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Les phénomènes d'interactions moléculaires sont à la base de nombreux processus biologiques et 

d'applications chimiques. La compréhension de ces phénomènes constitue donc un questionnement 

scientifique récurrent, et ce notamment sur un plan quantitatif. L'évaluation des affinités 

intermoléculaires s'avère ainsi indispensable à la rationalisation de tout phénomène chimique non 

covalent.  

Comme les interactions se traduisent par une modification plus ou moins intense des propriétés des 
partenaires impliqués, il est possible d'exploiter toute technique physico-chimique dans l'objectif de 
��� �š���Œ�u�]�v���Œ�� �o���� �•�š�����]�o�]�š� �� �����•�� � ���]�(�]�����•�� �•�µ�‰�Œ���u�}�o� ���µ�o���]�Œ���•�� �u�]�•�� ���v�� �ˆ�µ�À�Œ���X�� �h�v�� �v�}�u���Œ���� ���}�v�•�]��� �Œ�����o���� ������
techniques, protocoles et traitements des données a ainsi été développé et exploité dans la 
littérature. Si cette diversité aboutit à un riche panel d'outils à la disposition de l'expérimentateur, la 
multiplicité des approches ne facilite pas la tâche des physico-chimistes et peut nuire à la lecture 
comparée des travaux de la littérature. Une telle abondance pose en particulier la problématique de 
la convergence des affinités d'une étude à une autre. Force est de constater que des écarts 
importants peuvent être observés pour une même interaction, lorsqu'elle est investiguée par des 
techniques différentes. 

Parmi les techniques employées, la calorimétrie de titration isotherme (ITC) occupe désormais une 

place prépondérante, de par sa capacité à fournir une description thermodynamique complète du 

phénomène étudié. L'ITC permet en effet une mesure directe de l'enthalpie d'interaction à une 

température donnée, là où les autres techniques nécessitent l'application d'un traitement de van't 

Hoff à des résultats obtenus à différentes températures. De plus, comme ce type de traitement 

néglige généralement la variation des capacités calorifiques entre espèces libres et associées, 

l'enthalpie obtenue par cette voie est de fait biaisée, renforçant ainsi la légitimité de l'ITC. 

L'application de cette calorimétrie à différentes températures permet dans un second temps la 

description de l'évolution des enthalpies et entropies d'interaction, ce qui autorise la détermination 

de la variation des capacités calorifiques lors de la complexation, et même de l'éventuelle 

dépendance à la température de cette dernière grandeur. Néanmoins, malgré les avantages 

intrinsèques de l'ITC et le fait qu'elle soit maintenant appliquée depuis environ deux décennies, un 

examen attentif des caractéristiques des logiciels ITC "constructeurs" ainsi que de la littérature 

semble montrer une sous-exploitation du potentiel de cette technique. Le fait qu'un seul type de 

�‰�Œ�}�š�}���}�o�����•�}�]�š���P� �v� �Œ���o���u���v�š���u�]�•�����v���ˆ�µ�À�Œ�����o�]�u�]�š�������v�����(�(���š���o�������]�À���Œ�•�]�š� �����–�]�v�(�}�Œ�u���š�]�}�v�•���]�•�•�µ���•�����µ���•�]�P�v���o��

calorimétrique, ce qui peut s'avérer préjudiciable aussi bien en termes d'évaluation de l'adéquation 

des données au modèle théorique, qu'en termes de précision de la caractérisation 

thermodynamique. 

De ce double constat sur les techniques de caractérisation des interactions en général et sur l'ITC en 

particulier est née la problématique de cette thèse. L'objectif est ainsi d'évaluer et d'exploiter une 

approche unifiée de la détermination des affinités, qui puisse non seulement s'appliquer de manière 

cohérente pour toute technique mais également pour tout type de protocole. Cette approche devra 

par ailleurs permettre l'optimisation et la combinaison des conditions opératoires, dans l'objectif 

d'améliorer la précision des résultats thermodynamiques obtenus, ainsi que la convergence inter-

techniques. La nouvelle méthodologie devra également assurer une forte versatilité en termes 
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d'applicabilité, en proposant une importante diversité de modèles étudiables. De manière plus 

spécifique, l'approche proposée visera une meilleure exploitation de l'ITC, d'une part en explorant le 

potentiel de protocoles non conventionnels, et d'autre part en tirant partie du thermogramme dans 

son ensemble et non plus seulement de l'isotherme qui en résulte. 

L'algorithme unifié s'appuiera en entrée sur la définition des concentrations utilisées, du modèle 

envisagé en termes d'équilibres et du formalisme de la réponse expérimentale, pour fournir en sortie 

les affinités, coefficients de réponse des complexes, ainsi que les paramètres thermodynamiques 

accessibles. Cette approche unifiée est par ailleurs dotée d'une évaluation a priori de l'incertitude sur 

les paramètres thermodynamiques. Elle est enfin associée au concept d'analyse globale, reposant sur 

l'analyse simultanée de plusieurs expériences distinctes, et ce avec un seul jeu de paramètres 

thermodynamiques.  

Cette approche, unique, est formalisée en tant que programme, décliné sous deux dénominations 

���]�•�š�]�v���š���•���W���^�D�µ�o�š�]-�<�_ quand il est destiné à une utilisation multi-�š�����Z�v�]�‹�µ���•�U�����š���^�,�Ç���Œ�]��-�/�d���_ quand il 

s'accompagne d'innovations spécifiques à la calorimétrie de titration isotherme.  

Ce manuscrit présente les phases d'évaluation, de validation et d'exploitation de cet algorithme, 

développé en parallèle de cette thèse au sein de l'équipe de Chimie Supramoléculaire de l'UCEiV.  

La première partie de ce manuscrit sera consacrée aux aspects bibliographiques. Le chapitre I passera 

ainsi en revue les différentes notions associées à la détermination des constantes de formation, dans 

le cadre des complexes de cyclodextrine. Le chapitre II se focalisera sur la technique calorimétrique 

ITC, cette fois dans le cadre plus large des interactions moléculaires en général. 

La seconde partie du manuscrit détaillera quant à elle les travaux théoriques et expérimentaux issus 

de cette thèse.  

Le ���Z���‰�]�š�Œ�����/�/�/�U���]�v�š�]�š�µ�o� ���^Multi-�<���W����� �À���o�}�‰�‰���u���v�š�����[�µ�v�������‰�‰�Œ�}���Z�����u�µ�o�š�]-techniques de caractérisation 

�����•�� ���(�(�]�v�]�š� �•�_, sera ainsi consacré à l'application de notre approche unifiée dans le cadre des 

techniques de spectroscopies UV-visible (UV-vis), de résonance magnétique nucléaire (RMN), 

d'électrophorèse capillaire (EC) et de mesures de solubilité. Ces études seront basées en particulier 

sur l'interaction entre la �t-cyclodextrine et l'ibuprofène.  

�>���� ���Z���‰�]�š�Œ���� �/�s�U�� �]�v�š�]�š�µ�o� �� �^Hybrid-ITC : Développement des e�Æ�‰� �Œ�]���v�����•�� �v�}�v�� ���}�v�À���v�š�]�}�v�v���o�o���•�_ 

reprendra l'étude de ce complexe mais cette fois dans le cadre des mesures calorimétriques ITC. 

Cette interaction modèle �tCD-Ibuprofène nous permettra de développer l'ensemble des protocoles 

non conventionnels, qu'ils soient directs ou compétitifs, et d'introduire l'intérêt de leur couplage. 

Le ���Z���‰�]�š�Œ�����s�U���]�v�š�]�š�µ�o� ���^Hybrid-ITC : Extension de la caractérisation calorimétrique via les expériences 

�v�}�v�� ���}�v�À���v�š�]�}�v�v���o�o���•�_, montrera l'apport de ces protocoles couplés dans une série d'applications 

diverses, qu'il s'agisse de complexes de cyclodextrines ou d'albumine de sérum bovin (BSA). Les 

différentes études menées dans ce chapitre concernent le domaine de l'environnement  (piégeage 

et/ou transport de polluants tels que le phénol ou le naphthol), le domaine de la santé 
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(encapsulation et/ou transport de principes actifs tels que l'ibuprofène où le resvératrol) ainsi que le 

domaine de la catalyse supramoléculaire (ligands phosphines et clusters métalliques). 

Le chapitre VI, intitulé � Ĥybrid-ITC : Vers une exploitation cinétique ?�_, montrera qu'il est possible 

d'intégrer, à notre approche unifiée, une analyse résolue en temps du signal calorimétrique. Un tel 

traitement permettra non seulement d'accéder à une évaluation cinétique des interactions mais 

également à une amélioration du traitement thermodynamique. 

Les conclusions et perspectives issues de l'ensemble de ces chapitres clôtureront enfin le manuscrit.  
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I. Détermination de la stabilité des complexes de 
cyclodextrines �����p�W�D�W���G�H���O�¶�D�U�W 

 I.1 Les cyclodextrines 

I.1.1 Historique 

En 1891, le chimiste français ���v�š�}�]�v�����s�]�o�o�]���Œ�•���]�•�}�o�����‰�}�µ�Œ���o�����‰�Œ���u�]���Œ�����(�}�]�•���µ�v���P�Œ�}�µ�‰�������[�}�o�]�P�}�•�������Z���Œ�]�����•��

�v�}�v�� �Œ� ���µ���š���µ�Œ�•�� �‹�µ�[�]�o�� ��� �•�]�P�v���� �‰���Œ�� �o���� �š���Œ�u���� ������ �����o�o�µ�o�}�•�]�v���� ���v�� �Œ���]�•�}�v�� ������ �‰�Œ�}�‰�Œ�]� �š� �•�� �‰�Œ�}���Z���•�� ������ �o����

cellulose[1]. Ces oligosaccharides proviennent de la fermentation de la fécule de pomme de terre par 

différents �������]�o�o���•�X���s�]�o�o�]���Œ�•���Œ���u���Œ�‹�µ�������o�}�Œ�•���o�[���Æ�]�•�š���v�����������������µ�Æ���(�}�Œ�u���•�������������o�o�µ�o�}�•�]�v���U���‹�µ�]��seront par la 

suite désignées sous les noms d' �r- ���š���t-cyclodextrine.  

Au début du XXème siècle, Schardinger identifie la souche Bacillus macerans comme responsable de la 

��� �P�Œ�������š�]�}�v�����v�Ì�Ç�u���š�]�‹�µ�����������o�[���u�]���}�v�����v�����Ç���o�}�����Æ�š�Œ�]�v���• (CD)[2], définit une méthode de préparation 

���š���]�v�š�Œ�}���µ�]�š���o���•���v�}�u�•���������r�����š���t-dextrines. En 1932, Pringsheim et son équipe dévoilent la propriété de 

ces structures à former des complexes avec des molécules organiques[3]. Durant les années 1930-40, 

�o���•���š�Œ���À���µ�Æ���������&�Œ���v���Z�U�����Œ���u���Œ�����š���&�Œ���µ�v�����v�����Œ�P�����v�š�Œ�������µ�š�Œ���•���}�v�š���‰���Œ�u�]�•���o�[� �o�µ���]�����š�]�}�v���������o�����•�š�Œ�µ���š�µ�Œ�� 

des CD. Freudenberg et son équipe démontrent notamment que ces oligosaccharides sont constitués 

���[�µ�v�� ���v���Z���`�v���u���v�š�� ������ �v�� �µ�v�]�š� �•�� �r-D-�P�o�µ���}�‰�Ç�Œ���v�}�•�]���]�‹�µ���•�U�� ���À������ �‰�}�µ�Œ�� �o�[�r�� ���š�� �o���� �t�����U�� �ò�� ���š�� �ó�� �µ�v�]�š� �•��

�Œ���•�‰�����š�]�À���u���v�š�X�������š�š�����u�!�u����� �‹�µ�]�‰������� ���}�µ�À�Œ���U�����v���í�õ�ð�ô�U���o�����v�������~���}�v�•�š�]�š�µ� ����de 8 unités de glucose) et 

détermine entièrement sa structure[4]. En 1953, Freudenberg, dépose le premier brevet qui fait état 

������ �o���µ�Œ�� ���‰�‰�}�Œ�š�� �����v�•�� �o�[���u� �o�]�}�Œ���š�]�}�v�� ������ �o���� �•�}�o�µ���]�o�]�š� �� ���‹�µ���µ�•���� ���š�� ������ �o���� �•�š�����]�o�]�š� �� ���Z�]�u�]�‹�µ�� de principes 

actifs[4]. Le terme �^���}�u�‰�}�•�  ���[�]�v���o�µ�•�]�}�v�_�����•�š�����u�‰�o�}�Ç� ���o�[���v�v� �����•�µ�]�À���v�š�����‰���Œ�����Œ���(�š���‰�}�µ�Œ���Œ���v���Œ�������}�u�‰�š����

du comportement particulier des CD[5]. 

I.1.2 Structures et propriétés physico-chimiques 

Les CD sont des oligosaccharides cycliques non réducteurs dont les représentants les plus 

fréquemment rencontrés, �r�����U�� �t������ ���š�� �vCD, sont constitués respectivement de 6, 7 et 8 unités D-

�P�o�µ���}�‰�Ç�Œ���v�}�•���•���o�]� ���•�����v�š�Œ�������o�o���•���‰���Œ�������•���o�]���]�•�}�v�•���r���~�í�W�ð�•��(Figure 1 A et B). La configuration chaise des 

résidus D-�P�o�µ���}�‰�Ç�Œ���v�}�•���•�� �]�v���µ�]�š�� �µ�v���� ���}�v�(�]�P�µ�Œ���š�]�}�v�� �•�‰���š�]���o���� �•�}�µ�À���v�š�� �Œ���‰�Œ� �•���v�š� ���� �•�}�µ�•�� �o���� �(�}�Œ�u���� ���[�µ�v��

cône tronqué présentant une cavité ouverte (Figure 1 C). La structure tridimensionnelle des CD est 

responsable de certaines de leurs caractéristiques physico-chimiques. En effet, en formant un réseau 

dense de liaisons hydrogène, les hydroxyles primaires et secondaires permettent de stabiliser la 

forme cônique de ces macromolécules. Ce réseau, particulièrement fort dans le cas d'une CD à 7 

unités, �‰�}�µ�Œ�Œ���]�š�� ���Æ�‰�o�]�‹�µ���Œ�� �o���� �(���]���o���� �•�}�o�µ���]�o�]�š� �� ������ �o���� �t������ ���v�� ���}�u�‰���Œ���]�•�}�v�� ������ �����o�o���•�� ������ �o�[�rCD et de la 

�v�����X Par ailleurs, alors que les groupements hydroxyles primaires occupent la face la plus étroite du 

tore (face primaire), les hydroxyles secondaires ��� �o�]�u�]�š���v�š���o�[���Æ�š�Œ� �u�]�š� ���o�����‰�o�µ�•���o���Œ�P�����~�(���������•�����}�v�����]�Œ���•�U��

ce qui rend leur surface hydrophile. Comme leur cavité interne est quant à elle hydrophobe, les CD 

présentent un caractère amphiphile. Cette caractéristique associée à leur structure tridimensionnelle 
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Si les polymères de CD �‰���µ�À���v�š�� � �P���o���u���v�š�� �(���]�Œ���� �‰�Œ���µ�À���� ������ ���}�}�‰� �Œ���š�]�À�]�š� �� ���š�l�}�µ�� ���[�]�v��� �‰���v�����v����, 

�o�[� �š�µ�������������o���µ�Œ�����}�u�‰�o���Æ���š�]�}�v���•�[���‰�‰�µ�]�����•�}�µ�À���v�š���•�µ�Œ���o�[�Z�Ç�‰�}�š�Z���•�����������v�����}�u�‰�o���Æ���š�]�}�v�•���]�v��� �‰���v�����v�š���•�U���v��

�Œ���‰�Œ� �•���v�š���v�š���o�����v�}�u���Œ���������������À�]�š� �•�����������•�•�]���o���•�X���K�v���‰���µ�š���š�}�µ�š���(�}�]�•���]�u���P�]�v���Œ���‹�µ�����š�}�µ�š�����•�š�ˆ���Z�]�}�u� �š�Œ�]����

�}�µ���u� �o���v�P�����������•�š�ˆ���Z�]�}�u� �š�Œ�]�������•�š�����v�À�]�•���P�������o���������v�•���o���������•����e ces polymères. 

I.1.6 Applications des cyclodextrines 

Les applications des CD sont principalement basées sur leur capacité à former des complexes 

���[�]�v���o�µ�•�]�}�v�X���>���•��CD sont impliquées dans différents secteurs tels que les industries pharmaceutiques, 

agroalimentaires �~���}�v�•���Œ�À���š�]�}�v�� ���[���Œ�€�u���•�U�� �u���•�‹�µ���P���� ������ �P�}�¸�š�•�� �}�µ�� �� ���[�}�����µ�Œ�•[10]), agrochimiques 

(insecticides, pesticides, détergents), séparation de molécules chirales par méthode 

chromatographique ou électrophorétique[11],[12],[13], cosmétiques[14] et dans le domaine de 

�o�[���v�À�]�Œ�}�v�v���u���v�š, en raison de leur caractère biodégradable. 

Concernant les applications pharmaceutiques, leur capacité à solubiliser des substances actives peu 

solubles en milieu aqueux ���•�š�� ���� �o�[�}�Œ�]�P�]�v���� ���[une meilleure biodisponibilité des principes actifs au 

niveau des membranes biologiques entraînant, par conséquent, une ���u� �o�]�}�Œ���š�]�}�v�� ������ �o�[���(�(���š��

thérapeutique des molécules et donc une réduction de la dose administrée[15],[16]. Les CD peuvent 

également assurer la stabilité du principe actif lors du stockage, et permettre la diminution de la 

��� �P�Œ�������š�]�}�v���v�}�š���u�u���v�š�����v���‰�Œ�}�š� �P�����v�š���o���•���‰�Œ�]�v���]�‰���•�������š�]�(�•���������o�������Z���o���µ�Œ�U���������o�����o�µ�u�]���Œ���U���������o�[�}�Æ�Ç�����š�]�}�v��

et de la volatilisation[15]. Elles sont aussi utilisées parfois pour limiter la perception du mauvais goût 

voire les effets indésirables de certains principes actifs. Sur le plan de la toxicité, aucune des CD 

�v���š�]�À���•�� �v���� �‰�Œ� �•���v�š���� ������ �v�}���]�À�]�š� �� �u���i���µ�Œ���� �‰�}�µ�Œ�� �o�[�,�}�u�u��[17]. Néanmoins, il est à noter que les CD 

natives peuvent être néphrotoxiques à fortes concentrations par la complexation de cholestérol 

présent dans le système sanguin conduisant à son accumulation et  sa précipitation dans les reins[18]. 

De ce fait, certaines CD modifiées, ne présentant pas cette capacité, sont parfois préférées aux CD 

natives dans le cadre de la formulation pharmaceutique[19]. 

