20±1 

25 
24,3 

9-44 

23±1 

Sous-phase 

0,1 M NaCf 

10 mM tampon AcOH­
Tris, pH 2-10, 100 
mM NaCf 

Tampon glycine 
pH 10,5, F.I.:O,l 

-2 10 M Tris-acétate, 
pH 7,4, 
1 et 10 mM CaCf2 , 
0,1 mM ZnCf2 , 
0,25 mM MgCL2 

H20, pH 5,5 

0,1 M NaCf, pH 5,5 
et tampon acétate 

10 mM NaCf, 
0,1 mM EDTA, 
2 mM TES, 2 mM His­
tidine, pH 7,4 

145 mM NaCf, 
pH 5,6 

Solvant d'étalement 

Hexane:éthanol 
(4:1, v:v) 

CHCf3 :CH30H 
(8:2, v:v) 

Benzène, CHCf
3 

Hexane:éthanol 
(4:1, v:v) 

CHCf
3

:CH
3

0H 
(9:1, v:v) 

Ether de pétrole 
CHCf

3 

Phospholipide(s) 
utilisées) 
DMPE, DLaPE, DR(PE, 
DML, DLaL, DOfL 

PC 
PC (S. aureufi. ) 

PE et PS 

PS et Sph (cerveau porc), 
PaOfpC 

Lécithine (oeuf) 

DPaPE, DSPC 

DPaPC 

DPaPRE, DPaPRC, SOfPRC, 
DSPRC, PC et PE (oeuf), 
Sph (cerveau boeuf) 

~ 
~ ..... 



Auteur(s) Température 
(oC) 

Phillips et 22,O±0,2 
coll. (1975a) 

Phillips et coll. 22±2 
(1975b) 

Ries et coll. 20,0~ 24,6~ 
(1975) 26,9; 27,6 

Simon et coll. l6,0-44,0±0,3 
(1975) 

Zatz et Cleary 25, 37 
(1975) 

Cadenhead et 23 
coll. (1976) 

Colacicco et 
coll. (1976) 

Faiman et coll. 
(1976) 

Sous-phase 

Tampon phosphate, 
pH 7 

0,01 M Na2HP04 , 
pH 8,3 . 

H20, pH 7,0 

H
2
0, 10-4 M Hcl 

(pH 4,0), 1 M 
LiCl et NaCl, 1 et 
3,5 M Kcl, 1 et 3 
M KI, 1 et 5 M KSCH, 

Solvant d'étalement 

Hexane:éthanol 
(9:1, v:v) 

Hexane:éthanol 

CHCl3 

Ether de pétrole:étha-
nol 
(9:1, v:v) 

1 M acétate, 1 M MgCl
2

, 
SrCl

2 
et BaCl2 , 

10-4 10-3 10-2 
-l' , , 

10 , l, 2 et 3 M CaCl2 10-3 , 10-2 , 10-1 , 1 et 
2 M CdCl2 

0,9 % NaCl Hexane:éthanol 
(4:1, v:v) 

H20 Freon-TE 

0,15 M NaCl CHCl
r

:CH3OH 
(85: 5, v:v) 

HZO Hexane-éthanol 
(9:1, v:v) 

Phospholipide(s) 
utilisé (s) 
DBeL, DPaC, lécithine 
(oeuf), PE, PS (cerveau 
boeuf) 

PS (cerveau boeuf), PC(oeuf) 
DMPE, DBePC, DSPC, DPaPC, 
DMPC, DDePC 

DPaL 

DPaL, DML 

DPaL 

DPaPC 

DML, DPaL, DSL 

DPaL 1-' 
1-' 
<Xl 



Auteur(s) Température 
~oC) 

Maggio et Lucy 23±1 
(1976) 

Seimiya et coll. 30 
(1976) 

Teissié et coll. 20,0±0,5 
(1976) 

Cadenhead et coll. 23, 39 
(1977) 

Colacicco et Basu 25, 37 
(1977) 