De nombreuses formulations à base de CD ont été étudiée�•�����v���•�}�o�µ�š�]�}�v���}�µ������ �o�[� �š���š���•�}�o�]������ �‰�}�µ�Œ���!�š�Œ����

délivrée�•�� �‰���Œ�� ���]�(�(� �Œ���v�š���•�� �À�}�]���•�� ���[�����u�]�v�]�•�š�Œ���š�]�}�v[16],[20],{21],[22] et certaines de ces associations sont 

disponibles sur le marché pharmaceutique[19] (Tableau 1).  
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CD employées principes actifs voies utilisées Pathologies 

�r����  alprostadil  intraveineuse Impuissance sexuelle 

�t����  

nicotine sublinguale Sevrage nicotinique 

omeprazole orale Ulcère 

piroxicam orale Polyarthrite rhumatoïde 

�î���,�W�t���� 

Itraconazole orale Mycose 

Cisapride suppositoire Reflux gastro-oesophagien  

mitomycine intraveineuse Cancer 

Methyl-�t-CD 
chloramphénicol occulaire Infection bacterienne 

17-�t-oestradiol nasale Symptômes ménopause 

2 Hydroxyl-�v-CD diclofenac occulaire Inflammations articulaires 

 

Tableau 1 : ���Æ���u�‰�o���•�����[�µ�š�]�o�]�•���š�]�}�v�������•�����Ç���o�}�����Æ�š�Œ�]�v���•�������v�•���o�����(�}�Œ�u�µ�o���š�]�}�v���‰�Z���Œ�u�������µ�š�]�‹�µ�����������‰�Œ�]�v���]�‰���•�������š�]�(�•�X 
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par conséquent de connaitre les caractéristiques du complexe H-IC (par exemple via une titration 

préalable) pour pouvoir évaluer la stabilité du système H-I. 

�>���•���u� �š�Z�}�����•���]�v���]�Œ�����š���•���‰�Œ� �•���v�š���v�š���o�[���À���v�š���P�������[�!�š�Œ�� applicables même pour un substrat inerte vis-

à-vis de la technique employée. Par exemple, des complexes CD-hydrocarbures qui ne présentent 

�‰���•�� ���[�����•�}�Œ�‰�š�]�}�v�� �h�s-visible peuvent tout de même être caractérisés par cette technique via la 

compétition avec le complexe de la phénolphtaléine[34].  

Par ailleurs, quand le substrat est observable par la technique employée, il peut également être 

caractérisé par méthode indirecte (dès lors que les signaux des substrats et compétiteurs sont 

parfaitement dissociés). Dans cette hypothèse, la limite de détection peut éventuellement être plus 

�����•�•�����‹�µ�����o�}�Œ�•���������o�[���u�‰�o�}�]���������o�����u� �š�Z�}���������]�Œ�����š���X 

�>���•���u� �š�Z�}�����•���]�v���]�Œ�����š���•���•�}�v�š��� �P���o���u���v�š�����]���v���������‰�š� ���•�����µ�Æ���Œ� �•�µ�o�š���š�•���������•� �Œ�]���•�U���‰�µ�]�•�‹�µ�����o�[�}���•���Œ�À���š�]�}�v��

expérimentale ne concerne que le compétiteur et est donc parfaitement maîtrisée.  

Il faut aussi souligner que la réalisation de tracés de variations continues est possible par le biais de la 

méthode compétitive[35]. Dans ce cas, ce sont les concentrations effectives des espèces qui sont 

représentées en ordonnée. Par conséquent, la position du maximum est parfaitement interprétable, 

y compris en présence de plusieurs complexes, contrairement aux tracés de Job issus de la méthode 

���]�Œ�����š���X�������‰���v�����v�š�U���]�o�����•�š���v� �����•�•���]�Œ�����������•�[���•�•�µ�Œ���Œ���‹�µ�[���µ���µ�v�����]�v�š���Œ�����š�]�}�v���v�[���Æ�]�•�š�������v�š�Œ�����o�����•�µ���•�š�Œ���š�����š��

le compétiteur. Il suffit pour cela de réaliser, en plus des expériences compétitives, des expériences 

���v���o�}�P�µ���•�� ���v�� �o�[�����•���v������ ������ ���Ç���o�}�����Æ�š�Œ�]�v���� �W�� �•�[�]�o�� �v�[�Ç��a �‰���•�� ���[�]�v�š���Œ�����š�]�}�v�� ���v�š�Œ���� �o���� ���}�u�‰� �š�]�š���µ�Œ�� ���š�� �o����

molécule invitée, le signal observé ne sera pas modifié. 

Par ailleurs, pour que la différence de signal avant et après introduction du substrat soit perceptible, 

le couple [concentration totale-stabilité] associé au substrat doit être suffisamment fort pour 

perturber le couple [concentration totale-stabilité] associé au compétiteur. Contrairement aux idées 

�Œ�����µ���•�U�������š�š�����v�}�š�]�}�v���v�[���•�š���Œ���š�]�}�v���o�]�•�����o�����‹�µ�����‰���Œ���•�]�u�µ�o���š�]�}�v���������o�[���Æ�‰� �Œ�]���v�����X�����v�����(�(���š�U���µ�v�����}�u�‰�o���Æ����������

faible stabilité peut tout à fait entrer en compétition avec un complexe de forte stabilité, mais 

seulement si les concentrations employées en chacun des partenaires viennent compenser ces 

différences de constante de formation. 

 I.2.1.3 Méthode de solub ili té 

���P���o���u���v�š�� ���}�v�v�µ���� �•�}�µ�•�� �o���� �v�}�u�� ������ �u� �š�Z�}������ ���[�,�]�P�µ���Z�]�� ���š�� ���}�v�v�}�Œ�•[36], la méthode de solubilisation 

consiste à mesurer la concentration maximale que le substrat peut atteindre en solution en présence 

de molécules complexantes�X�����v���‰�Œ���š�]�‹�µ���U���]�o���•�[���P�]�š���������‰�o�������Œ���������•�µ���•�š�Œ���š�����v�����Æ�����•�������v�•�������•���•�}�o�µ�š�]�}�v�•�������� 

molécules hôtes de concentrations variables, puis de mesurer, après filtration, la quantité totale de 

substrat solubilisé. La représentation de la solubilité apparente en fonction de la concentration totale 

en molécules complexantes peut conduire à différents types de courbes (Figure 9). 

Lorsque le complexe présente une solubilité au moins équivalente à celle de la molécule hôte, la 

�•�}�o�µ���]�o�]�š� �����µ���•�µ���•�š�Œ���š�����µ�P�u���v�š�������o�}�Œ�•���������u���v�]���Œ�������}�v�š�]�v�µ�����•�}�µ�•���o�[���µ�P�u���v�š���š�]�}�v���������o�������}�v�����v�š�Œ���š�]�}�v��
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Avec :  

�= = �����L�?�M�? E �� ���L�?�ME �>���G�?�XE �� �>���?�X���¼���>���?�X��   (11)  

�> L �� ���L�?�ME �� �:�>���G�?�XF���>�� �?�X�; E �����L�?�M�? �Û �:�>���?�X���¤���>���?�X�;��E�����L�?�M�? �Û ���L�?�M��   (12)  

�… L �� F�����L�?�M�? �Û �� ���L�?�M�Û �>���?�X      (13)  

���à�� L �ƒ�”�…�…�‘�•��
�¤�6���Ô�/ �>�=�Ô�Õ���¤���6�;�Ö

��¥�:�Ô�. �¤���7�Õ�;�/ ��
      (14)  

 I.2.2.3 Autres cas 

�>�}�Œ�•�‹�µ���� �o���� �•�Ç�•�š���u����� �š�µ���]� ���‰�Œ� �•���v�š���� �µ�v���‰�o�µ�•���P�Œ���v���� �v�}�u���Œ���������� ���}�u�‰�o���Æ���•�� ���š�l�}�µ�������•�� �•�š�ˆ���Z�]�}�u� �š�Œ�]���•��

�•�µ�‰� �Œ�]���µ�Œ���•�U�� �o���� �•�Ç�•�š���u���� �v���� �‰���µ�š�� �!�š�Œ���� �Œ� �•�}�o�µ�� ������ �(�����}�v�� �(�}�Œ�u���o�o���U�� �•�}�]�š�� �‰���Œ������ �‹�µ�[�]�o�� ���•�š�� �]�u�‰�}�•�•�]���o���� ������

�Œ����� �(�]�v�]�Œ���o�����‰�Œ�}���o���u�����•�}�µ�•���o�����(�}�Œ�u�������[�µ�v���µ�v�]�‹�µ�����‰�}�o�Ç�v�€�u���U���•�}�]�š���‰���Œ�������‹�µ�����o�����‰�}�o�Ç�v�€�u������� �(�]�v�]�����•�š��������

degré supérieur à 3. 

�/�o�����•�š�����o�}�Œ�•���v� �����•�•���]�Œ�������[�µ�š�]�o�]�•���Œ���µ�v�����u� �š�Z�}�������v�µ�u� �Œ�]�‹�µ�������š���v�}�v���‰�o�µ�•�����v���o�Ç�š�]�‹�µ�����‰�}�µ�Œ����� �š���Œ�u�]�v���Œ���o���•��

concentrations de chaque espèce. Les ���o�P�}�Œ�]�š�Z�u���•�� �µ�•�µ���o�•�� ������ �Œ� �•�}�o�µ�š�]�}�v�� ���[� �‹�µ���š�]�}�v�� ���}�]�À���v�š�� �!�š�Œ����

�µ�š�]�o�]�•� �•�� �‰�}�µ�Œ�� �o�[� �À���o�µ���š�]�}�v�� ������ �����•�� ���}�v�����v�š�Œ���š�]�}�v�•�U�� ���š�� ������ ���v�� �‰�o�µ�•�� ���µ�� �š�Œ���]�š���u���v�š�� �P�o�}�����o�� �����•�� ���}�v�v� ���•��

�]�•�•�µ���•���������o�[� �š�µ���������������}�u�‰�o���Æ���š�]�}�v�X 

Il faut ajouter que de tels algorithmes peuvent également être utilisés dans des cas plus simples. Les 

�•�Ç�•�š���u���•���]�u�‰�o�]�‹�µ���v�š���o���•���•�š�ˆ���Z�]�}�u� �š�Œ�]��s 1�W�í�����š���î�W�í���}�µ���í�W�í�����š���í�W�î���~��� �(�]�v�]�š�]�}�v�����[�µ�v���‰�}�o�Ç�v�€�u���������������P�Œ� ��

�ï�•���•�}�v�š�����]�v�•�]���P� �v� �Œ���o���u���v�š���š�Œ���]�š� �•���‰���Œ���������š�Ç�‰�������[���‰�‰�Œ�}���Z���X 

 

I.2.3 Techniques expérimentales 

Le fait que toute mesure physico-���Z�]�u�]�‹�µ���� ���µ�š�}�Œ�]�•���� �‰�}�š���v�š�]���o�o���u���v�š�� �o�[� �À���o�µ���š�]�}�v�� ������ �o���� �•�š�����]�o�]�š� �� �����•��

���}�u�‰�}�•� �•�����[�]�v���o�µ�•�]�}�v������� �š� ���o���Œ�P���u���v�š���]�o�o�µ�•�š�Œ� �������v�•���o�����o�]�š�š� �Œ���š�µ�Œ���U�����À�������µ�v�������]�À���Œ�•�]�š� �����}�v�•�]��� �Œ�����o����������

techniques. 

Dans le cadre des mesures en phase liquide, la stabilité des complexes a ainsi été étudiée par les 

�•�‰�����š�Œ�}�•���}�‰�]���•�� �}�‰�š�]�‹�µ���•�� ���[�����•�}�Œ�‰�š�]�}�v�� �h�s-visible[31],[40]�U�� ���[� mission de fluorescence[41],[42],[43], de 

dichroïsme circulaire[44],[45], par les spectrométries de RMN 1H et DOSY[24],[46] mais aussi par le bais de 

techniques � �o�����š�Œ�}���Z�]�u�]�‹�µ���•�U���������u���•�µ�Œ���•���������š���v�•�]�}�v���������•�µ�Œ�(�������Y 

Par exemple, par RMN, il est également possible de suivre la variation du déplacement chimique des 

�‰�Œ�}�š�}�v�•�� ������ �o�[�]���µ�‰�Œ�}�(���v���� ���v�� �‰�Œ� �•���v������ ������ ���}�v�����v�š�Œ���š�]�}�v�•�� ���Œ�}�]�•�•���v�š���•�� ������ �t������ ���(�]�v�� ���[� �À���o�µ���Œ�� �o����

complexation entre les deux composés[47] (Figure 10). 
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métallique. De fait, bien que les constantes obtenues soient souvent corrélées à celles observées en 

phase liquide[50], les complexes étudiés ne sont pas strictement identiques lors de la comparaison de 

la RPS aux autres techniques. Il faut � �P���o���u���v�š�� �•�}�µ�o�]�P�v���Œ�� �‹�µ���� �o���� �Z�W�^�� �•�[���‰�‰�µ�]���� �•�µ�Œ�� �o���� �u���•�µ�Œ���� �����•��

cinétiques de formation et dissociation pour calculer la stabilité du complexe.  

 

I.2.4 Typologie des réponses expérimentales 

Si les techniques analytiques employées sont diverses, elles traduisent de manière systématique la 

concentration des espèces libres et complexées en un signal mesurable. Cette partie vise par 

���}�v�•� �‹�µ���v�š�� ���� ��� �(�]�v�]�Œ�� �o���� �š�Ç�‰�}�o�}�P�]���� �����•�� ���]�(�(� �Œ���v�š���•�� �Œ� �‰�}�v�•���•�� ���Æ�‰� �Œ�]�u���v�š���o���•�U�� �‰�µ�]�•�‹�µ�[���o�o���•�� �‰���Œ�š�]���]�‰���v�š��

directement à la caractérisation des stabilités. 

 I.2.4.1 Définition du cas général 

Bien que la constante de formation soit liée uniquement aux aspects thermodynamiques de la 

complexation, les ordres de grandeur respectifs de la cinétique du phénomène et du temps de 

�Œ� �‰�}�v�•�����������o�[���‰�‰���Œ���]�o�o���P�������}�v���]�š�]�}�v�v���v�š���o�����•�]�P�v���o���}���•���Œ�À� ���o�}�Œ�•���������o�[� �š�µ���������[�]�v���o�µ�•�]�}�v�X 

�>�}�Œ�•�‹�µ�[�µ�v��� �‹�µ�]�o�]���Œ�����•�[� �š�����o�]�š���‰�o�µ�•���o���v�š���u���v�š���‹�µ�����o�����š���u�‰�•���v� �����•�•���]�Œ���������o�[�����‹�µ�]�•�]�š�]�}�v�������•�����}�v�v� ���•�U���}�v��

observe des signaux distincts pour les formes libres et complexées. Le calcul de la stabilité peut alors 

�•�[���(�(�����š�µ���Œ�� ���]�Œ�����š���u���v�š�U�� �‰�µ�]�•�‹�µ���� �o���•�� ���}�v�����v�š�Œ���š�]�}�v�•�� �����•�����•�‰�������•�� �‰���µ�À���v�š�� �!�š�Œe évaluées par simple 

� �š���o�}�v�v���P�������Æ�š���Œ�v���X���������}�v�š�Œ���Œ�]�}�U���•�]���o�[� �‹�µ�]�o�]���Œ�����‰�Œ���v�����‰�o�����������v���µ�v���š���u�‰�•���]�v�(� �Œ�]���µ�Œ�����µ���š���u�‰�•���������Œ� �‰�}�v�•����

�������o�[���‰�‰���Œ���]�o�U���o���•�����•�‰�������•���‰���•�•���v�š�����[�µ�v�����(�}�Œ�u���������µ�v�������µ�š�Œ�����•�µ�Œ���o�����š���u�‰�•�����[�����‹�µ�]�•�]�š�]�}�v�U�����š���o�[�}�v���}���š�]���v�š��

un signal moyen et non plus deux signaux indépendants. De plus, la complexation correspondant à 

�µ�v��� �‹�µ�]�o�]���Œ���U���o���� �•�]�P�v���o�����µ�����}�u�‰�o���Æ���� �•���µ�o���v�[���•�š���‰���•�����������•�•�]���o���U�������� �‹�µ�]�����u�‰�!���Z���� ������ �‰�Œ�}��� �����Œ�����µ�������o���µ�o��

des concentrations par simple dosage. 

Dans le cas des complexes de CD, la cinétique de formation est généralement rapide, de telle sorte 

�‹�µ���� �o�[�}�v�� �}���•���Œ�À���� ������ �u���v�]���Œ���� �‹�µ���•�]�� �•�Ç�•�š� �u���š�]�‹�µ���� �µ�v �•�]�P�v���o�� �u�}�Ç���v�U�� ���� �o�[�]�u���P���� ���µ�� �����•�� �‰�Œ� �•���v�š� �� ���v��

Figure 5. 

La réponse mesurée R correspond alors à la somme des contributions de toutes les espèces à 

�o�[� �‹�µ�]�o�]���Œ�����W 

�� L �� �� E�� �� E Í Í �� �L�c �?�M�d��������������������
�:�s�w�;

�R

�l�@�5

�Q

�k�@�5

 

La réponse de chaque espèce fait intervenir le coefficient de réponse correspondant rkX 

�� L �•�p
�M���Û�>���?E �•�p

�L���Û�>�� �?E�� Í Í �� �•�p �L�c �?�M�d�>�� �k ���¼�����l �?�����������������������:�s�x�;������

�R

�l�@�5

�Q

�k�@�5
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Les coefficients de réponse des espèces libres étant mesurables de manière indépendante, le 

système ainsi défini comport���� �µ�v�� �v�}�u���Œ���� ���[�]�v���}�v�v�µ���•�� � �P���o�� ���� �����µ�Æ fois le nombre de complexes : 

���Z���‹�µ���� ���}�u�‰�}�•� �� ���[�]�v���o�µ�•�]�}�v�� ���‰�‰�}�Œ�š���� �o�[���Æ�‰�Œ���•�•�]�}�v�� ���[�µ�v�� ���}���(�(�]���]���v�š�� ������ �Œ� �‰�}�v�•���� �~rkCDm-In�•�� ���š�� ���[�µ�v����

constante de formation (KCDm-In), qui conditionne la concentration [CDm-In]. La résolution de cette 

� �‹�µ���š�]�}�v���v� �����•�•�]�š�����‰���Œ�����}�v�•� �‹�µ���v�š�����[���u�‰�o�}�Ç���Œ���W 

- soit une méthode approximative, basée sur le caractère négligeable de certaines concentrations, 

- �•�}�]�š���µ�v�����u� �š�Z�}���������o�P�}�Œ�]�š�Z�u�]�‹�µ�������o�}�Œ�•�����Æ���u�‰�š�������[approximations. 