Gershfeld et Tajima 25,5 et 
(1977) 20-30 

Horn et Gershfeld 7,4-42 
(1977) 

Klappauf et 22±0,5 
Schubert (1977) 

Maggio et coll. 27±1 
(1977) 

Sous-phase 

145 mM NaCf, 
pH 5,6 

pH ajusté avec 
(NH2C(CH20H)3) et 
Hcf 

0,1 M NaCf, 
pH 6,0 

H20 

0,15 M NaCf 

H20, pH 5,8 

H20 

100 mM NaCf et 
tampon phosphate 
100 mM, pH 7,1 

H20 

Solvant d'étalement 

CHCf3 :éthanol 
(3:1, v:v) 

Hexane:éthanol 
(9:1, v:v) 

Hexane:éthanol 
(10:1, v:v) 

CHCf
i

:CH3OH 
(85: 5, v:v) 

CHCf
3 

CHCf
3 

CHCf
3 

CHCf
3

, 
éther de pétrole 

Phospholipide(s) 
utilisé (s) 
DPaPRC, DPaPRE 

DPaPE 

DPaPC 

DPaPC 

DPaL 

DML 

DPaPC, DMPC 

PC et PE (oeuf) 
Sph (bovine) 
PS (moelle épinière) 

DPaPRE, DPaPRC, DofpRE, 
DSPRC, SOfPRC, DofpRC, 
DLiPRC, DLnPRC, DArPRC, 
DLaPRC, DMPRC 

'""' 
'""' \0 



Auteur(s) Température Sous-phase Solvant d'étalement Phospholipide(s) 
(oC) utilisé (s) 

Simpson et 37,O±0,5 Hexane:éthanol DPaPC 
Oppenheim (9:1, v:v) 
(1977) 

Tabak et Notter 23, 37 H20, pH 6,5 Hexane:éthanol DPaL, DPaPE 
(1977) (95:5, v:v) 

CHCl3:éthanol 
(9:1, v:v) 

Tabak et coll. 25 H20 Hexane:éthanol DPaL 
(1977) (9:1, v:v) 

Turcotte et coll. 23, 37 Hexane:éthanol DPaPC 
(1977) (95:5, v:v) 

Vilallonga et coll. 21±1 H20, pH 5,6-6 Hexane DPaL, DPaPE 
(1977) 

Albrecht et coll. 3 à 48 HrO, pH 5,5 et Hexane:éthanol DPaPC, DMPC 
(1978) 1 ,5 (9:1, v:v) 

Colacicco et 25, 37 0,15 M NaCl DPaL 
Basu (1978a) 

Colacicco et 25 150 mM NaCl' DPaPA, DMPC, DSPC, DPaPC 
Basu (1978b) 75 mM CaCl2 

Cornell et coll. 22, 23 CHC!3 DPaL, PC (oeuf) 
(1978) 

Dimitrov et coll. 21,5 0,01 M NaC! CHC!3 DPaL 
(1978) 

!-' 
N 
0 



Auteur(s) 

Evans et Tinoco 
(1978) 

Fried et 
Rothfield 
(1978) 

Hanssens et 
Van cauwelaert 
(1978) 

Maggio et Lucy 
(1978) 

Nakahara et coll. 
(1978) 

Nejmeh et 
Pilpel (1978) 

Ohki et Sauvé 
(1978) 

Température 
(oC) 
22,0±0,2 

27,5±0,5 

27,5 

20,0±0,3 

21 

21 

Sous-phase 

H20, pH 5,1 

20 mM Tris-HCl, 
pH 8,5 

Tampon acétate, 
0,01 M, pH 3-6. 
Tris-HCl, 0,01 M, 
pH 7-10 

145 mM NaCl, 
pH 5,6 

0,1 M NaCl, 
pH 2 à Il, 
ajusté avec 1 N 
KCl et 1 N NaOH, 
KOH ou RbOH 

H20, pH 5,8 

0,09 M NaCl et 
0,01 M Tris-HCl 
pH 7,4 
0,1 mM de CaCl

2
, 

MgCl2 ou MnCl2 

Solvant d'étalement 

Benzène:CHCl3 :CH30H 
(90:10:6, v:v:v) 