 I.2.4.2 Influence du nombre de complexes 

Les CD �u�}�v�}�u� �Œ�]�‹�µ���•�� ���}�v���µ�]�•���v�š�� �P� �v� �Œ���o���u���v�š�� ���� �o�[�}���•���Œ�À���š�]�}�v�� ���[�µ�v���� �•�š�ˆ���Z�]�}�u� �š�Œ�]�� 1:1. Dans ce 

�����•�U���o�[���Æ�‰�Œ���•�•�]�}�v��(16) se simplifie : 

�� L�����p�•�M���Û�>���?��E���p�•�L���Û�>�� �?����E���p�•�L�?�M���Û�>���¼���?         (17)  

Les autres �•�š�ˆ���Z�]�}�u� �š�Œ�]���• les plus courantes correspondent au mélange de complexes 1:1 et 2:1, 

ainsi que 1:1 et 1:2. Les équations obtenues sont alors respectivement les suivantes : 

�� L�����p�•�M���Û�>���?��E���p�•�L �Û�>�� �?��E���p�•�L�?�M���Û�>���¼���?��E���p���•�L�. �M���Û�>�� �6�¼���?        (18)  

 

�� L�����p�•�M���Û�>���?��E���p�•�L���Û�>�� �?��E���p�•�L�?�M���Û�>���¼���?��E���p���•�L�?�M�. ���Û�>���¼���6�?����     (19)  

 

 I.2.4.3 Influence de la spécificité de la réponse expérimentale 

Les relations exposées précédemment peuvent également être modulées en fonction de la spécificité 

de la réponse expérimentale. Afin de faciliter la compréhension de ces concepts, nous décrivons les 

simplifications correspondan�š���•�� �•�µ�Œ�� �o���� �����•���� ���[�µ�v�� ���}�u�‰�o���Æ���� �í�W�í�� �•���µ�o�U�� ���š�� ���}�v���� ���� �‰���Œ�š�]�Œ�� ������ �o�[� �‹�µ���š�]�}�v��

(17) . 

1er cas : absence de réponses ���[�µ�v����des espèces libres 

������ �v�}�u���Œ���µ�•���•���š�����Z�v�]�‹�µ���•�� �•�}�v�š���]�v�•���v�•�]���o���•������ �o�[�µ�v���}�µ��à �o�[���µ�š�Œ���������•�� �‰���Œ�š���v���]�Œ���•�������� ���}�u�‰�o���Æ���š�]�}�v�X��������

�(���]�š�U�������v�•���������š�Ç�‰�������[� �š�µ�����U���o�[� �‹�µ���š�]�}�v��(17) se simplifie : 

�� L�����p�•�M���Û�>���?��E���p�•�L�?�M���Û�>�� 	k���?�����:�t�r�;���������������}�µ���������������� L�����p�•�L���Û�>���� �?��E���p�•�L�?�M���Û�>�� 	k���?�����:�t�s) 

Si �o�[� �‹�µ���š�]�}�v�� �•���u���o���� �‰�o�µ�•�� �•�]�u�‰�o���U��le système comporte toujours deux inconnues (stabilité et 

coefficient de réponse du complexe). En conséquence, le traitement des données nécessite toujours 

une approche approximative ou algorithmique. 

���� �š�]�š�Œ���� ���[���Æ���u�‰�o���U�� �‰�µ�]�•�‹�µ���� ������ �v�}�u���Œ���µ�•���•��CD (en particulier les CD natives) ne comportent pas de 

chromophore, les études de spectroscopie UV-visible ou de fluorescence sont basées uniquement 

sur la réponse de la molécule invitée (sous ses formes libres et complexées). 
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������ �u�!�u���U�� �o�}�Œ�•�� ���[� �š�µ�����•�� �Z�D�E�U�� �o���� �š�Œ���]�š���u���v�š�� �����•�� ���}�v�v� ���• �•�[���(�(�����š�µ���Œ���� �•�µ�Œ�� �o���� �•�]�P�v���o�� ���•�•�}���]� �� �•�}�]�š�� ���� �o����

molécule invitée, soit à la molécule hôte. Il faut par ailleurs souligner que le déplacement chimique 

�}���•���Œ�À� �� ���v�� �Z�D�E�� ���}�v�•�š�]�š�µ���� �µ�v�� �����•�� �‰���Œ�š�]���µ�o�]���Œ�� ���v�� �š���Œ�u���•�� ������ ���}���(�(�]���]���v�š�� ������ �Œ� �‰�}�v�•���U�� �‰�µ�]�•�‹�µ�[�]�o�� ���•�š��

proportionnel �v�}�v���‰���•�������o�[���•�‰���������}���•���Œ�À� �����u���]�•�������•�����‰�Œ�}�‰�}�Œ�š�]�}�v���W 

�� L�����p�•�M���Û
�>���?
�>���?�X

E���p�•�L�?�M���Û
�>�� 	k���?
�>���?�X

�����:�t�t�;���������������}�µ���������������� L�����p�•�L���Û
�>�� �?
�>�� �?�X

�� E���p�•�G�H�?�M���Û
�>�� 	k���?
�>�� �?�X

���� �:�t�u�; 

2ème cas : absence de réponses des deux espèces libres 

�����Œ�š���]�v���•�� �š�����Z�v�]�‹�µ���•�� �‰���µ�À���v�š�� ���}�v���µ�]�Œ���� ���� �o�[�}���•���Œ�À���š�]�}�v�� ���[�µ�v�� �•�]�P�v���o�� �µ�v�]�‹�µ���u���v�š�� ���}�v�•� ���µ�š�]�(�� ���� �o����

�‰�Œ� �•���v�����������•�����}�u�‰�o���Æ���•�X���>�[� �‹�µ���š�]�}�v��(17)  �‰���µ�š�����o�}�Œ�•���•�[� ���Œ�]�Œ�����W 

�� L�����p�•�L�?�M���Û�>�� �¤���?       (24)  

�����o�[�]�u���P�������µ�������•���‰�Œ� ��� �����v�š�U���o�����•�]�u�‰�o�]�(�]�����š�]�}�v���v�[���o�o���P�����‰���•���o�����v�}�u���Œ�������[�]�v���}nnues et ne modifie donc 

pas, sur un plan conceptuel, le traitement des données. 

�h�v�����š���o�o����� �‹�µ���š�]�}�v���•�[���‰�‰�o�]�‹�µ�������v���‰���Œ�š�]���µ�o�]���Œ���o�}�Œ�•���������o�[�µ�š�]�o�]�•���š�]�}�v�����µ�����]���Z�Œ�}�b�•�u�������]�Œ���µ�o���]�Œ�����W���•�]���o����CD ne 

comporte pas de chromophore (cas des CD �v���š�]�À���•�•�����š���‹�µ�����o�����u�}�o� ���µ�o�����]�v�À�]�š� �����v�[���•�š���‰���•�����Z�]�Œ���o���U���•���µ�o��

�o�������}�u�‰�o���Æ�����(�}�Œ�u� �����•�š�������o�����(�}�]�•�����•�Ç�u� �š�Œ�]�‹�µ�������š�����}�š� �������������‰�����]�š� �����[�����•�}�Œ�‰�š�]�}�v�X���>�����•�]�P�v���o�����]���Z�Œ�}�b�‹�µ�������•�š��

���o�}�Œ�•���µ�v�]�‹�µ���u���v�š���(�}�v���š�]�}�v���������o�������}�v�����v�š�Œ���š�]�}�v�����µ�����}�u�‰�}�•� �����[�]�v���o�µ�•�]�}�v�X 

La calorimétrie de tit�Œ���š�]�}�v�� �]�•�}�š�Z���Œ�u���� ���}�v�•�š�]�š�µ���� �µ�v�� ���µ�š�Œ���� ���Æ���u�‰�o���U�� �‰�µ�]�•�‹�µ�[���o�o���� �v���� �u���•�µ�Œ���� �‹�µ���� �o����

chaleur produite par la formation du complexe : le signal obtenu ne comporte donc pas de 

contribution directe des espèces libres. Il faut néanmoins souligner que la chaleur mesurée est 

���}�v�•� ���µ�š�]�À���� ���µ�� �v�}�u���Œ���� ������ �u�}�o���•�� ������ ���}�u�‰�o���Æ���� �(�}�Œ�u� �� �o�}�Œ�•�� ������ �o�[�]�v�i�����š�]�}�v�� ���š�� �v�}�v���‰���•�� �•�š�Œ�]���š���u���v�š�� ���� �o����

concentration régnant dans la cellule. 

3ème cas : absence de réponses des complexes 

�^�]�� ������ �•�}�v�š�� �o���•�� ���}�u�‰�o���Æ���•�� �‹�µ�]�� �v�[�]�v�š���Œ�À�]���v�v���v�š�� �‰���•�� �����v�•�� �o�����Œ� �‰�}�v�•���� ���Æ�‰� �Œ�]�u���v�š���o���U�� �o�[� �‹�µ���š�]�}�v��(17)  se 

simplifie plus fortement : 

�� L�����p�•�M���Û�>���?�����:�t�w�;�������������‘�—�������������� L�����p�•�L���Û�>�� �?    (26)  

�����v�•�������������•�U���‰�µ�]�•�‹�µ�����o�������}���(�(�]���]���v�š���������Œ� �‰�}�v�•�����‰���µ�š���!�š�Œ������� �(�]�v�]���‰���Œ���o�[� �š�µ���������������Z���‹�µ�����u�}�o� ���µ�o�����•���µ�o���U��

�o���� �•�Ç�•�š���u���� �v���� ���}�u�‰�}�Œ�š���� �‰�o�µ�•�� �‹�µ�[�µ�v���� �]�v���}�v�v�µ���� �o�}�Œ�•�� �����•��expériences de complexation, à savoir la 

�•�š�����]�o�]�š� �����µ�����}�u�‰�o���Æ���X���/�o�����•�š�����}�v�����‰�}�•�•�]���o������������� �š���Œ�u�]�v���Œ���o�������}�v�����v�š�Œ���š�]�}�v���������o�[���•�‰���������o�]���Œ�����‰�}�µ�Œ�������•��

concentrations totales données, et par conséquent de calculer la constante de formation de manière 

directe. 

La te���Z�v�]�‹�µ�������[headspace �‰���µ�š�����}�Œ�Œ���•�‰�}�v���Œ�������������������•���������(�]�P�µ�Œ���U���‰�µ�]�•�‹�µ�[���o�o�����v�����u���•�µ�Œ�����‹�µ�����o�����•�]�P�v���o��

consécutif à la présence de la molécule invitée dans la phase gazeuse (la CD et les complexes étant 

���}�v�•�]��� �Œ� �•�����}�u�u�����v�}�v���À�}�o���š�]�o���•�•�X���E� ���v�u�}�]�v�•�U���o�[�}���š���v�š�]�}�v�����µ�����}���(�(�]���]���v�š���������Œ� �‰�}�v�•�����������o�[���•�‰���������o�]���Œ����

nécessite la détermination de sa constante de Henry, ce qui est rarement entrepris dans la 
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littérature. Les études publiées considèrent le coefficient de réponse comme étant inconnu, et par 

���}�v�•� �‹�µ���v�š�� �o�[� �‹�µ���š�]�}�v��(25) comporte la même complexité que la relation (17) , ce qui suppose à 

nouveau une résolution algorithmique ou une résolution graphique avec approximation. 

4ème cas : équivalence de coefficients de réponse 

Lorsque la méthode de mesure de solubilité est employée, ce sont des dosages totaux qui sont 

entrepris et non plus une étude des différences de réponse entre espèces libres et complexées. On 

se place alors dans des conditions analytiques pour lesquelles on peut considérer que les espèces 

�o�]���Œ���•�� ���š�� ���}�u�‰�o���Æ� ���•�� �‰�Œ� �•���v�š���v�š�� �����•�� �Œ� �‰�}�v�•���•�� �•���v�•�]���o���u���v�š�� � �P���o���•�X�� �>�[� �‹�µ���š�]�}�v��(17)  peut alors 

�•�[� ���Œ�]�Œ��: 

�� L�����p�•�M���Û�>���?E���p�•�L�?�M���Û�>�� �¤���?L�����p�•�M���Û�>���?�7��      (27)  

Dans ce cas, la concentration en complexe peut être connue par soustraction de la solubilité de la 

molécule invitée seule à la concentration totale observée en présence de molécules hôtes.  

 

I.2.5 Traitement des données 

�>���� �•�Ç�•�š���u���� ���[� �‹�µ���š�]�}�v�•�� �Œ���o���š�]�(�� ���µ�Æ�� � �š�µ�����•�� ������ ���}�u�‰�o���Æ���š�]�}�v�����}�u���]�v���� �o���•��polynômes décrivant les 

���}�v�����v�š�Œ���š�]�}�v�•�������o�[� �‹�µ�]�o�]���Œ�������š���o���•�����Æ�‰�Œ���•�•�]�}�v�•����� ���Œ�]�À���v�š���o�����Œ� �‰�}�v�•�������Æ�‰� �Œ�]�u���v�š���o���X���>�� complexité du 

problème ainsi défini peut être adressée soit en mettant en �ˆ�µ�À�Œ�� des simplifications sur le plan 

mathématique (I.2.5.1 à I.2.5.3), soit en utilisant des méthodes numériques (1.2.5.4). 

I.2.5.1 Méthode directe 

Le protocole de titration permet, dans le cas des complexes de type 1:1, une formulation simplifiée 

���µ���•�Ç�•�š���u���� ���[� �‹�µ���š�]�}�v�•���Œ� �P�]�•�•���v�š���o���•�� � �‹�µ�]�o�]���Œ���•�� ���š���o���•���Œ� �‰�}�v�•���•�����Æ�‰� �Œ�]�u���v�š���o���•. Cette simplification 

�v�[���•�š�� �š�}�µ�š���(�}�]�•�� �‰�}�•�•�]���o���� �‹�µ���� �•�]�� �o���� ���}�v�����v�š�Œ���š�]�}�v�� ���v�� ���}�u�‰�o���Æ��s est largement inférieure à la 

concentration totale en molécule titrante. Cette condition est notamment respectée quand la 

concentration totale en molécule titrante est largement supérieure à la concentration totale en 

molécule titrée. Il est alors possible de procéder à une linéarisation des équations, autorisant un 

traitement �P�Œ���‰�Z�]�‹�µ���� �����•�� ���}�v�v� ���•�X�� �>���•�� ���]�À���Œ�•���•�� �u� �š�Z�}�����•�� ���Æ�]�•�š���v�š���•�� �v� �����•�•�]�š���v�š�� ���[���Æ�‰�Œ�]�u���Œ�� �����µ�Æ 

grandeurs, affiliées respectivement aux variations expérimentales et aux concentrations en molécule 

�š�]�š�Œ���v�š���X���>�����Œ���‰�Œ� �•���v�š���š�]�}�v���������o�[�µ�v���������������•���P�Œ���v�����µ�Œ�•�����v���(�}�v���š�]�}�v���������o�[���µ�š�Œ������� �(�]�v�]�š une droite, dont la 

�‰���v�š�������š���o�[�}�Œ���}�v�v� ���������o�[�}�Œ�]�P�]�v�����‰���Œ�u���š�š���v�š�����o�}�Œ�•�������������o���µ�o���Œ���oa constante de formation. Les équations 

utilisées dans le cadre des divers traitements sont présentées dans le Tableau 2[51],[52],[53]. �' OBS 

représente la différence expérimentale observée entre la molécule titrée seule et la molécule invitée 

en présence de la molécule titrante ; �' MAX correspond à la différence expérimentale entre la 

molécule titrée seule et la molécule titrée totalement complexée (�' MAX est donc initialement 

inconnu, mais non nécessaire au tracé). Pour chaque équation, le terme de gauche représente 
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I.2.5.2 Méthode indirecte 

La compétition réalisée par la mise en présence de deux complexes 1:1 autorise le traitement formel 

des données[30]. �^�]���o�[�}�v���‰�}�•�����Z0 et R�f  comme étant respectivement les réponses du compétiteur seul 

et du compétiteur infiniment complexé (donnée à extraire du traitement de la titration préalable 

entre molécule hôte et compétiteur), il est possible de définir les équations suivantes : 

�>�� �?L ��
�V���¤���V�,

�O�D�¤�E�Y���:�V�’ �¤���V�;
 (31)  

�>�����¤�����G�?L �>���?�X���¤��
�V���¤���V�,

�O�D�¤�E�Y���:�V�’ �¤���V�;
���¤��

�V���¤���V�,
�V�’ �¤���V

�Û�>���G�?�X (32)  

�>�L���¤���M�?�?

�>�L�?
L �� ���L�¤�M���:�>���G�?�X���¤���>�� �¤���G�?�; (33)  

Il suffit alors de représenter le rapport [H-I]/[H] issu des mesures, en fonction de la quantité 

expérimentale [IC]T -[H]T pour obtenir une droite dont la pente est égale à KH-I. 

I.2.5.3 Méthode de solubilité 

A nouveau, les complexes 1:1 permettent un traitement simplifié des données[26]. Dans ce cas, la 

courbe représentant la solubilité apparente de la molécule invitée en fonction de la concentration 

totale en molécules complexantes est de type AL �V�� ���o�o���� ���}�v�•�š�]�š�µ���� �µ�v���� ���Œ�}�]�š���� ���}�v�š�� �o�[�}�Œ���}�v�v� ���� ����

�o�[�}�Œ�]�P�]�v�������}�Œ�Œ���•�‰�}�v���������o�����•�}�o�µ���]�o�]�š� ���]�v�š�Œ�]�v�•���‹�µ�����������o�����u�}�o� ���µ�o�����]�v�À�]�š� �����~�^0). La constante de formation 

�‰���µ�š�����o�}�Œ�•���!�š�Œ���������o���µ�o� �����•���o�}�v���o�[� �‹�µ���š�]�}�v���~�ï�ð�•���W 

�� �L�?�ML
�T�c�l�r�c

�W�R���:�5�¤���T�c�l�r�c�;
 (34) 

I.2.5.4 Méthodes numériques  

Les méthodes graphiques précédemment décrites, bien que toujours employées, devraient 

progressivement céder leur place aux méthodes numériques, car ces dernières sont exemptes 

���[���‰�‰�Œ�}�Æ�]�u���š�]�}�v�� ���š�� ���}�v���� ������ ���}�v�š�Œ���]�v�š���•�� ���[���‰�‰�o�]�����š�]�}n[31]. De manière générale, les approches 

numériques se basent sur le postulat de valeurs initiales pour les constantes de formation et 

coefficients de réponse, permettant ainsi la simulation des signaux attendus. Ces méthodes utilisent 

alors un algorithme d'optimisation, qui minimise l'écart entre les données expérimentales et 

théoriques. La combinaison des constantes de formation et coefficients de réponse permettant 

l'écart le plus faible correspond alors aux données finales décrivant le complexe.  