CHCl3 :CH
3

0H 
(85:15, v:v) 

CHCl
3 

CHCl
3 

Hexane:éthanol 
(3:2, v:v) ou 
(4:1, v:v), 
CHCl

3 

Hexane:éthanol 
(9:1, v:v) 

Hexane 

Phospholipide(s) 
utilisé (s) 
PaEcPC, PaArPC 

PE (S. typhimurium) 

DPaPC, PS (cerveau boeuf) 
Cardiolipine (coeur boeuf) 

DPaPRC, DPaPRE 

DPaPC, DPaPE 

DPaPC 

PS (cerveau) 

1-' 
N ..... 



Auteur(s) 

Seimiya et co11. 
(1978) 

Snik et coll. 
(1978) 

Thomas et Ter­
Minassian-Saraga 
(1978) . 

Vila110nga et 
Phillips (1978) 

Bishop et co11. 
(1979) 

B1ume (1979) 

ChatelaiL: c t coll. 
(1979) 

Chifu et Tomo.aia­
Cotise1 (1979) 

El Mashak et coll. 
(1979) 

Handa et Nakagaki 
(1979) 

Température 
(oC) . 
25,30,32,35, 
40 

21,0±0,5 

22±1 

20±1 

24 

5-50 

25 

22±2 

20 

25 

Sous-phase 

Tris-HCl 
'" 

H
2

0 

-2 10 M NaCl, pH 5,5 
2 . 10-6 M CaCl

2 

0,15 M NaCl 

Tampon phosphate 
50 mM, pH 8,4 

H20, pH 5-6 

-2 10 M Tris-HCl 
pH 7,4 

H
2

0 

10 mM NaCl 
pH 6 

H ° ou 
100 mM CaCl2 

Solvant d'étalement 

CHCl
3 

Hexane:éthano1 
(5:1, v:v) 

CHCl
3

:CH30H 
(9:1, v:v) 

Hexane 

CHCl
3 

Dich1orométhane 

CHCl
3 

Benzène 

CHCl
3

:CH30H 
(5:1, v:v) 

Benzène, 
benzène:CHCl

3 (3:1, v:v) 

Phospho1ipide(s) 
utilisé (s) 
DPaPE 

DPaL 

PI 

DPaL, DPaPE 

PE, PG 

DLaPE, DMPE, DMPC, DPaPC 

DPaPC 

Lécithine (oeuf) 

PE gJ;. coli), PS (cerveau 
boeuf), PA (boeuf),PI et 
cardio1ipine 01icY'occocus 
luteus ) 

DMPC, PS (cerveau boeuf) 

f-' 
N 
N 



Auteur(s) 

Jackson et coll. 
(1979) 

Klappauf et 
Schubert (1979) 

Lodhi et coll. 
(1979) 

Lundberg et Ekman 
(1979) 

Hinones et coll. 
(1979a) 

Minones et coll. 
(1979b) 

Muller-Landau 
et Cadenhead 
(1979a) 

Muller-Landau 
et Cadenhead 
(1979b) 

Température 
(OC) 

37 

22,0±1,0 

25±3 

25 

20 

20 

20 

21 

Sous-phase 

0,05 M Tris-HCl 
pH 7,4 

100 mM NaCl, 
10 mM phosphate 
de sodium, pH 7,1 

50 mM HEPES 
pH 7,0 
F.I.:0,2 (avec NaCl) 

Tampon phosphate 
0,04 M, 0,01 M NaCl, 
pH 7,0 et 0,0017. BHT 

Tampon citrat~3phos­
phate, 5 . 10 M 

Tampon citrat~3phos­
phate, 5 . 10 M 

H
2

0 

H
2

0 

Solvant d'étal~illent 

CHCl3 : CH30H 
(9:1, v:v) 