Ces méthodes numériques sont d'ailleurs indispensables lorsque les équilibres présents sont trop 

complexes pour permettre une linéarisation et donc un traitement graphique. 

Si de nombreuses méthodes numériques ont été proposées, un cadre unifié sera présenté dans notre 

étude (Chapitre III). 
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I.2.6 Précision de la mesure de stabilité 
 
 

 I.2.6.1 �'�p�W�H�U�P�L�Q�D�W�L�R�Q���G�H���O�¶�L�Q�W�H�U�Y�D�O�O�H���G�H���F�R�Q�I�L�D�Q�F�H���V�X�U���O�D���V�W�D�E�L�O�L�W�p 

La précision relative à la constante de formation est une donnée essentielle, notamment pour 

estimer la convergence entre différentes études. Néanmo�]�v�•�U�� �����š�š���� �]�v�����Œ�š�]�š�µ������ �v�[���‰�‰���Œ���`t pas de 

manière systématique dans la littérature. Par ailleurs, son obtention est généralement basée sur un 

�•�]�u�‰�o���� �����o���µ�o�� ���[� �����Œ�š�� �š�Ç�‰���� �•�µ�Œ�� �o���•�� ���}�v�•�š���v�š���•�� �}���š���v�µ���•�U�� ���� �‰���Œ�š�]�Œ�� ������ �o���� �Œ� �‰� �š�]�š�]�}�v�� ���[���Æ�‰� �Œ�]���v�����•�X��

Comme les expériences sont rarement répétées plus de trois fois, la portée statistique de cet écart 

type reste très limitée.  

���]���v���‹�µ�����‰���µ���µ�š�]�o�]�•� ���•�U�������•�����o�š���Œ�v���š�]�À���•���Œ�}���µ�•�š���•�U�����Æ�]�•�š���v�š���‰�}�µ�Œ�š���v�š���‰�}�µ�Œ���o�[� �À���o�µ���š�]�}�v���������o�����‰�Œ� ���]�•�]�}�v��

sur la stabilité. Elles ont notamment été décrites et développées dans les travaux de Tellinghuisen[56]. 

�����•�� �u� �š�Z�}�����•�� �•���� �����•���v�š�� �•�µ�Œ�� �o���� �‰���Œ�š�µ�Œ�����š�]�}�v�� ������ �o�[���Æ�‰� �Œ�]���v������ �Œ� ���o�]�•� ���� �‰���Œ�� �����•�� �•�}�µ�Œ�����•�� ���[�]�v�����Œ�š�]�š�µ�����•��

�‰�Œ� �•�µ�u� ���•�X�����v���‰���Œ�š�]���µ�o�]���Œ�U���o�[�]�v�����Œ�š�]�š�µ�������š�Ç�‰�]�‹�µ�����������o�� technique analytique est une donnée aisément 

accessible via une étude de répétabilité sur les signaux expérimentaux. �/�o���•�µ�(�(�]�š�����o�}�Œ�•�����[�]�v�i�����š���Œ�������š�š����

�]�v�����Œ�š�]�š�µ������ �����v�•�� �o���� �š�Œ���]�š���u���v�š�� �����•�� ���}�v�v� ���•�� �‰�}�µ�Œ�� ���•�š�]�u���Œ�� �o�[�]�v�����Œ�š�]�š�µ������ �‹�µ���� �����o���� �]�u�‰�o�]�‹�µ���� �•�µ�Œ�� �o����

constante de formation.  

�h�v���� �‰�Œ���u�]���Œ���� �u� �š�Z�}������ ���‰�‰�o�]�‹�µ���v�š�� ������ �‰�Œ�]�v���]�‰���� �•�[���‰�‰�µ�]���� �•�µ�Œ�� �o���•�� ���‰�‰�Œ�}���Z���•�� ������ �š�Ç�‰���� �D�}�v�š���� �����Œ�o�}�X��

���Z���‹�µ���� �À���o���µ�Œ�������� �•�]�P�v���o���Œ� ���o�o���u���v�š���}���š���v�µ�����•�š���‰���Œ�š�µ�Œ��� ���� ���o� ���š�}�]�Œ���u���v�š������ �o�[�]�v�š� �Œ�]���µ�Œ�����[�µ�v���]�v�š���Œ�À���o�o����

��� �(�]�v�]���‰���Œ���o�[�]�v�����Œ�š�]�š�µ������ �š�Ç�‰�]�‹�µ���� �•�µ�Œ���o���•�� �u���•�µ�Œ���•�X Une constante est par conséquent calculée avec ce 

nouveau jeu de valeurs expérimentales. On répète alors cette procédure de perturbations un grand 

nombre de fois (typiquement 1000 à 100000 perturbations). On accède ainsi à une collection de 

valeurs de con�•�š���v�š���•�U�� ���}�v�š�� �}�v�� �‰���µ�š�� �����o���µ�o���Œ�� �o�[� �����Œ�š�� �š�Ç�‰���X�� �>�[�]�v�����Œ�š�]�š�µ������ �}���š���v�µ���� ���•�š�� ���o�}�Œ�•�� �µ�v����

���•�š�]�u���š�]�}�v�� �(�]�����o���� ������ �o���� �‰�Œ� ���]�•�]�}�v�� �•�µ�Œ�� �o���� ���}�v�•�š���v�š���X�� �h�v���� �š���o�o���� ���‰�‰�Œ�}���Z���� �v� �����•�•�]�š���U�� ���� �o�[�]�u���P���� ���µ��

traitement algorithmique des données, une programmation informatique. 

Une second���� �u� �š�Z�}������ ���}�v�����Œ�v���� �o�[���‰�‰�Œ�}���Z���� �‰���Œ�� �o���•�� �u���š�Œ�]�����•�� ������ �À���Œ�]���v����-���}�À���Œ�]���v�����X�� �/�o�� �•�[���P�]�š�� ������

�����o���µ�o���Œ���o�[�]�v�(�o�µ���v���������[�µ�v�����À���Œ�]���š�]�}�v���]�v�(�]�v�]�š� �•�]�u���o�����������o�����•�š�����]�o�]�š� ���•�µ�Œ���o���•���•�]�P�v���µ�Æ���š�Z� �}�Œ�]�‹�µ���•�X���K�v���}���š�]���v�š��

ainsi une évaluation de la dépendance entre stabilité et signal ; �]�o�� ���•�š�� ���o�}�Œ�•�� �‰�}�•�•�]���o���� ���[�]�v�À���Œ�•���Œ�� �o����

�Œ���o���š�]�}�v�� �}���š���v�µ���� �‰�}�µ�Œ�� ���}�v�v���]�š�Œ���� �o�[�]�u�‰�����š�� ������ �o���� �À���Œ�]���š�]�}�v�� ������ �•�]�P�v���o�� �•�µ�Œ�� �o���� �•�š�����]�o�]�š� �X�� �^�]�� �o�[�}�v�� ���‰�‰�o�]�‹�µ����

�o�[�]�v�����Œ�š�]�š�µ������ �š�Ç�‰�]�‹�µ���� �����•�� �•�]�P�v���µ�Æ�� ���Æ�‰� �Œ�]�u���v�š���µ�Æ�� �����v�•�� �����š�š���� �Œ���o���š�]�}�v�U�� �}�v�� �������������� ���� �o�[���•�š�]�u���š�]�}�v�� ������

�o�[�]�v�����Œ�š�]�š�µ�������•�µ�Œ���o�� �•�š�����]�o�]�š� �X�������•�������o���µ�o�•���]�u�‰�o�]�‹�µ���v�š���o�����(�}�Œ�u�µ�o���š�]�}�v�����š���o�[�]�v�À���Œ�•�]�}�v���������u���š�Œ�]�����•�X 

En plus de fournir une estimation rigoureuse de la précision relative aux expériences réalisées, ces 

méthodes autorisent une estimation robuste de la précision, y compris quand une seule expérience a 

été réalisée. 
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Trois questions se posent alors : quelle concentration maximale utiliser en espèce titrante ? Combien 

de concentrations intermédiaires ? Quelles sont les valeurs à employer ? 

La concentration maximale en espèce titrante conditionne le pourcentage maximal de complexe que 

�o�[�}�v���‰�}�µ�Œ�Œ�����}���•���Œ�À���Œ�X���/�o�����•�š�����}�v�����P� �v� �Œ���o���u���v�š�����}�v�•���]�o�o� ���������o�����u���Æ�]�u�]�•���Œ�X���/�o���(���µ�š���v� ���v�u�}�]�v�•���P���Œ�����Œ������

�o�[���•�‰�Œ�]�š�� �‹�µ���� �o�[�]�•�}�š�Z���Œ�u���� �š���v���� �À���Œ�•�� �µ�v���� ���•�Ç�u�‰�š�}�š���U�� ������ �‹�µ�]���o�]�u�]�š���� �o�[���‰�‰�}�Œ�š�� �Œ���o���š�]�(�� ���•�•�}���]� �� ���µ�Æ�� �(�}�Œ�šes 

���}�v�����v�š�Œ���š�]�}�v�•�X�� �W���Œ�� ���]�o�o���µ�Œ�•�U�� �µ�v���� �À���o���µ�Œ�� �š�Œ�}�‰�� � �o���À� ���� �‰���µ�š���•�[���À� �Œ���Œ�� ���}�v�š�Œ��-�‰�Œ�}���µ���š�]�À���� �•�µ�Œ�� ���[���µ�š�Œ���•��

plans �W������ �š�]�š�Œ���� ���[���Æ���u�‰�o���U�� �o���� �(�}�Œ�u���š�]�}�v�� ���[���P�Œ� �P���š�•�� ������CD aux concentrations supérieures à 1-10 mM 

peut conduire à un biais expérimental sur la constante de formation. 

�^�]�� �o���� �À� �Œ�]�(�]�����š�]�}�v�� ������ �o�[����� �‹�µ���š�]�}�v�� ���v�š�Œ���� �o�[���Æ�‰� �Œ�]���v������ ���š���o���� �u�}�����o���� �‰�Œ�}�‰�}�•� �� �~���v�� �š���Œ�u���•�� ������

�•�š�ˆ���Z�]�}�u� �š�Œ�]���•���v� �����•�•�]�š������������� �u�µ�o�š�]�‰�o�]���Œ���o���•�����}�v�����v�š�Œ���š�]�}�v�•���]�v�š���Œ�u� ���]���]�Œ���•�����v�����•�‰���������š�]�š�Œ���v�š���U���]�o���v�[���v��

va pas de même pour la précision de la stabilité. En effet, une isotherme est parfaitement définie à 

�‰���Œ�š�]�Œ�� ���[�µ�v�� �v�}�u���Œ���� ������ �‰�}�]�v�š�•�� �]�v�š���Œ�u� ���]���]�Œ���•�� � �P���o�� ���µ�� �v�}�u���Œ���� ������ ���}�u�‰�o���Æ���•�� �‰�Œ� �•���v�š�•�X�� ���]�v�•i, 

�o�[�]�•�}�š�Z���Œ�u���� ���[�µ�v�� ���}�u�‰�o���Æ���� �í�W1 nécessite mathématiquement la connaiss���v������ ���[�µ�v�� �‰�}�]�v�š��

intermédiaire (deux points intermédiaires pour un mélange de deux complexes). Il faut également 

signaler que les mesures associées à chaque concentration présentent des précisions différentes 

dans la mesure de la stabilité. En conséquence, la répétition expérimentale du nombre minimal de 

c�}�v�����v�š�Œ���š�]�}�v�•�� �]�v�š���Œ�u� ���]���]�Œ���•�� ���‰�‰�}�Œ�š���� �‰�o�µ�•�� ������ �‰�Œ� ���]�•�]�}�v�� �‹�µ���� �o���� �u���•�µ�Œ���� ���[�µ�v�� �P�Œ���v���� �v�}�u���Œ���� ������

concentrations intermédiaires.  

Concernant enfin les valeurs à adopter pour ces concentrations intermédiaires, la règle à retenir est 

�‹�µ�[���o�o���•�����}�]�À���v�š�����}�v���µ�]�Œ���������µ�v����équidistance des signaux expérimentaux (et non à une équidistance 

en termes de concentration). Ainsi dans la figure 12, la distance en ordonnée entre deux points 

consécutifs est systématiquement de 15%. Pour prévoir cet échantillonnage, il est donc nécessaire 

���[���À�}�]�Œ�� �µ�v���� �]��� ���� ���‰�‰�Œ�}�Æ�]�u���š�]�À���� ���� la stabilité du complexe, afin de pouvoir simuler les signaux 

���Æ�‰� �Œ�]�u���v�š���µ�Æ�� ���š�� ��� �(�]�v�]�Œ�� �o���•�� ���}�v�����v�š�Œ���š�]�}�v�•�� �]��� ���o���•�X�� ���v�� �o�[�����•���v������ ���[�}�µ�š�]�o�•�� ������ �•�]�u�µ�o���š�]�}�v�U�� �]�o�� �•�µ�(�(�]�š�� ������

procéder par essais successifs pour définir les concentrations conduisant à des signaux équidistants.  

I.2.7 Convergence inter-études 

Une question récurrente quant à la détermination des stabilités concerne la fiabilité des résultats 

obtenus. Cette question est souvent abordée par la comparaison des constantes obtenues par 

���]�(�(� �Œ���v�š���•���š�����Z�v�]�‹�µ���•�����š�l�}�µ�����]�(�(� �Œ���v�š�•�����µ�š���µ�Œ�•�X���>���� �o�]�š�š� �Œ���š�µ�Œ�����Œ���P�}�Œ�P���� ���[� �š�µ�����•�����}�u�‰���Œ���š�]�À���•���u�µ�o�š�]-

techniques mais aussi de résultats discordants. Connors recensait ainsi en 1996 des valeurs de 

stabilité comprises entre 1000 et 5000 M-1 p�}�µ�Œ�� �o���� �•���µ�o�� ���}�u�‰�o���Æ���� �rCD-p-nitrophénolate[26], et des 

���]�À���Œ�P���v�����•�� ���v���}�Œ���� �‰�o�µ�•�� �]�u�‰�}�Œ�š���v�š���•�� �‰���µ�À���v�š�� �!�š�Œ���� �Œ���v���}�v�š�Œ� ���•�� �‰�}�µ�Œ�� ���[���µ�š�Œ���•�� ���}�u�‰�o���Æ���•�X�� �^�]�� �o����

���}�v�À���Œ�P���v������ �����•�� �Œ� �•�µ�o�š���š�•�� �•���u���o���� �•�]�� �‰�Œ�}���o� �u���š�]�‹�µ���U�� ���[���•�š�� �‹�µ���� �o���•�� �•�}�µ�Œ�����•�� ������ ���]�•�‰���Œ�]�š� �� �•�}�v�š�� ���v�� �(���]�š��

excessivement nombreuses. 

Les biais associés aux modèles de complexation constituent la première source de divergence. Si le 

modèle retenu ne correspond pas strictement à la réalité, cela se traduira par des stabilités 

différentes selon les conditions opératoires choisies. Ces erreurs de modèle peuvent provenir de la 
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présence (même en faibl���� �‹�µ���v�š�]�š� �•�� ���[�µ�v���� �•�š�ˆ���Z�]�}�u� �š�Œ�]�� �v�}�v�� �‰�Œ�]�•���� ���v�� ���}�u�‰�š���U�� ���[���P�Œ� �P���š�•�� �}�µ�� ������

�u�]�����o�o���•���‰�}�µ�Œ���o�[�µ�v�������•���‰���Œ�š���v���]�Œ���•�U�����[�µ�v�����•�����}�v�������(�}�Œ�u���������]���}-�����•�]�‹�µ���Y 

Les conditions opératoires peuvent également fausser la comparaison entre différentes études. En 

particulier, le tampon utilisé, en dehors de son contrôle des différentes formes acido-basiques, 

influera sur la force ionique et la nature des ions en solution, paramètres qui conditionnent la 

stabilité des complexes. 

�>���� �š�Œ���]�š���u���v�š�� �����•�� ���}�v�v� ���•�U�� �•�[�]�o�� �•���� �����•���� �•�µ�Œ�� �����•�� ���‰�‰�Œ�}�Æ�]�u���š�]�}�v�•�U�� �‰���µ�š�� �!�š�Œ���� �Œ���•�‰�}�v�•�����o���� ���[�µ�v����

déviation plus ou moins importante par rapport à la stabilité réelle. Les méthodes graphiques 

supposent en particulier des contraintes opératoires qui ne sont pas forcément respectées de 

manière stricte. 

Par ailleurs, les concentrations utilisées sont généralement tenues pour acquises, mais elles sont en 

fait tou�i�}�µ�Œ�•�����v�š�����Z� ���•�����[�]�v�����Œ�š�]�š�µ�����•�X���W���Œ�����Æ���u�‰�o���U���oes CD présentent un taux ���[�Z�Ç���Œ���š���š�]�}�v���‹�µ�[�]�o�����•�š��

���]�(�(�]���]�o�����������‰���Œ�(���]�š���u���v�š�����}�v�š�Œ�€�o���Œ�X�������•���]�v�����Œ�š�]�š�µ�����•�U�����]���v���‹�µ�[� �À���v�š�µ���o�o���u���v�š���(���]���o���•�U���‰���µ�À���v�š�����]���]�•���Œ��

plus ou moins fortement les stabilités mesurées. 

�>���•�� �š�����Z�v�]�‹�µ���•�� ���Æ�‰� �Œ�]�u���v�š���o���•�� ���}�v�•�š�]�š�µ���v�š�� �‰���Œ�����]�o�o���µ�Œ�•�� �µ�v���� �•�}�µ�Œ������ ���[���Œ�Œ���µ�Œ�•���u� �š�Zodologiques. Si la 

stabilité est bien sûr indépendante des techniques employées, leurs spécificités peuvent avoir un 

�]�u�‰�����š�� �•�µ�Œ�� �o�[���•�š�]�u���š�]�}�v�� ������ �o���� ���}�v�•�š���v�š���� ������ �(�}�Œ�u���š�]�}�v�X�� ���]�v�•�]�U�� ���� �š�]�š�Œ���� ���[���Æ���u�‰�o���U�� �o���•�� �u� �š�Z�}�����•��

séparatives font appel à une compétition entre phase stationnaire et phase mobile qui les 

différencient par rapport aux techniques spectrales. Autre exemple, les spectroscopies optiques sont 

soumises aux phénomènes de diffraction, et tout agrégat éventuellement présent se traduira par une 

interférence�U��� �À���v�š�µ���o�o���u���v�š���(���]���o���������o�[� ���Z���o�o�������µ���•�]�P�v���o���P�o�}�����o���u���]�•���‰�Œ�}�������o���u���v�š���v�}�v���v� �P�o�]�P�������o��������

�o�[� ���Z���o�o�������µ���•�]�P�v���o���‰�Œ�}�‰�Œ���������o�������}�u�‰�o���Æ���š�]�}�v�X���>�[���u�‰�o�}�]���������o������� �Œ�]�À� �����‰�Œ���u�]���Œ���������•���•�‰�����š�Œ���•�����v���o�]���µ�����š��

place des spectres originels est alors nécessaire pour réduire le biais inhérent à ces agrégats. 