CHCl3 

Hexane:éthanol 
(95:5, v:v) 
Hexane:éthanol:CHCl

3 (80:5:15, v:v:v) 

Hexane:CH
3
0H:CHCl

3 (3:1:1, v:v:v) 

Ethanol:éther de pé­
trole (3:7, v:v) + 
0,5 7. amyl alcool 

Ethanol:éther de pétro­
le (2:8, v:v) + 0,5 7. 
amyl alcool 

Hexane:éthanol 
(9 :1, v:v) 

Hexane:éthanol 
(9:1, v:v) 

Phospholipide(s) 
utilisées) 
DPaPC, PI, PC (oeuf) 

PC (oeuf) 

PS, PI, PA, Cardiolipine 

PC (oeuf) 

DLaC, Dolc, DPaC, DMC 

DLaL, DML, DPaL, DolL 

DPaPC 

DPaPC 

~ 
N 
W 



Auteur(s) 

Cadenhead et 
Muller-Landau 
(1979) 

Ohki et DUzgunes 
(1979) 

Pate1 et coll. 
(1979) 

Ries (1979) 

Teissié (1979a) 

Teissié (1979b) 

Ter-Minassian­
Saraga et coll. 
(1979) 

Vila110nga et 
Phillips (1979) 

Température 
(oC) 

21 

24±1 

24-26 

20,0±0,5 

20,O±0,5 

20±1 

Sous-phase 

H20 

100 mM NaCi, 5 mM 
HEPES, 0,01 mM 
EDTA, pH 7,4 (NaOH) 
CaCi2 , M~8i2' SrCi2 , 
Bact2 · -

0,1 M NaCi, 
0,1 N HCi, pH 1,2 ou 
0,1 N NaOH, pH 12,8 ou 
0,01 M Tris-HCi, 0,01 
m}1 EDTA 

H
2

0 

0,1 M NaCi ou 
100 mM NaCi, pH 6 

1 mM, 10 mM et 100 
mM NaCi, pH 6 

1120 

0,15 M NaCi 

Solvant d'étalement 

Hexane:éthano1 
(9:1, v:v) 

Hexane 

Hexane:CHCi
3 (80:20, v:v) 

Benzène avec 27-
CHCi

3 

Hexane:éthano1 
(9:1, v:v) 

Hexane:éthano1 
(9:1, v:v) 

CHCi
3 

Hexane 

Phospho1ipide(s) 
utilisé(s) 
DPaPC 

PS (cerveau), PC (oeuf) 

DPaPA, DoipA, PA (oeuf) 

Cardio1ipine 

DPaPC, PA 

Lécithine (oeuf), DPaL 

DPaL 

DPaL, DPaPE 

..... 
N 
~ 



Auteur(s) 

Colacicco et 
coll. (1980) 

Dorfler et 
Rettig 
(1980) 

El Mashak et 
Tocanne (1980a) 

El Mashak et 
Tocanne (1980b) 

Evans et coll. 
(1980) 

Gutkowski et coll. 
(1980) 

Lecompte et Miller 
(1980a) 

Lecompte et coll. 
(1980) 

Température 
(oC) 

25 

12, 17, 22, 
27, 32, 35, 
40, 45 

20 

20 

22±2 

23 

Sous-phase 

NaCt, CaCt2 , pH 5,6 

0,1 M NaCt 

H20, pH 6 
ou 1 mM NaCt 

10 mM NaCt, 
pH 5,6 

H20, pH 5,2 

0,9% NaCt ou 
10-4 M lysolecithine, 
ou albumine, ou 
plasma humain 

-3 10 N Tris-HN0
3

, 
0,1 M KN0

3
, 

pH 7,6-7,8 

-3 10 M Tris, 
0,1 M NaCt, 
pH 7,8 

Solvent d'étalement 

1,2-dich1orofluoro-
1,2-dif1uoroch1oro­
éthane: CH30H : CHCt3 (8,5:0,5:1, v:v:v) 

CHCt
3 

:CH
3

0H 
(5:1, v:v) 

CHCt
3

:CH
3

0H 
(5:1, v:v) 

Benzene:CHCt
3

: 
CH OH 
(9d:lO:6, v:v:v) 

CH OH:CHCt3 (85:15, v:v), 
CCt4 :CHCt3 (5:1, v:v) 

Hexane 

Hexane 

Phospholipide(s) 
utilisé(s) 

DPaL, DML, DSL, DPaPA 

DPaPC, DSPC 

PG 

DPaPG, DLaPG, 
PG (Microccocus 1uteus) 

DPaPC, DPaPA, DPaPG, 
DPaPE, DSPC 

DPaL 

PS 

PSt PC 

f-' 
N 
VI 



Auteur(s) 

Lecompte et 
Miller (1980b) 

Lin et coll. 
(1980) 

Lue11man et 
coll. (1980) 

Mombers et coll. 
(1980) 

Notter et coll. 
(1980a) 

Not ter et coll. 
(1980b) 

Notter et coll. 
(1980c) 

Panaiotov et 
coll. (1980) 

Température 
(oC) 

25,0±0,1 

24 

31,0±1,5 

23 

23,25 

23,37 

19,Q±0,5 

Sous-phase 

-3 10 M Tris, 
0,1 M NaCt, 
pH 7,8 

Tampon phosphate 
0,1 M, 0,1 N NaOH 

Tampon TES-histidi­
ne, 2 mM, ajuste 
pH avec NaOH ou 
HCt, 1,2 • 10-5 M 
CaCt2 

Tris-20 mM NaH2P04 140 mM NaCt, 
pH 6,0 

0,15 M NaCt 

H
2

0 

H
2

0 

0,01 M NaCt 

Solvant d'éta1em~nt 

Hexane 

Hexane:éthanol 
(9:1, v:v) 

CHCt3 

CHCt3 :CH30H 
(9:1, v:v) 

Hexane:éthano1 
(90:10, v:v) ou 
(95:5, v:v) 

Hexane:éthano1 
(9:1, v:v) 
(95:5, v:v) 

Hexane:éthanol 
(9:1, v:v) ou 
(95:5, v:v) 

CHCt
3 

Phospholipide(s) 
utilisées) 

PS, PC 

DPaL 

PS, PC, PE 

DMPC, PA, PS (cerveau), 
PC et PE (oeuf) 

DPaPC, PG (AG) 

DPaL, DotL 

DPaL, DotL 

DPaL 

.... 
N 
0\ 



Auteur(s) 

Quir,n (1980) 

Schubert et 
Klappauf (1980) 

See1ig et coll. 
(1980) 

Smith et Berg 
(1980) 

Vilallonga et 
Phillips (1980a) 

Vilallonga et 
Phillips (1980b) 

A1brecht et coll. 
(1981) 

A1mog et Berns 
(1981) 

Bougis et coll. 
(1981) 

Température 
(oC) 

19, O± 0,5 

14, 20 

20, 9 

21±1 

20±1 

12-45 

21,5 

25 

Sous-phase 

10 mM Nael 

Tampon phospha-
te 10 mM, 100 mM 
Nael, pH 7,1 ou 
tampon glycine­
Hel, 100 mM Nael, 
pH 3,0 

0,1 M Nael, 
pH 6,0 

0,9% Nacl, 
pH 2 (0,01 N Hel) 

H20, pH 5,6-6,0 

0,15 M NaCl 

H20, pH 5,5 

Tampon phos­
phate, 10-3 M, 
pH 7,8 

Solvant d'étalement 

Ether de pétrole: 
CHel

3 (4:1, v:v) 

CHel
3 

:CH
3
0H 

Hexane:éthano1 
(9:1, v:v) 