���v�(�]�v�U���o�[�µ�v���������•���‰�Œ�]�v���]�‰���o���•���•�}�µ�Œ�����•�����������]�À���Œ�P���v�������Œ� �•�]�������‰�Œ�}�������o���u���v�š�������v�•���o�����š�Œ���]�š���u���v�š���•�š���š�]�•�š�]�‹�µ����

�����•���Œ� �•�µ�o�š���š�•�U���‹�µ�]�U�������v�•���o�����u���]�o�o���µ�Œ�������•�������•�U���v�[���•�š���‰���•�����•�•���Ì����� �À���o�}�‰�‰� �X���>�����Œ� �‰� �š�]�š�]�}�v�������•���u���•�µ�Œ���•�������v�•��

des conditions ana�o�}�P�µ���•�� �v���� ���}�µ�À�Œ���� �‹�µ�[�µ�v���� �‰���Œ�š�]���� �����•�� �•�}�µ�Œ�����•�� ������ �À���Œ�]���š�]�}�v�� �~�‰�Œ�]�v���]�‰���o���u���v�š�� �o����

répétabilité associée à la technique utilisée). Cela se traduit dans la littérature par des intervalles de 

confiance sur la stabilité relativement faibles (souvent inférieurs à 10%)�X���>�[���•�š�]�u���š�]�}�v�������•���]�v�š���Œ�À���o�o���•��

de confiance devrait pourtant prendre en compte non seulement la répétabilité expérimentale, mais 

aussi les incertitudes relatives à la concentration de chaque partenaire, à la régulation de la 

�š���u�‰� �Œ���š�µ�Œ���Y���������‹�µ�]���•�����š�Œ�����µ�]�Œ��it par des intervalles de confiance plus larges mais plus réalistes, et 

par conséquent à un plus grand recouvrement inter-études. 
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I.2.8 Détermination des paramètres thermodynamiques 

La constante de formation, dépendante de la température T, ne représent���� �‹�µ�[�µ�v�� �•���µ�o��des 

paramètres thermodynamiques de la complexation. Les autres grandeurs sont la variation 

���[���v�š�Z���o�‰�]�����' �,�~�d�•�U���o�����À���Œ�]���š�]�}�v�����[���v�š�Œ�}�‰�]�����' S(T) ainsi que la variation des capacités calorifiques �' Cp. 

�>���� �o�}�]�� ������ �À���v�[�š�� �,�}�(�(�� �‰���Œ�u���š�� �š�Z� �}�Œ�]�‹�µ���u���v�š�� ������ �Œ���u�}�v�š���Œ�� ���� �o�[���v�•���u���o���� ������ �����•�� ���}�v�v� ���•�U�� �•�]�u�‰�o���u���v�š��

par la mesure des constantes de formation en fonction de la température et sur la base des 

équations (35)  à (37) . T0 représente une température de référence choisie arbitrairement. 
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Si cette approche est parfois employée dans la littérature, elle est généralement biaisée[60] parce 

�‹�µ�[���o�o���� ���•�š�� �•�}�µ�À���v�š�� �Œ� ���o�]�•� ���� ���v�� ���}�v�•�]��� �Œ���v�š�� �‹�µ���� �o���� �š���Œ�u�����' CP est nul, laissant ainsi une seule 

inconnue, �' H(T0).  Or, le caractère négligeable de �' CP ���}�v�•�š�]�š�µ�����‰�o�µ�š�€�š���o�[���Æ�����‰�š�]�}�v���‹�µ�����o�����Œ���P�o���������v�•���o����

�������Œ���������•�����}�u�‰�}�•� �•�����[�]�v���o�µ�•�]�}�v�X���/�o�����•�š�����v�����(�(���š���‰���µ���‰�Œ�}�������o�����‹�µ�[�µ�v�����}�u�‰�o���Æ�����‰�Œ� �•���v�š�����µ�v���������‰�����]�š� ��

calorifique égale ���� �o���� �•�}�u�u���� �����•�� �����‰�����]�š� �•�� ������ ���Z���‹�µ���� �‰���Œ�š���v���]�Œ���� �]�•�}�o� �X�� �>�[�]�v�š���Œ�À���v�š�]�}�v�� �����•�� �(�}�Œ�����•��

�Z�Ç���Œ�}�‰�Z�}�����•�����}�v���µ�]�š�����[���]�o�o���µ�Œ�•���P� �v� �Œ���o���u���v�š�����������•���À���o���µ�Œ�•���v� �P���š�]�À���•���������' CP.  

�W���Œ�� ���]�o�o���µ�Œ�•�U�� �•�]�� �o�[�}�v�� ��� �•�]�Œ���� �o���À���Œ�� �����š�š���� ���‰�‰�Œ�}�Æ�]�u���š�]�}�v�U�� �]�o�� ���•�š�� ���o�}�Œ�•�� �v� �����•�•���]�Œ���� ������ ���}�v�•�]��� �Œ���Œ�� �����µ�Æ��

i�v���}�v�v�µ���•�������v�•���o�����š�Œ���]�š���u���v�š���������À���v�[�š���,�}�(�(�����~�' H(T0) et �' CP). Néanmoins, cela suppose que la valeur 

de �' CP �•�}�]�š���]�v��� �‰���v�����v�š�����������o�����š���u�‰� �Œ���š�µ�Œ���U���u���]�•��� �P���o���u���v�š���‹�µ�����o�[�]�v�����Œ�š�]�š�µ�������•�µ�Œ���o���•�����}�v�•�š���v�š���•��������

formation soit nettement inférieure à la variation de ces c�}�v�•�š���v�š���•���•�µ�Œ���o�[�]�v�š���Œ�À���o�o�����������š���u�‰� �Œ���š�µ�Œ�� ; 

�����v�•���o���������•�����}�v�š�Œ���]�Œ���U���o�[�]�v�����Œ�š�]�š�µ�������•�µ�Œ���o���•���' H(T0) et �' CP �����o���µ�o� �•���‰���µ�š�����o�}�Œ�•���•�[���À� �Œ���Œ�����}�v�•�]��� �Œ�����o���X 

La calorimétrie de titration isotherme constitue alors la seule technique expérimentale permettant 

de contourner �����•�����]�(�(�]���µ�o�š� �•�X�����v�����(�(���š�U�����}�u�u�����o�[�/�d�����‰���Œ�u���š���������u���•�µ�Œ���Œ���•�]�u�µ�o�š���v� �u���v�š���o�����•�š�����]�o�]�š� �����µ��

complexe et son enthalpie de formation, les grandeurs thermodynamiques (et leur dépendance à la 

température) sont alors connues avec une précision satisfaisan�š�������š�����v���o�[�����•���v������ ���[���‰�‰�Œ�}�Æ�]�u���š�]�}�v�•�X��

�����v�•�� ������ �������Œ���U�� �o�[���v���o�Ç�•���� �P�o�}�����o���� ������ �š�]�š�Œ���š�]�}�v�•�� �Œ� ���o�]�•� ���•�� ���� ���]�(�(� �Œ���v�š���•�� �š���u�‰� �Œ���š�µ�Œ���•�� ���}�v�•�š�]�š�µ���� �o����

méthode la plus fiable. 
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I.2.9 Conclusions 

Bien que la détermination des stabilités des complexes soit explorée depuis plusieurs décennies, 

���µ���µ�v���� �u� �š�Z�}���}�o�}�P�]���� �v���� �•�[���•�š�� �À� �Œ�]�š�����o���u���v�š�� �]�u�‰�}�•� ���X�� ���� �‰�Œ���u�]���Œ���� �À�µ���U�� �o���� �‰�o�µ�Œ���o�]�•�u���� �]�•�•�µ�� ������ �o����

�o�]�š�š� �Œ���š�µ�Œ�����‰���µ�š���!�š�Œ�����‰���Œ���µ�����}�u�u�����µ�v�����Œ�]���Z���•�•���U���������‰���Œ���o�����(���]�•�������µ�����[�]�v�(�}�Œ�u���š�]�}�v�•�����]�v�•�]���}���š���v�µ�����š��������

�‰���Œ���o���•�� ���o�š���Œ�v���š�]�À���•�� ���Æ�]�•�š���v�š���•�� �o�}�Œ�•�‹�µ�[�µ�v�� ���‰�‰�Œ�}���Z���� �v���� �‰���Œ�u���š���‰���•���o���������Œ�����š� �Œ�]�•���š�]�}�v�����[�µ�v�����}�u�‰�o���Æ����

��� �(�]�v�]�X�� �E� ���v�u�}�]�v�•�U�� �}�v�� �‰���µ�š�� � �P���o���u���v�š�� �‰���v�•���Œ�� �‹�µ�[�µ�v���� �š���o�o���� ���]�À���Œ�•�]�š� �� ���o�š���Œ���� �o���� �o�]�•�]���]�o�]�š� �� �����•�� �‰�Œ�]�v���]�‰���•��

�P� �v� �Œ���µ�Æ�������•��� �š�µ�����•���������•�š�����]�o�]�š� �X���W���Œ�����]�o�o���µ�Œ�•�U���o�[�����•���v�������������•�š���v�����Œ���]�•���š�]�}�v���‰���µ�š���‰���Œ���]�š�Œ�������}�u�u����un 

élément limitant la robustesse des informations de la littérature, et par conséquent comme un frein 

à une analyse comparative des stabilités. 

������ ���Z���‰�]�š�Œ���� �u�}�v�š�Œ���� �‹�µ�[�]�o�� ���•�š�� �‰�}�•�•�]���o���� ���[���‰�‰�Œ� �Z���v�����Œ�� �o�[���v�•���u���o���� �����•�� �u� �š�Z�}�����•�� �����v�•�� �o���� �������Œ���� ���[�µ�v��

seul et même sch� �u���� ���]�Œ�����š���µ�Œ�X�� �/�o�� �Œ���•�•�}�Œ�š�� � �P���o���u���v�š�� ������ �o�[� �š���š�� ������ �o�[���Œ�š�� �‹�µ�����o�[���À���v�]�Œ�� �����•�� � �š�µ�����•�� ������

�•�š�����]�o�]�š� �� �����À�Œ���]�š�� �‰���•�•���Œ�� �‰���Œ�� �o���� �P� �v� �Œ���o�]�•���š�]�}�v�� ������ �o�[���‰�‰�Œ�}���Z���� �v�µ�u� �Œ�]�‹�µ���� �����•�� �š�Œ���]�š���u���v�š�•�� ������ ���}�v�v� ���•�X 

�>���•�� �š�Œ���]�š���u���v�š�•�� ���o�P�}�Œ�]�š�Z�u�]�‹�µ���•�� �‰���Œ�u���š�š���v�š�� �v�}�š���u�u���v�š�� ������ �•�[���(�(�Œ���v���Z�]�Œ�������� �š�}�µ�še contrainte liée aux 

���}�v�����v�š�Œ���š�]�}�v�•�� ���Æ�‰� �Œ�]�u���v�š���o���•�U�� ���š�� ������ �Œ� ���o�]�•���Œ�� �µ�v���� ���v���o�Ç�•���������•�� ���}�v�v� ���•�� ���Æ���u�‰�š���•�� ���[���‰�‰�Œ�}�Æ�]�u���š�]�}�v�X��

Ces méthodes autorisent également le traitement de toute hypothèse sur le plan de la 

�•�š�ˆ���Z�]�}�u� �š�Œ�]���X���>���•��� �š�µ�����•���(�µ�š�µ�Œ���•�������À�Œ���]���v�š���‰���Œ�����}�v�•� �‹�µ���v�š���‰�}�µ�À�}�]�Œ���•�[�]�v�š� �Œ���•�•���Œ�����������•���u� �o���v�P���•��������

���}�u�‰�}�•� �•�� ���[�]�v���o�µ�•�]�}�v�� ������ �‰�o�µ�•�� ���v�� �‰�o�µ�•�� ���}�u�‰�o���Æ���•�U�� ���š���‰�Œ�}��� �����Œ�� ���� �µ�v���� � �š�µ������ ���}�u�‰���Œ���š�]�À���� �‰�o�µ�•��

�•�Ç�•�š� �u���š�]�‹�µ���������•�����]�(�(� �Œ���v�š�•���u�}�����o���•�����������}�u�‰�o���Æ���š�]�}�v�X���>���•���š�Œ���]�š���u���v�š�•�����o�P�}�Œ�]�š�Z�u�]�‹�µ���•���•�}�v�š�����[���]�o�o���µ�Œ�•��

parfaitement adaptés à �o�[�]�v�š� �P�Œ���š�]�}�v�� �����•�� �š�Œ���]�š���u���v�š�•�� �•�š���š�]�•�š�]�‹�µ���•�X�� ���µ-delà de la valeur brute de la 

���}�v�•�š���v�š�����������(�}�Œ�u���š�]�}�v�U�����[���•�š�����v���(���]�š���o�[���Æ�‰�Œ���•�•�]�}�v���������•�}�v���]�v�š���Œ�À���o�o�������������}�v�(�]���v�������‹�µ�]���‰���Œ�u���š���������i�µ�P���Œ��

�������o�����(�]�����]�o�]�š� ���������o�[�]�v�(�}�Œ�u���š�]�}�v�X���>�����‰�Œ�]�•�������v�����}�u�‰�š���������•�����]�(�(� �Œ���v�š���•���•�}�µ�Œ�����• ���[�]�v�����Œ�š�]�š�µ���������µ���‰�Œ�}�š�}���}�o����

expérimental devrait ainsi permettre une évaluation plus juste des stabilité. 
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II. Calorimétrie de titration isotherme �����p�W�D�W���G�H���O�¶�D�U�W 

L'ITC est une méthode de caractérisation thermodynamique extrêmement polyvalente permettant 

�š�}�µ�š�� ���µ�•�•�]�� ���]���v�� �o�–� �š�µ������ ���[�]�v�š���Œ�����š�]�}�v�•�� ���v�š�Œ���� �u�}�o� ���µ�o���•��de faible poids moléculaire �‹�µ���� �o�[� �š�µ������

d'assemblages d'espèces macromoléculaires. 

Le fonctionnement de l'ITC est basé sur la mesure de chaleur produite ou consommée lors de 

�Œ� �����š�]�}�v�•�� �}�µ�� ���[�]�v�š���Œ�����š�]�}�v�•�X�� �����š�š���� ���Z���o���µ�Œ�� � �š���v�š�� �‰�Œ�}�‰�}�Œ�š�]�}�v�v���o�o���� ���� �o�–���v�š�Z���o�‰�]���� �����Œ�����š� �Œ�]�•�š�]�‹�µ���� ���µ��

phénomène, il est possible de remonter aux grandeurs thermodynamiques du système. On accède 

���o�}�Œ�•�U�� �À�]���� �µ�v�� �u�}�����o���� �‰�Œ���v���v�š�� ���v�� ���}�u�‰�š���� �o���� �•�š�ˆ���Z�]�}�u� �š�Œ�]�������µ�� �‰�Z� �v�}�u���v���U�� ���� �o���� ���}�v�•�š���v�š����

���–���•�•�}���]���š�]�}�v�� ���]�v�•�]�� �‹�µ�[���� �o�[���v�š�Z���o�‰�]����d'interaction (KH-I et �' HH-I pour un complexe 1:1). A partir de ces 

grandeurs, il sera possible de calculer l�[� �v���Œ�P�]���� �o�]���Œ�����' GH-I ���š�� �o�[���v�š�Œ�}�‰�]�����' SH-I du processus. La 

variation des capacités calorifiques �' CpH-I lors de la complexation pourra également être obtenue, 

�‰���Œ���o�[�]�v�š���Œ�u� ���]���]�Œ�����������u���•�µ�Œ���•���������]�À���Œ�•���•���š���u�‰� �Œ���š�µ�Œ���•�X 

 II.1 Principe de la calorimétrie isotherme de titration (ITC)  

�>�[�/�d�������•�š�����}�v�•�š�]�š�µ� �������������µ�Æ�������o�o�µ�o���•���]�����v�š�]�‹�µ���•���‰�o����� ���•�������v�•���µ�v�������v�����]�v�š���������]�������š�]�‹�µ����(Figure 13) et 

�(�����Œ�]�‹�µ� ���•�������‰���Œ�š�]�Œ�����[�µ�v���u���š� �Œ�]���µ (hastelloy�“  �U���}�Œ�Y�•��ayant une conductivité thermique suffisamment 

efficace pour permettre la détection de chaleurs de faibles amplitudes. La première cellule, que l'on 

remplit avec de l'eau ou une solution tampon, est maintenue à la température prévue par 

�o�[���Æ�‰� �Œ�]���v���������š�����}�Œ�Œespond à la cellule de référence. La seconde cellule constitue la cellule de mesure 

; elle contient généralement le premier partenaire de l'interaction (espèce �^�š�]�š�Œ� ���_). Une seringue, 

�u�µ�v�]���� ���[�µ�v���� �‰���o���� �‰�}�µ�Œ�� �o�[���P�]�š���š�]�}�v�U�� ���}�u�‰�o���š���� �o���� ���]�•�‰�}�•�]�š�]�(�����š�� �À���� �‰���Œ�u���š�šre d'injecter des volumes 

définis du second partenaire de l'interaction (espèce �^�š�]�š�Œ���v�š���_) à des intervalles de temps 

prédéterminés. 

�Y�µ���v���� �o���� �š�]�š�Œ���v�š�� ���•�š�� �]�v�i�����š� �U�� �o�[�]�v�š���Œ�����š�]�}�v��résultante ���v�š�Œ���� �o���•�� �����µ�Æ�� �u�}�o� ���µ�o���•�� �•�[�������}�u�‰���P�v���� ���[�µ�v��

��� �P���P���u���v�š�� �}�µ�� ���[�µ�v���� �����•�}rption de chaleur (selon que la réaction soit exothermique ou 

endothermique), ce qui entraîne potentiellement une variation de température dans la cellule de 

mesure. Une thermopile permet alors de détecter en temps réel la différence de température entre 

les cellules et de la compenser de manière systématique, via un signal envoyé au dispositif de 

chauffage de la cellule de mesure. La puissance fournie (µcal. sec-1) pour maintenir une température 

constante va alors être enregistrée en fonction du temps. 
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�¿�
�L�?�M��L �� F���� �Ž�•�� �L�?�M               (38)  

���¿�
�L�?�M��L �� �¿���L�?�MF �����¿���L�?�M     (39)  

 

avec R =  8.314 J. mol-1.K-1, T la température en Kelvin. 

Sur un plan pratique, il est important de souligner que les solutions destinées respectivement à la 

cellule et à la seringue doivent être préparées dans des solutions rigoureusement identiques en 

terme de pH et de force ionique ; la sensibilité du calorimètre permet en effet de détecter la moindre 

différence entre les solutions contenues dans la cellule et la seringue, sous la forme de chaleurs non 

�•�‰� ���]�(�]�‹�µ���•�X�����]�v�•�]�U���•�[�]�o�����•�š���š�Z� �}�Œ�]�‹�µ���u���v�š���‰�}�•�•�]���o�������[�µ�š�]�o�]�•���Œ�������•���•�}�o�Àants et co-solvants organiques, il 

���•�š���‰�Œ� �(� �Œ�����o�����������š�Œ���À���]�o�o���Œ�����v���•�}�o�µ�š�]�}�v�����‹�µ���µ�•���X�����v�����(�(���š�U���o���•���‰�Z� �v�}�u���v���•�����[� �À���‰�}�Œ���š�]�}�v��des solvants 

organiques et d'absorption ������ �o�[�Z�µ�u�]���]�š� �� ���u���]���v�š���� ���}�v���µ�]�•���v�š�� �]�v� �À�]�š�����o���u���v�š�� ���� �����•�� ���]�(�(� �Œ���v�����• 

entre les solutions préparées, et ces différences, bien que faibles, se traduisent par des chaleurs non 

spécifiques non corrigeables. Par ailleurs, la capacité calorifique des solutions aqueuses étant 

supérieure aux autres solvants, elles conduisent généralement à un meilleur rapport signal/ bruit.  

 II.2 Caractéristiques des calorimètres 

Les calorimètres ITC peuvent différer les uns des autres en fonction des caractéristiques de leurs 

cellules. En particulier, ces cellules peuvent être ouvertes ou fermées mais également présenter des 

volumes différents. 

II.2.1 Cellules ouvertes ou fermées 

On distingue deux types de calorimètre selon que la cellule constitue un système ouvert ou fermé. 

�����v�•���o���������•�����[�µ�v���•�Ç�•�š���u�����}�µ�À���Œ�š�U�����–���•�š-à-dire avec un volume de cellule supérieur au contenu liquide 

�µ�š�]�o�]�•� �U�� �o�[�������]�š�]�}�v�� ���µ�� �š�]�š�Œ���v�š�� �À���� �u�}���]�(�]���Œ�� �o���� �À�}�o�µ�u���� ������ �•�}�o�µ�š�]�}�v�� �����v�•�� �o���� �����o�o�µ�o���X�� �>���� �����o���µ�o�� �����•��

���}�v�����v�š�Œ���š�]�}�v�•�� �š�}�š���o���•�� �•�[���‰�‰�µ�]���� ���o�}�Œ�•�� �•�µ�Œ�� ������ �•�]�u�‰�o���•�� �Œ���o���š�]�}�v�•�� ������ ���]�o�µ�š�]�}�v�X�� �����•�� �•�Ç�•�š���u���•�� �•�}�v�š��

caractérisés par un rapport signal/bruit peu élevé et par une dérive relativement importante, en 

�Œ���]�•�}�v�������•���‰�}�š���v�š�]���o�•���‰�Z� �v�}�u���v���•�����[� �À���‰�}�Œ���š�]�}�v�����š�����������}�v�����v�•���š�]�}�v���������o�]�‹�µ�]�����������v�•���o�[���•�‰���������À�]����[61]. 

Par conséquent, même si ce type de cellule ITC peut être mis à profit pour étudier des processus 

biologiques aérobiques[36], les calorimètres à cellules ouvertes se révèlent moins performants que 

ceux qui possèdent une cellule dite fermée. Dans ce cas, la cellule, totalement remplie par la 

solution, est caractérisée par un volume constant, chaque injection issue de la seringue 

�•�–�������}�u�‰���P�v���v�š�� ������ �o�–� �i�����š�]�}�v�� ���–�µ�v�� �À�}�o�µ�u���� � �‹�µ�]�À���o���v�š�� ������ �o���� �����o�o�µ�o���X�� �W�µ�]�•�‹�µ�[�µ�v���� �����o�o�µ�o���� �(���Œ�u� ���� �v����

�‰�Œ� �•���v�š�����‰���•�����[���•�‰���������À�]�����U�����o�o�������•�š�������Œ�����š� �Œ�]�•� �����‰���Œ���µ�v�����Œ� ���µ���š�]�}�v���������o�����‰�Œ� �•���v���������������µ�o�o���•�� ���[���]�Œ[61], 

���]�v�•�]�� �‹�µ���� �‰���Œ�� �µ�v���� �����•���v������ �š�}�š���o���� ������ �‰�Z� �v�}�u���v���•�� ���[� �À���‰�}�Œ���š�]�}�v�� ���š�� ������ ���}�v�����v�•���š�]�}�v�X�� �/�o�� ���v�� ��� ���}�µ�o����

une bien meilleure précision et stabilité du signal. Il faut souligner que l'estimation des 

concentrations totales ne peut alors se faire par un simple calcul de dilution, puisque le processus 

�•�[���‰�‰���Œ���v�š�������o�}�Œ�•�������µ�v���u�}�����o�����������‰���Œ�(�µ�•�]�}�v�X�������v�•�������š�š�����}�‰�š�]�‹�µ���U���]�o�����Æ�]�•�š���������µ�Æ���À�]�•�]�}�v�•���‰�}�•�•�]���o���•���‰�}�µ�Œ��





SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE : Calorimétrie de titration isotherme 

38 
 

II.2.2 Volumes de cellules 

La miniaturisation des calorimètres a été entreprise dans le but de réduire significativement les 

quantités de �u�}�o� ���µ�o���•�� �v� �����•�•���]�Œ���•�� �‰�}�µ�Œ�� �o�[���v���o�Ç�•���� �~���v�� �‰���Œ�š�]���µ�o�]���Œ�� �����v�•�� �o���� �����•�� ������ �‰�Œ�}�š� �]�v���•�•�X��

Néanmoins, la réduction des volumes s'accompagne d'une diminution des chaleurs dégagées, ce qui 

suppose une amélioration de la sensibilité intrinsèque des détecteurs, afin de maintenir une 

détection satisfaisante à concentrations équivalentes. 

Les calorimètres commerciaux actuels présentent ainsi des volumes de cellule de l'ordre de 1 mL 

pour leurs modèles standards, et de 0,2 mL pour leurs modèles à faibles volumes. Deux fournisseurs 

principaux commercialisent des appareils ITC (Microcal et TA-instrument ; Tableau 4). 

 

volume cellule (µL)

volume seringue (µL)

1 400 200 1 000 190

300 40 100 et 250 50

Microcal TA Instruments

VP-ITC ITC200 volume standard petit volume

 

Tableau 4 : Caractéristiques principales des ITC commercialisés 

Pour un nombre donné de moles de complexe formé, le rapport signal/bruit est plus élevé dans le 

cas des cellules de 0,2 mL (environ d'un facteur 3,5, informations Microcal). Cette meilleure 

sensibilité intrinsèque est toutefois compensée par les moindres chaleurs dégagées au sein de ces 

cellules, de par leur volume plus faible (d'un facteur 7 par rapport au VP-ITC). La sensibilité molaire 

des cellules à faible volume serait par conséquent inférieure aux calorimètres standards d'un facteur 

proche de 2. De fait, les calorimètres de volume standard présenteraient éventuellement un 

avantage lorsque la réduction de la concentration (par le facteur 2 cité précédemment) est 

absolument nécessaire à l'analyse (par la réduction des phénomènes d'agrégation, de 

micellisation...). A l'opposé, pour une précision équivalente aux cellules de volume standard, la 

consommation en molécules serait donc réduite environ d'un facteur 3,5 pour les cellules à faible 

volume. Par ailleurs, la réduction du volume permet de réduire considérablement le temps 

nécessaire à l'analyse, grâce à des temps de mélange et de réponse plus courts. Cela se traduit 

également par une meilleure résolution des pics du thermogramme ainsi que par une moindre 

influence des dérives de la ligne de base, ce qui accroit en fait la précision, au delà des sensibilités 

évoquées précédemment. En pratique, on peut donc considérer, qu'à concentrations équivalentes, la 

précision des mesures est analogue pour les deux volumes de cellule. Enfin, la plus grande réactivité 

des cellules de faible volume les rend plus adaptées aux mesures cinétiques. 
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t�Z���Œ�u�}�P�Œ���u�u���U�����(�]�v�����[�}���š���v�]�Œ���o���•�����Z���o���µ�Œ�•���•�‰� ���]�(�]�‹�µ���•�X���^�]�������š�š�����‰�Œ�}��� ���µ�Œ�����‰�Œ� �•���v�š�� l'avantage d'une 

soustraction � în situ�_ des chaleurs non spécifiques (donc dans des conditions rigoureusement 

représentatives de l'expérience), elle est néanmoins plus hasardeuse que la soustraction des 

protocoles des blancs, car elle repose sur l'hypothèse non confirmée d'une saturation complète. 

 II.4.2.2 Correction de la ligne de base 

Comme pour de nombreuses autres techniques (RMN, spectrométrie de masse, spectroscopie 

opt�]�‹�µ���U�� ���Z�Œ�}�u���š�}�P�Œ���‰�Z�]���•�U�� �o���� ���]�•�š�]�v���š�]�}�v�� ���v�š�Œ���� �o���� �•�]�P�v���o�� ���[�]�v�š� �Œ�!�š�� ���š�� �o���� �o�]�P�v���� ������ �����•���� ���•�š�� �µ�v���� � �š���‰����

���•�•���v�š�]���o�o���� �o�}�Œ�•�� ������ �o�[���v���o�Ç�•���� �����•�� ���}�v�v� ���•�X�� �/��� ���o���u���v�š�U�� �o���� �o�]�P�v���� ������ �����•���� �����À�Œ���]�š�� �!�š�Œ���� ���}�v�•�š���v�š���X�� ���v��

pratique, la ligne de base présente toujours une certaine dérive, ainsi qu'un certain niveau de bruit 

������ �(�}�v���X�� �D�!�u���� �•�]�� �o�[�]�u�‰�}�Œ�š���v������ ������ �o���� �‰�Œ�]�•���� ���v�� ���}�u�‰�š���� �������o���� �o�]�P�v���� ������ �����•���� ���� � �š� �� �Œ�����}�v�v�µ��[73], le 

problème induit par sa dérive est très partiellement abordé dans la littérature. Le traitement effectué 

�‰���Œ���o�����o�}�P�]���]���o�����[���v���o�Ç�•������� �o�]�À�Œ� ���‰���Œ���o���•���(�}�µ�Œ�v�]�•�•���µ�Œ�•���v�[���•�š���‰���Œ�����]�o�o���µ�Œ�•���‰���•��décrit en détail. Une étape 

de correction manuelle est par conséquent souvent nécessaire, avec la recommandation que la ligne 

de base soit interpolée entre les lignes de base avant et après chaque pic. Une approche automatisée 

de cette interpolation a récemment été développée et permet d'obtenir une qualité proche de la 

méthode manuelle[74]. 

 II.4.2.3 Elimination du 1er pic 

�>�}�Œ�•�����[�µ�v�������Æ�‰� �Œ�]���v�������/�d���U���o�������Z���o���µ�Œ���}���•���Œ�À� �����‰�}�µ�Œ���o�����‰�Œ���u�]���Œ�����]�v�i�����š�]�}�v�����•�š���•�Ç�•�š� �u���š�]�‹�µ���u���v�š���‰�o�µ�•��

�‰���š�]�š�����‹�µ�����o�[�]�v�š���v�•�]�š� �����š�š���v���µ���X���h�v�����‰�Œ���u�]���Œ�����Z�Ç�‰�}�š�Z���•�����‰�}�µ�À���v�š�����Æ�‰�o�]�‹�µ���Œ�����������}�v�•�š���š���Œ���‰�}�•�����•�µ�Œ���o����

���]�(�(�µ�•�]�}�v�����[�µ�v���‰���š�]�š���À�}�o�µ�u�����������u�}�o� ���µ�o�����š�]�š�Œ� ���������v�•���o�����•���Œ�]�v�P�µ�����o�}�Œ�•�����µ���‰�}�•�]�š�]�}�v�v���u���v�š���������o�����•���Œ�]�v�P�µ����

dans la cellule. Cependant, selon les observations quantitatives de Tellinghuisen[75], les expériences 

présenteraient plutôt un déficit de la concentration totale en molécule titrante sur l'ensemble de 

l'isotherme, ce déficit survenant lors la première injection et n'étant pas compensé par la suite. 

Tellinghuisen associe ce constat à un phénomène de � b̂acklash�_, traduisant une inertie du piston au 

démarrage de la première injection, ce dernier ayant effectué un mouvement inverse lors de la 

phase préparatoire à l'expérience.  

���(�]�v�� ������ �v���� �‰���•�� �(���µ�•�•���Œ�� �o�[���v���o�Ç�•���� ������ �o�[�]�•�}�š�Z���Œ�u���U�� ���Z���‹�µ���� ���Æ�‰� �Œ�]���v������ �/�d���� ��� ���µ�š���� �‰���Œ�� ���}�v�•� �‹�µ���v�š�� �‰���Œ��

�o�[�]�v�i�����š�]�}�v�� ���[�µ�v�� �À�}�o�µ�u���� ������ �š�]�š�Œ���v�š�� ���}�v�š�� �o�[���]�Œ���� �•���Œ���� �•�µ�‰�‰�Œ�]�u� ���� ���µ�Œ���v�š�� �o�[���v���o�Ç�•���X�� ������ �À�}�o�µ�u���� ���}�]�š�� �!�š�Œ����

�•�µ�(�(�]�•���u�u���v�š���]�u�‰�}�Œ�š���v�š���‰�}�µ�Œ���‹�µ�[�µ�v�������Z���o���µ�Œ�����‰�‰���Œ���]�•�•�����~�•�]�P�v�����‹�µ�����o�[�]�v�i�����š�]�}�v���•�µ�]�À���v�š�����•���Œ�������(�(�����š�]�À�� 

et complète) mais suffisamment faible pour amputer le moins possible la partie d���� �o�[�]�•�}�š�Z���Œ�u���� �‹�µ�]��

sera analysée. 
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II.4.3 Modèles �G�¶�p�T�X�L�O�L�E�U�H�V 

Les logiciels de traitement de données fournis par Microcal ou par TA Instruments présentent des 

fonctionnalités analogues. Ces logiciels implémentent ainsi les équations correspondant à quatre 

�u�}�����o���•�����[� �‹�µ�]�o�]���Œ���•�X��Dans tous les cas, c'est �o�[����� �‹�µ���š�]�}�v�������•�����}�v�v� ���•�����Æ�‰� �Œ�]�u���v�š���o���•�����µ�Æ�����}�v�v� ���•��

�š�Z� �}�Œ�]�‹�µ���•�� ���•�š�]�u� ���•�� �P�Œ�������� ���µ�Æ�� �u�}�����o���•�� ���[� �‹�µ�]�o�]���Œ���•��qui va permettre de définir la constante 

���[���•�•�}���]���š�]�}�v���<H-I�U���o�[���v�š�Z���o�‰�]�������[�]�v���o�µ�•�]�}�v���' HH-I, et la �•�š�ˆ���Z�]�}�u� �š�Œ�]�� du complexe formé. 

Dans le cas où l'analyse prend en compte des �•�š�ˆ���Z�]�}�u� �š�Œ�]���•��multiples, la complexité du modèle est 

accrue, ce qui le rend apte à s'adapter à de multiples allures d'isothermes, y compris quand la réalité 

physique est totalement différente du concept qui sous-�š���v���� �o���� �u�}�����o���X�� �>���� �u�]�•���� ���v�� �ˆ�µ�À�Œ����

d'expériences différenciées pour tester le modèle serait donc impérative pour écarter le risque d'un 

ajustement � m̂athématique�_ sans relation avec la réalité physique.  

 

 II.4.3.1 Introduction de la variable n 

�>�}�Œ�•�� ���µ�� �����o���µ�o�� �����•�� ���}�v�����v�š�Œ���š�]�}�v�•�� �š�}�š���o���•�U�� �]�o�� ���•�š�� �‰�}�•�•�]���o���� ���[�]�v�š�Œ�}���µ�]�Œ���� �µ�v�� �(�����š���µ�Œ�� �u�µ�o�š�]�‰�o�]�����š�]�(�� ������ �o����

���}�v�����v�š�Œ���š�]�}�v�� ������ �o�[�µ�v�� �����•�� �‰���Œ�š���v���]�Œ���•�X�� ������ �(�����š���µ�Œ�U�� �v�}�š� �� �v�U�� ���•�š�� �P� �v� �Œ���o���u���v�š�� ���‰�‰�o�]�‹�µ� �� ���� �o����

concentration en macromolécule (donc par défaut à la molécule se trouvant dans la cellule). La 

grandeur ainsi obtenue correspond à la concentration effective vis-à-vis du phénomène considéré.  

�>�[���Œ�Œ�}�v���] de la valeur de n est généralement ���}�v�•� ���µ�š�]�(�������o�����•�š�ˆ���Z�]�}�u� �š�Œ�]�������µ�����}�u�‰�o���Æ���U�����o�}�Œ�• que la 

partie décimale traduit plutôt les erreurs éventuelles de concentration. 

Ainsi, si une macromolécule présente deux sites identiques de complexation, la description 

mathématique du système pourra être réalisée v�]���� �o���•�� � �‹�µ���š�]�}�v�•�� ���[�µ�v�� ���}�u�‰�o���Æ���� 1:1, mais en 

considérant une concentration deux fois plus élevée en macromolécule (n=2) que sa concentration 

�Œ� ���o�o���X�� �W���Œ�� ���]�o�o���µ�Œ�•�U�� �����v�•�� �o�[�Z�Ç�‰�}�š�Z���•���� �}�¶�� �•���µ�o���u���v�š�� �õ�ñ�9�� ������ �o���� ���}�v�����v�š�Œ���š�]�}�v�� ���š�š���v���µ���� ���v�� �µ�v����

macromolécule est réellement présente, une valeur de n de 0,95 permettra la correction de cette 

erreur. Si une macromolécule présente deux sites de complexation et que seulement 95% de sa 

concentration attendue est réellement présente, alors l'analyse devrait mener à une valeur de n 

égale à 1,9 (soit 2*0,95). 

Ce paramètre n peut être employé en tant que variable du processus algorithmique. Dès lors,  si 

�o�[�]�•�}�š�Z���Œ�u�������•�š���•�µ�(�(�]�•���u�u���v�š���]�v�(�}�Œ�u���š�]�À���U���o�[���v���o�Ç�•�����•�š���v�����Œ���������•�����}�v�v� ���•���‰���Œ�u���š�����[� �À���o�µ���Œ�U�����v���‰�o�µ�•��

�������o�������}�v�•�š���v�š�������[���•�•�}���]���š�]�}�v���<H-I ���š���������o�[���v�š�Z���o�‰�]�������[�]�v���o�µ�•�]�}�v���' HH-I, la valeur de ce paramètre n. Si les 

concentrations des partenaires sont parfaitement connues, la valeur finale de n traduira la 

�•�š�ˆ���Z�]�}�u� �š�Œ�]�������µ�����}�u�‰�o���Æ���X���^�]�����µ�����}�v�š�Œ���]�Œ�����o�����•�š�ˆ���Z�]�}�u� �š�Œ�]�������•�š�����}�v�v�µ���U���o�����À���o���µ�Œ���������v�����•�š���]�v���]�����š�]�À����

de l'erreur faite sur les concentrations. 

Il faut également souligner que toute erreur du processus analytique, quelle que soit sa nature, 

conduira la procédure algorithmique à modifier ses variables pour améliorer la qualité de 

�o�[���i�µ�•�š���u���v�š�X�� ���� �š�]�š�Œ���� ���[���Æ���u�‰�o���U�� �o���� �À���Œ�]�����o���� �v�� �‰�}�µ�Œ�Œ���� � �P���o���u���v�š�� �Œ���v���Œ���� ���}�u�‰�š���� ������ �o�[���Œ�Œ���µ�Œ�� �•�µ�Œ�� �o����

volume de la cellule annoncé par le fabriquant[62]. La précision de la concentration sur le second 
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II.5.2 Optimisation des conditions opératoires 

Afin ���[�������Œ�}�`�š�Œ���� �o���� �‰�Œ� ���]�•�]�}�v�� �}���š���v�µ���� �•�µ�Œ�� �o���•�� �‰���Œ���u���š�Œ���•�� �š�Z���Œ�u�}���Ç�v���u�]�‹�µ���•�U�� �]�o�� ���•�š�� �‰�}�•�•�]���o����

���[�}�‰�š�]�u�]�•���Œ�� �o���•�� �‰���Œ���u���š�Œ���•�� ���Æ�‰� �Œ�]�u���v�š���µ�Æ�� �µ�š�]�o�]�•� �•��en ITC. Parmi les paramètres fixés par 

�o�[���Æ�‰� �Œ�]�u���v�š���š���µ�Œ�U�� �o���� �À�}�o�µ�u���� ���š�� �o���� �v�}�u���Œ���� ���[�]�v�i�����š�]�}�v�•�� ���]�v�•�]�� �‹�µ���� �o���•�� ���}�v�����v�š�Œ���š�]�}ns en molécules 

titrante et titrée ont été les facteurs les plus étudiés.  

 II.5.2.1 Optimisation des concentrations  

De manière générale, l'utilisation de concentrations élevées augmente l'intensité des signaux et donc 

la précision. Néanmoins, ces concentrations sont souvent limitées par la solubilité des espèces ou par 

les chaleurs de dilution (qui peuvent augmenter rapidement avec la concentration). Dès lors qu'une 

des espèces présente une concentration limitante (en tant que molécule titrée), l'optimisation de 

�o�–���Æ�‰� �Œ�]���v������ �À���� �•���� �(�}�����o�]�•���Œ���•�µ�Œ���o���� ���}�v�����v�š�Œ���š�]�}�v�� ������ �o�[���µ�š�Œ���� ���•�‰�������X�������š�š���� �}�‰�š�]�u�]�•���š�]�}�v�U�� �‹�µ�]�� �v�–���•�š�� �‰���•��

triviale de par la complexité du système défini, passe par la simulation des incertitudes sur les 

paramètres thermodynamiques sur la base d'isothermes théoriques. Si ce processus d'optimisation 

est lié aux caractéristiques spécifiques de chaque complexe, quelques règles générales peuvent 

néanmoins être formulées, dans le cas de la titration. 

Par exemple, une titration visant à caractériser un complexe 1:1 devra balayer un ratio molaire entre 

�o���•�� �����µ�Æ�� ���•�‰�������•�� �À���Œ�]���v�š�� ������ �ì�� ���� �î�� �‰�}�µ�Œ�� �}���•���Œ�À���Œ�� �o�[�]�v�š� �P�Œ���o�]�š� �� ������ �o���� �•�]�P�u�}ïde. Comme les espèces 

�]�v�]�š�]���o���u���v�š�� �����v�•�� �o���� �•���Œ�]�v�P�µ���� �•�}�v�š�� ���]�o�µ� ���•�� �����v�•�� �o���� �����o�o�µ�o�����~���[�µ�v�� �(�����š���µ�Œ�� �‰�Œ�}���Z���� ������ �ñ�� ���� �o���� �(�]�v�� ������ �o����

�š�]�š�Œ���š�]�}�v�U�� �‰�}�µ�Œ�� �µ�v���� �•���Œ�]�v�P�µ���� ������ �ð�ì�� �…�>�� ���š�� �µ�v���� �����o�o�µ�o���� ������ �î�ì�ì�� �…�>�•�U�� �]�o�� ���•�š�� �v� �����•�•���]�Œ���� �‹�µ�[�µ�v�� �(�����š���µ�Œ��

minimum de 10 (pour 5*2) soit observé entre les concentrations totales des espèces initialement 

contenues dans la seringue et dans la cellule[59]. 

�W�}�µ�Œ�������•�� ���}�u�‰�o���Æ���•�� �����Œ�����š� �Œ�]�•� �•�� �‰���Œ���µ�v���� �(���]���o���� ���}�v�•�š���v�š���������� �t�]�•���u���v�� �~���[���•�š-à-dire avec une faible 

���}�v�•�š���v�š���� ���[���•�•�}���]���š�]�}�v�� ���š�l�}�µ�� �µ�v���� �(���]���o���� �•�}�o�µ���]lité de la molécule titrée), Turnbull et Daranas ont 

�u�}�v�š�Œ� ���o�[�}���š���v�š�]�}�v�����[�µ�v�����u���]�o�o���µ�Œ�����‰�Œ� ���]�•�]�}�v���‹�µ���v�����}�v��� �š���v�����o�����š�]�š�Œ���š�]�}�v�������µ�v���o���Œ�P�������Æ�����•���������š�]�š�Œ���v�š�U������

���}�v���]�š�]�}�v���‹�µ�����o�����•�š�ˆ���Z�]�}�u� �š�Œ�]�������µ�����}�u�‰�o���Æ�����•�}�]�š�����}�v�v�µ���U���‹�µ�����o���•�����}�v�����v�š�Œ���š�]�}�v�•�����v���š�]�š�Œ���v�š�����š�����v���š�]�šré 

soient déterminées avec précision et que le rapport signal sur bruit soit suffisant[83]. A titre 

d'illustration, le tableau 6 présente les incertitudes associées à des titrations d'un même complexe 

menées dans diverses conditions (résultats internes à l'UCEiV). 

c = KH-I [I]T
ratio 

molaire

10

50

10

20

Incertitudes sur �' HH-I

383

237

35

62

A

B 5,00

1,00 1550

5,00 123
0,100,1

0,50

0,25

54

60
0,5

KH-I  = 1 000 M-1                

�' HH-I  = -3 000 

cal.mol-1

concentration en 
molécule titrante 

mM

concentration en 

molécule titrée [I]T 

mM

Incertitudes sur KH-I

 

Tableau 6 : ���À���o�µ���š�]�}�v�������•���]�v�����Œ�š�]�š�µ�����•���•�µ�Œ���o�������}�v�•�š���v�š�������[���•�•�}���]���š�]�}�v���<H-I ���š���o�[���v�š�Z���o�‰�]�������[�]�v���o�µ�•�]�}�v���' HH-I. 

Par exemple, si on se place dans le ca�•�����[�µ�v�������}�v�•�š���v�š�������[���•�•�}���]���š�]�}�v de 1000 M-1 ���š�����[�µ�v�����o�]�u�]�š����������

solubilité de la molécule titrée de 0,1 mM, une augmentation de la concentration en titrant à 5 mM 
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(au lieu des 1 mM recommandé par le facteur 10 vis-à-vis de la molécule titrée) provoquera 

davantage de chaleur détectée et par conséquent améliorera la précision obtenue sur la 

caractérisation thermodynamique (Tableau 6 A). �d�}�µ�š���(�}�]�•�U�����v���Œ���]�•�}�v���������o�[���µ�P�u���v�š���š�]�}�v�������•�����Z���o���µ�Œ�•��

������ ���]�o�µ�š�]�}�v�� �o�]� ���•�� ���� �o�[�]�v�i�����š�]�}�v�� ���µ�� �š�]�š�Œ���v�š�� �}�µ�� ���� �o���� �(�}�Œ�u���š�]�}�v�����[���P�Œ� �P���š�•�� ���� �(�}�Œ�š���•�� ���}�v�����v�š�Œ���š�]�}�v�•�U��la 

concentration en titrant ne peut pas être infiniment accrue, afin d'éviter tout biais lors de la 

caractérisation thermodynamique des complexes. On pourra également noter que l'augmentation 

"artificielle" du ratio molaire par diminution de la concentration en molécule titrée dans la cellule de 

mesure n'est pas bénéfique, la complexation produisant au final moins de chaleur, ce qui limite la 

précision sur la variation d'enthalpie (Tableau 6 B). 

Ces constats ont été traduits en termes quantitatifs par Tellinghuisen, toujours pour les  complexes 

������ �•�š�ˆ���Z�]�}�u� �š�Œ�]���� �í:1, par la définition d'un ratio molaire optimal Ri (molécule titrée sur molécule 

titrante) à obtenir dans la cellule à la fin de la ième injection[59] : 
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  (41)  

Avec c = KH-I [I]T. Par conséquent, cette recommandation nécessite une connaissance au moins 

���‰�‰�Œ�}�Æ�]�u���š�]�À�����������o�������}�v�•�š���v�š�������[���•�•�}���]���š�]�}�v���<H-I.  

 II.5.2.2 �2�S�W�L�P�L�V�D�W�L�R�Q���G�X���Q�R�P�E�U�H���G�¶�L�Q�M�H�F�W�L�R�Q�V 

Contrairement à une idée généralement reçue, il a été démontré que la précision des résultats 

�v�[���µ�P�u���v�š���� �‰���•�� ���À������ �o���� �v�}�u���Œ���� ���–�]�v�i�����š�]�}�v�•�� �Œ� ���o�]�•� ���•�X�� �W�}�µ�Œ�� �µ�v�� �À�}�o�µ�u���� �š�}�š���o�� ���}�v�v� �U�� ���µ�P�u���v�š���Œ�� �o����

�v�}�u���Œ���� ���[�]�v�i�����š�]�}�v�•�� ���}�v���µ�]�š�� ���� �}���•���Œ�À���Œ�� �����•�� �•�]�P�v���µ�Æ�� �]�v���]�À�]���µ���o�•�� �‰�o�µ�•�� �‰���š�]�š�•�U�� ������ �‹�µ�]�� ���•�š��au global 

dommageable en termes ������ �‰�Œ� ���]�•�]�}�v�X�� ������ ������ �(���]�š�U�� �‰�o�µ�•�� �o���� �v�}�u���Œ���� ���[�]�v�i�����š�]�}�v�•�����•�š�� �(���]���o���U�� �‰�o�µ�•�� �o����

précision augmente.  

�d���o�o�]�v�P�Z�µ�]�•���v���•�[���•�š�����]�v�•�]���]�v�š� �Œ���•�•� �����µ���v�}�u���Œ�����}�‰�š�]�u���o�����[�]�v�i�����š�]�}�v�•���‰���Œ���š�]�š�Œ���š�]�}�v�X���>�}�Œ�•�‹�µ�–���o�o�������•�š�������•� ����

�•�µ�Œ���o�[� �À���o�µ���š�]�}�v���������š�Œ�}�]�•���‰���Œ���u���š�Œ���•���~�o�������}�v�•�š���v�š�������[���•�•ociation KH-I�U���o�[���v�š�Z���o�‰�]�������[�]�v���o�µ�•�]�}�v���' HH-I et le 

facteur n), la caractérisation thermodynamique nécessite au minimum trois injections, nombre qui 

�•�[���À���Œ�������µ�•�•�]���!�š�Œ�����o�����v�}�u���Œ�����}�‰�š�]�u���o���‰�}�µ�Œ�����À�}�]�Œ���o�����u���]�o�o���µ�Œ�����‰�Œ� ���]�•�]�}�v�X �h�v���(���]���o�����v�}�u���Œ�������[�]�v�i�����š�]�}�v�•��

présen�š���� � �P���o���u���v�š�� �o�[���À���v�š���P���� ������ �Œ� ���µ�]�Œ���� �•�]�P�v�]�(�]�����š�]�À���u���v�š�� �o���� �š���u�‰�•�� ���[���v���o�Ç�•���X Néanmoins, la 

réduction excessive des �]�v�i�����š�]�}�v�•�� �Œ� ���µ�]�š�� �o���� �i�µ�P���u���v�š�� ���Œ�]�š�]�‹�µ���� ������ �o�[����� �‹�µ���š�]�}�v�� ���v�š�Œ���� �o���•�� �À���o���µ�Œ�•��

expérimentales et les valeurs prédites par le modèle de complexation. Af�]�v�����[���•�•�µ�Œ���Œ���µ�v�����}�u�‰�Œ�}�u�]�•��

���v�š�Œ�����‰�Œ� ���]�•�]�}�v�����š���Œ�}���µ�•�š���•�•���U���o�����v�}�u���Œ�����Œ�����}�u�u���v��� �����[�]�v�i�����š�]�}�v�•������� �š� ��� �À���o�µ� ������10 dans la plupart 

des conditions[86].  

�W���Œ�����]�o�o���µ�Œ�•�U�����]���v���‹�µ�����o�����À���Œ�]���š�]�}�v�����µ���À�}�o�µ�u�������[�µ�v�����]�v�i�����š�]�}�v�������µ�v�������µ�š�Œ�����‰�µ�]�•�•�������u� �o�]�}�Œ���Œ���o� �P���Œ���u���v�š��

la précision obtenue sur les paramètres thermodynamiques, cette procédure est en réalité peu 

���u�‰�o�}�Ç� ���X�� �>�[�]�v�i�����š�]�}�v�� ���[�µ�v�� �À�}�o�µ�u���� �À���Œ�]�����o���� ���}�u�‰�o�]�‹�µ���� ���v�� ���(�(���š�� �o���� �•�}�µ�•�š�Œ�����š�]�}�v�� ������ �o���� ���Z���o���µ�Œ�� ������

���]�o�µ�š�]�}�v�X���W���Œ�����}�v�•� �‹�µ���v�š�U���o�[�]�v�i�����š�]�}�v���������À�}�o�µ�u���•���]�����v�š�]�‹�µ���•���������š�]�š�Œ���v�š�����•�š��généralement préférée. 
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II.6.2 Cinétique de complexation 
 

L�[�/�d�����‰���µ�š��� �P���o���u���v�š���‰���Œ�u���š�š�Œ�����o�[� �À���o�µ���š�]�}�v de la cinétique ���[�µ�v�����Œ� �����š�]�}�v���Œ� �À���Œ�•�]���o����������type : 

��E��
�Þ���â�Ù�Ù
�-�Û�Û�2

�������Þ���â�á
�1�Û�Û�.

����-��   (49) 

Avec kon �o�������}�v�•�š���v�š�����������À�]�š���•�•�������[���•�•�}���]���š�]�}�v��et koff la constante de vitesse de dissociation.  

En raison de la vitesse trop élevée des réactions réversibles, il n'est pas possible d'exploiter une 

�u� �š�Z�}������ � �‹�µ�]�À���o���v�š���� ���� �o�[���v���o�Ç�•���� �����•�� ���]�v� �š�]�‹�µ���•�� ���v�Ì�Ç�u���š�]�‹�µ���•�X Les paramètres cinétiques peuvent 

par contre être obtenus via la simulation du thermogramme (évolution de la chaleur en fonction du 

temps) correspondant à une expérience classique de titration (injections multiples). Un tel calcul 

n'est possible qu'après obtention des paramètres thermodynamiques à partir ������ �o�[���Æ�‰�o�}�]�š���š�]�}�v�� ������

l'isotherme (évolution de la chaleur en fonction des injections).  

Chaque injection n'étant pas réalisée de manière instantanée, la première étape du traitement 

consiste à évaluer les concentrations totales des différents partenaires dans la cellule en fonction du 

�š���u�‰�•�X�������š�š���� � �À���o�µ���š�]�}�v�����}�]�š���!�š�Œ���� �Œ� ���o�]�•� �������À������ �µ�v���]�v���Œ� �u���v�š���������š���u�‰�•���4�š���•�µ�(�(�]�•���u�u���v�š�����}�µ�Œ�š���‰�}�µ�Œ��

une description quantitative fiable. Les concentrations en espèces libres et complexées peuvent 

ensuite être calculées en introduisant les constantes cinétiques �G�â�á et �G�â�Ù�Ù�� �‰���Œ���o�[� �‹�µ���š�]�}�v : 

�†�>��-���?

�†�–
L���•�‘�•���>�� �?�>���?-���•�‘�ˆ��̂��>��-���?  (50)  

Le calcul des concentrations à l'équilibre s'effectue, là encore, de manière incrémentale, du début à 

la fin de l'injection, sur la base de �4�š�X Le calcul de la chaleur produite sur un intervalle de temps 

donné (correspondant à l'intégration expérimentale, donc a priori différente de l'incrément de temps 

utilisé par les calculs) correspond à la quantité de complexes formés ou dissociés sur cet intervalle 

multiplié par l'enthalpie d'interaction : 

�� �:�–�;L�¿�•���:�–�;�ä���¿���� -��  (51)  

���v�(�]�v�U�����v���Œ���]�•�}�v���������o�[�]�v���Œ�š�]�������µ����� �š�����š���µ�Œ���À�]�•-à-�À�]�•���������o�������Z���o���µ�Œ���‰�Œ�}���µ�]�š���U���]�o�����•�š���v� �����•�•���]�Œ�������[�]�v�š�Œ�}���µ�]�Œ����

un temps de réponse �WITC pour évaluer la chaleur effectivement enregistrée en fonction du temps : 

�3�ã�å�â�×�è�Ü�ç�Ø��
�:�P�; L ���3�à�Ø�æ�è�å�±�Ø���:�P�; E �� �ì�Â�Í�¼���ä

�Ï�Â�Ø�Ð�Þ�à�Ý�±�Ð�����:�ß�;

�Ï�ß
  (52)  

�^���o�}�v���µ�v�����‰�Œ�]�•�������v�����}�u�‰�š�����}�µ���‰���•�����µ���š���u�‰�•���������u� �o���v�P�����~���[���•�š-à-dire du temps nécessaire pour que 

la totalité des réactifs soit disponible pour la réaction, temps à introduire lors du calcul des 

concentrations totales), la simulation pourra s'appliquer uniquement à la fin ou à �o�[���v�•���u���o�������µ���‰�]����

(Figure 36).  

Le traitement des données cinétiques de réactions �Œ� �À���Œ�•�]���o���•�� �v�[� �š���v�š�� �‰���•�� �]�v�š� �P�Œ� �� ���µ�Æ�� �o�}�P�]���]���o�•��

commerciaux, leur étude apparaît encore de manière très marginale dans la littérature[100],[101],[96]. 
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 II.7.2.3 Interactions acides nucléiques-petites molécules  

�>�[�]�v�š���Œ�����š�]�}�v�� ���v�š�Œ���� �����]�����•�� �v�µ���o� �]�‹�µ���•�� ���š�� �‰���š�]�š���•�� �u�}�o� ���µ�o���•�� �(���]�š�� �����š�µ���o�o���u���v�š�� �o�–�}���i���š�� ������ �v�}�u���Œ���µ�•���•��

études, en partie à cause de la nécessité de développer de nouveaux agents à des fins 

�š�Z� �Œ���‰���µ�š�]�‹�µ���•�U�� ���]���P�v�}�•�š�]�‹�µ���•�� ���š�� ���]�}�š�����Z�v�}�o�}�P�]�‹�µ���•�X�� �/�o�� �•�[���P�]�š�� �‰���Œ�� ���Æ���u�‰�o���� ������ �u�}�o� ���µ�o���•��

anticancéreuses[122] et antibiotiques[123] qui ciblent l'ADN. Les informations obtenues par l'ITC sont 

utiles pour comprendre le mécanisme d'interaction avec de petites molécules d'acides nucléiques, et 

sont particulièrement intéressantes dans le développement de nouveaux réactifs thérapeutiques. 

 II.7.2.4 Interactions biomolécules-ions métalliques 

La chimie bioinorganique constitue un autre domaine d'exploitation de l'ITC. L'étude de la liaison 

d'ions métalliques à des protéines et d'autres biomolécules permet de comprendre les mécanismes 

responsables du transport de métaux, les voies de signalisation dépendantes des métaux ou encore 

la séquestratio�v�� ���š�� �o�[� �o�]�u�]�v���š�]�}�v�� �����•�� �š�}�Æ�]�‹�µ���•�X�� �>���� ���}�u�‰�Œ� �Z���v�•�]�}�v�� �(�}�v�����u���v�š���o���� ������ �����•�� �‰�Œ�}�����•�•�µ�•��

�v� �����•�•�]�š���� �o���� ���}�v�v���]�•�•���v������ �v�}�v�� �•���µ�o���u���v�š�� ������ �o�[���(�(�]�v�]�š� �� ������ �o���� �‰�Œ�}�š� �]�v���� �‰�}�µ�Œ�� �o���� �u� �š���o�� �u���]�•�� ���µ�•�•�]�� ������

�o�[���v�š�Z���o�‰�]�������š���������o�[���v�š�Œ�}�‰�]�����������o�[�]�v�š���Œ�����š�]�}�v�X���h�v����� �š�µ�������Œ� ���o�]�•� �������v���î�ì�í�ì���‰���Œ���'rossoehme et al donne 

un aperçu de l'application de l'ITC aux interactions avec un métal[124]. Néanmoins, l'étude des 

interactions avec les ions métalliques constitue parfois un véritable défi en raison de la contribution 

aux chaleurs observées de toutes les �Œ� �����š�]�}�v�•�� �]�v��� �•�]�Œ�����o���•�U�� �‹�µ�–�]�o�� �•�–���P�]�•�•���� ������ �o�[�]�v�š���Œ�����š�]�}�v�� �]�v� �À�]�š�����o����

entre le métal (acide de Lewis) et le tampon (base de Lewis) présent en large excès, des phénomènes 

�������‰�Œ� ���]�‰�]�š���š�]�}�v�U���}�µ�����v���}�Œ���������•���Œ� �����š�]�}�v�•�����[�Z�Ç���Œ�}�o�Ç�•�������š�����[�}�Æ�Ç��ation du métal. Par conséquent, il est 

souvent difficile de s'affranchir de toute chaleur non spécifique. 

II.7.3 Evaluation des interactions impliquant des tensioactifs 
 
 

 II.7.3.1 Détermination de la concentration micellaire critique (CMC)  

�>�[���P�Œ� �P���š�]�}�v���������u�}�o� ���µ�o���•�����u�‰�Z�]�‰�Z�]�o���•��sous forme de micelles est aussi un phénomène étudiable par 

�/�d���X�� �h�v���� �Œ� �����v�š���� �Œ���À�µ���� �u���š�� ���]�v�•�]�� ���v�� �o�µ�u�]���Œ���� �o�[� �u���Œ�P���v������ ������ �o�[�/�d���� ���}�u�u���� �µ�v���� �u� �š�Z�}������ ���[���v���o�Ç�•����

pour déterminer la concentration micellaire critique (CMC) ainsi que les paramètres 

thermodynamiques de la formation de micelles[125][126]. L'expérience consiste à injecter une solution 

en surfactant (avec une concentration supérieure à la CMC) dans la cellule de mesure (contenant 

uniquement le solvant), puis à déterminer la chaleur relarguée par la dilution (et donc la dissociation) 

des micelles (Figure 39 ���•�X���>���•�����}�v�v� ���•���}���š���v�µ���•���}�v�š���P� �v� �Œ���o���u���v�š���o�[���o�o�µ�Œ�������[�µ�v�������}�µ�Œ�������•�]�P�u�}�b�����o���X��

Alors que les premières injections conduisent à la démicellisation totale des tensioactifs injectés dans 

la cellule de mesure, les injections suivantes conduisent à une démicellisation incomplète et pour 

finir, à une absence de démicellisation, en raison de l'augmentation graduelle de la concentration en 

tensioactifs dans la cellule (jusqu'à dépasser la CMC)�X���d���v���]�•���‹�µ�����o�[���v�š�Z���o�‰�]�������� formation de micelles 

���•�š�� ���]�Œ�����š���u���v�š�� �]�•�•�µ���� ������ �o�[�]�•�}�š�Z���Œ�u���� �}���š���v�µ���U�� �]�o�� ���•�š�� �v� �����•�•���]�Œ���� ������ �š�Œ�������Œ�� �o���� ��� �Œ�]�À� ���� �‰�Œ���u�]���Œ���� ������ �o����
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III. Multi-K : Développement �G�¶�X�Q�H�� �D�S�S�U�R�F�K�H�� �P�X�O�W�L-
techniques de caractérisation des affinités 

Afin de dépasser le pluralisme des approches utilisées pour déterminer la stabilité des complexes 

supramoléculaires, nous avons cherché à développer un traitement des données qui soit universel. 

L'algorithme de caractérisation des affinités que nous avons mis au point est ainsi applicable à toute 

technique, ainsi qu'à tout protocole expérimental. Le principal objectif de ce chapitre est donc de 

montrer cette versatilité par l'intermédiaire des techniques de spectroscopies UV-visible, de RMN, 

d'électrophorèse capillaire et de mesures de solubilité. Ces techniques, qui ont valeurs d'exemples, 

ont été choisies pour la récurrence de leur emploi dans la littérature. Par ailleurs, nous avons 

également cherché à illustrer le potentiel d'innovation de cet algorithme unifié dans des cadres non 

conventionnels. Ainsi, jusqu'à présent, les expériences compétitives ne sont pas appliquées lors des 

mesures de solubilité ou en électrophorèse capillaire, les traitements algorithmiques ne sont pas 

exploités lors de la mesure de mobilités electrophorétiques ou de signaux DOSY, la méthode des 

variations continues reste cantonnée à des conclusions qualitatives sur la �•�š�ˆ���Z�]�}�u� �š�Œ�]��...  

Afin d'évaluer et de valider cet algorithme unifié, les études menées sont basées en particulier sur la 

caractérisation d'un complexe modèle, formé entre la �tCD et l'ibuprofène (sous sa forme basique, pH 

d'étude 7). Ce composé d'inclusion a été choisi pour la commodité de sa caractérisation, en raison 

notamment de l'importante solubilité de l'ibuprofène et de sa forte affinité pour la �tCD. Tout écart 

significatif entre les résultats de différentes approches serait donc révélateur d'un problème 

d'applicabilité de la stratégie employée. La caractérisation de ce complexe a également vocation à 

servir d'élément de comparaison pour la validation d'expériences et de traitement non 

conventionnels en ITC (chapitre IV).  

Après une brève présentation du principe de notre traitement des données, l'étude du système �tCD-

IBU constituera par conséquent le fil rouge des paragraphes consacrés aux différentes techniques 

employées. 
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elle est en fait minimisée par un algo�Œ�]�š�Z�u�������[�}�‰�š�]�u�]�•���š�]�}�v�X���Y�µ���v���������š�š�������]�À���Œ�P���v���������š�š���]�v�š���µ�v���•���µ�]�o��

minimal, on considère que les constantes de formation et de réponse alors utilisées sont celles qui 

�•�}�v�š���o���•���‰�o�µ�•���‰�Œ�}���Z���•���������o�����Œ� ���o�]�š� �X���>�[����� �‹�µ���š�]�}�v�����v�š�Œ�����]�•�}�š�Z���Œ�u���•�����Æ�‰� �Œ�]�u���v�š���o���•�����š���•�]�u�µ�o� ���• donne 

alors une idée de la pertinence du modèle de complexation, et de la véracité des stabilités calculées. 

Pour adapter ce traitement des données à toute expérience de complexation, il suffit de préciser  : 

i) les conditions expérimentales, 

ii) le modèle de complexation, 

�]�]�]�•���o�[� �‹�µ���š�]�}�v���Œ� �P�]�•�•���v�š���o�����Œ� �‰�}�v�•�������Æ�‰� �Œ�]�u���v�š���o��. 

���v�� ������ �‹�µ�]�� ���}�v�����Œ�v���� �o�[�}�‰�š�]�u�]�•���š�]�}�v�� ������ �o�[����� �‹�µ���š�]�}�v�� �š�Z� �}�Œ�]��-expérience, notre procédure utilise la 

méthode de Newton-Raphson, mais tout algorithme usuel de minimisation est potentiellement 

utilisable (Levenberg-�D���Œ�‹�µ���Œ���š�U���^�]�u�‰�o���Æ�U���'�Œ�����]���v�š�����}�v�i�µ�P�µ� �Y).  

Par ailleurs, le calcul des intervalles de confiance des différents paramètres s'appuie sur l'emploi de 

matrices de variances-covariances (cf Annexes), associées à la répétabilité intrinsèque des signaux de 

la technique considérée. Contrairement au calcul classique d'un écart type sur la base d'une 

répétition d'expériences, ce procédé permet l'obtention des intervalles de confiance dès la définition 

d'une seule manipulation, qu'elle soit effectivement réalisée ou hypothétique (autorisant ainsi 

l'optimisation des conditions en amont du travail expérimental). 

Enfin, ce traitement algorithmique des données permet par ailleurs de développer le concept 

���[���v���o�Ç�•�����P�o�}�����o��[130],[131]. En pra�š�]�‹�µ���U���]�o���•�[���P�]�š�����������}�v�(�Œ�}�v�š���Œ���‰�o�µ�•�]���µ�Œ�•���‰�Œ�}�š�}���}�o���•�����Æ�‰� �Œ�]�u���v�š���µ�Æ���‰���Œ��

�o�[�]�v�š���Œ�u� ���]���]�Œ�������[�µ�v���•���µ�o�����š���u�!�u�����š�Œ���]�š���u���v�š�����o�P�}�Œ�]�š�Z�u�]�‹�µ���U���š�}�µ�i�}�µ�Œ�•���•�µ�Œ���o���������•�������µ���•���Z� �u�����‰�Œ�}�‰�}�•� ��

en figure 42. La constante de formation obtenue est alors une constante représentative de 

�o�[���v�•���u���o���� �����•�� ���Æ�‰� �Œ�]���v�����•�U�� ���}�v�š�Œ���]�Œ���u���v�š�� ���� �o�[���‰�‰�Œ�}���Z���� ���o���•�•�]�‹�µ���� �‹�µ�]�� ���}�v���µ�]�Œ���� ���µ�� �����o���µ�o�� ������ �o����

moyenne des ���}�v�•�š���v�š���•�� �]�v���]�À�]���µ���o�o���•�X�� �^�]�� �o�[���v���o�Ç�•���� �P�o�}�����o���� ���}�v���µ�]�š�� ���� �µ�v���� �(�}�Œ�š���� ����� �‹�µ���š�]�}�v�� �š�Z� �}�Œ�]��-

���Æ�‰� �Œ�]���v������ �•�µ�Œ�� �o�[���v�•���u���o���� �����•�� ���Æ�‰� �Œ�]���v�����•�U�� �����o���� � �����Œ�š���� �o���� �•�µ�•�‰�]���]�}�v�� ���[�µ�v���� ���}�u�‰���š�]���]�o�]�š� �� �(�}�Œ�š�µ�]�š���� ���µ��

modèle de complexation envisagé. La �•�š�ˆ���Z�]�}�u� �š�Œ�]�� �������o�[� �‹�µ�]�o�]���Œ�������š���•�����•�š�����]�o�]�š� ���•�}�v�š��ainsi connues 

avec un plus grand niveau de confiance. Les intervalles de confiance calculés prennent par ailleurs en 

compte l'ensemble des expériences réalisées, qu'il s'agisse de la répétition d'expériences identiques 

ou de la réalisation d'expériences différenciées.  
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III.4 Résonance magnétique nucléaire  
 

L�����Œ� �•�}�v���v�������u���P�v� �š�]�‹�µ�����v�µ���o� ���]�Œ�����~�Z�D�E�•�����•�š���µ�v�����š�����Z�v�]�‹�µ�����‹�µ�]���‰���Œ�u���š�����[� �š�µ���]���Œ���o�[�]�v�š���Œ�����š�]�}�v�����v�š�Œ����

deux partenaires en se basant sur les variations du signal entre les formes liées et les formes 

complexées. Cette technique offre par ailleurs �o���� �‰�}�•�•�]���]�o�]�š� �� ���[�}���š���v�]�Œ�� �‰�o�µ�•�]���µ�Œ�•�� �š�Ç�‰���•�� ������ �•�]�P�v���µ�Æ�U��

comme les déplacements chimiques �����‰���Œ�š�]�Œ�����[���Æ�‰� �Œ�]���v�����• à une dimension ou encore les constantes 

���������]�(�(�µ�•�]�}�v�������‰���Œ�š�]�Œ�����[���Æ�‰� �Œ�]���v�����•��à deux dimensions.  

Pour les complexes de �•�š�ˆ���Z�]�}�u� �š�Œ�]�� �í�W�í�U���o�����•�]�P�v���o�����•�š����� ���Œ�]�š���‰���Œ���o�[� �‹�µ���š�]�}�v���•�µ�]�À���v�š�����W 

�� �m�`�qL �:�s F �O�;�ä ���j�g�`�p�cE ���O���ä ���j�g�±  (56) 

Avec Robs �o�����Œ� �‰�}�v�•���� �}���•���Œ�À� ���U���Œ���o�� �š���µ�Æ�����[���v�����‰�•�µ�o���š�]�}�v�U��Rlibre la réponse des molécules sous forme 

libre et Rlié le signal des molécules à 100 % sous forme liée (Réponse = �G ou D selon le type 

d'expérience). 

�>���•�� �À���Œ�]���š�]�}�v�•�� ������ ��� �‰�o�������u���v�š�� ���Z�]�u�]�‹�µ���� �š�Œ�����µ�]�•���v�š�� �µ�v���� �u�}���]�(�]�����š�]�}�v�� ������ �o�[environnement chimique 

des noyaux étudiés, il est par exemple possible de suivre des protons situés dans la cavité de la CD ou 

des protons de la molécule invitée �‰�}�µ�Œ���u���š�š�Œ�������v��� �À�]�����v�������o�[�]�v���o�µ�•�]�}�v�����[�µ�v�����u�}�o� ���µ�o���������v�•���o���������À�]�š� ��

���[�µ�v���������X  

De la même manière, l�}�Œ�•�� ������ �o�[�]�v�š���Œ�����š�]�}�v�� ���À������ �µ�v�� �•�Ç�•�š���u���� ������ �š���]�o�o���� �‰�o�µ�•�� �]�u�‰�}�Œ�š���v�š���U�� �o���� �u�}�o� ���µ�o����

invitée voit son coefficient de diffusion, qui lui est propre, diminuer. Le coefficient de diffusion 

�}���•���Œ�À� ���‰���Œ���Z�D�E�����K�^�z�����•�š���µ�v�����u�}�Ç���v�v�������v�š�Œ�����o�������}���(�(�]���]���v�š�����������]�(�(�µ�•�]�}�v���������o�����u�}�o� ���µ�o���������o�[� �š���š���o�]���Œ����

���š�� �o���� ���}���(�(�]���]���v�š�� ������ ���]�(�(�µ�•�]�}�v�� ������ �o�����u�}�o� ���µ�o���� ���� �o�[� �š���š���o�]� �X Dans ce cas, même si la plupart des études 

considèrent la réponse (Rlié) comme égale au coefficient de diffusion de la CD libre et calcule un taux 

���[���v�����‰�•�µ�o���š�]�}�v�� ���‰�‰�Œ�}�Æ�]�u���š�]�([132], une approche algorithmique permettrait au contraire de 

�•�[���(�(�Œ���v���Z�]�Œ�������� �š�}�µ�še ���‰�‰�Œ�}�Æ�]�u���š�]�}�v�� ���š�� ���[� �À���o�µ���Œ���o���� ���}�v�•�š���v�š���� ���[���•�•�}���]���š�]�}�v�� ���v��considérant le signal 

associé au complexe comme une variable du processus d'ajustement. 

Par ailleurs, l'estimation de la constante de formation se base généralement sur le principe de 

titration, aussi bien pour les déplacements chimiques que pour les coefficients de diffusion, alors que 

le principe des variations continues (ou méthode de Job) est généralement appliqué au préalable afin 

������ �À� �Œ�]�(�]���Œ�� �o���� �•�š�ˆ���Z�]�}�u� �š�Œ�]���� ���µ�� ���}�u�‰�o���Æ���X�� �E�}�µ�•�� ���o�o�}�v�•���u�}�v�š�Œ���Œ�� �����vs la suite de l'étude que les 

conditions expérimentales définies par le principe des variations continues permettent l'évaluation 

simultanée de la �•�š�ˆ���Z�]�}�u� �š�Œ�]�������š de la stabilité de l'interaction. 
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III.4.1 Principe de la méthode des variations continues 
 

���� �o�[�}�Œ�]�P�]�v���U�� �o���� �u� �š�Z�}������de Job a été décrite en �•�‰�����š�Œ�}�•���}�‰�]���� ���[�����•�}�Œ�‰�š�]�}�v�� �h�s-visible afin de 

déterminer la �•�š�ˆ���Z�]�}�u� �š�Œ�]�� ���[�µ�v�����}�u�‰�o���Æ�����(�}�Œ�u� �����v�š�Œ���������µ�Æ�����•�‰�������•���������š����[133]. Par la suite, cette 

�u� �š�Z�}������ ���� � �š� �� �������‰�š� ���� ���� ���[���µ�š�Œ���•���š�����Z�v