Hexane saturé d'eau 

Hexane 

Hexane:éthano1 
(9:1, v:v), 
Dibuty1 éther, 
CHcl

3 

Benzene:éthano1 
(9:1, v:v) 

10 mM HEPES, CHCl
3 140 mM NaCl, 0,5 

mM Kcl, 0,8 mM 
MgCl 2 , 2,5 mM CaCl2 pH ajusté à 7,5 
avec 20 mM Tris-
acétate 

Phospho1ipide(s) 
utilisées) 
Lécithine (soja) 

PE et PC (oeuf), PS 
(moelle épinière bovine) 
PG, PA et Sph (bovine) 
PI (graine de blé), DLaPC, 
DMPC, DPaPC, DSPC, DolPC, 
DLiPC 

DPaPC 

DPaPC 

DPaL, DPaPE 

DPaL, DPaPE 

DMPA, DPaPC, DHPC 

DPaPC 

DLaPC, DLaPS, DLaPE, DLaPG, 
PC(oeuf), PS(cerveau boeuf) 

~ 
N 

" 



Auteur(s) 

Chaudhury et 
Ohki (1981) 

Hawco et coll . 
(1981a) 

Hawco et coll. 
(1981b) 

Hup i er et coll. 
(1981) 

Minones et coll. 
(1981a) 

Minones et coll. 
(1981b) 

Ohki et Kurland 
(1981) 

Température 
(oC) 
-22 à 70 

36±1 

0-50±1 

2, 20, 40 

20, 21 

20 

24±2 

Sous-phase 

0,2 M NaCl, 1 mM Tris­
Hcl,pH 7,0 et 
1 mM citrate de sodium 
(pH 3,0 et 5,5) 

0,15 M NaCl, 
pH entre 5 et 6 

0,15 M NaCl, 
pH 6,0±0,2 

O,OlM NaOH et 
1 M Hcl 

Citrate de sodium, 
borate de sodium 
pH ajusté avec 0,1 
N Hcl, pH:l,6, 3,1, 
5,1, 7,0, 9,6, 11,0 

Citrate de sodium, 
phosphate de sodium, 
borate de sodium, 
pH ajusté avec a,lN 
Hcl et 5 • 10-3 M 
de Si02 

0,1 M NaCl ou 0,1 M 
(Me)4 N contenant 
1 mM Histidine-TES 
pH 7,4 

Solvant d'étalement 

CHCl
3 

Hexane:éthanol 
(98:2, v:v) 

Hexane:CH30H 
(98:2, v:v) 

Ethanol:éther de pétro­
le (2:8, v:v) et 0,5% 
amy1 alcool (lécithine), 
CHCl

1
:éthano1 (7:3, v:v) 

et 0,5% amy1 acoo1 
(céphaline) 

Idem 

Hexane 

Phospho1ipide(s) 
utilisé(s) 
D~œc, DPaPC, DOlPC, 
PC (oeuf), PS (cerveau 
boeuf) 

DLaPC, DPaPC, SLiPC, 
PaQtpC, solpC 

DPaPC, DMPC, DLaPC, 
PaOlpC, solPc, olspc 

DSL, DSC, DPaPA 

DML, DLaL, DPaL, DSL, DMC, 
DLaC, DPaC, DHC, DHL 

Idem 

PS (cerveau boeuf) 

...... 
N 
00 



Auteur(s) 

Seimiya et coll. 
(1981) 

Ter-Minassian­
Saraga (1981) 

Température 
(oC) 
30±1 
35 

22-23 

Sous-phase 

10, 30, 69 ou 
109 mM NaCl ou 
Tris-HCl, pH 7,0±0,2 
et 8,63 0 10-7 M 
CaCl2 

-3 10_
5 

M Kcl, 
10 M Hcl 

Solvant d'étalement 

CHCl
3 

CHCl
3

: CH
3

0H 
(1:1, v:v) 

Phospho1ipide(s) 
utilisé (s) 
DMPE, DPaPE 

PI 

..... 
N 
\0 


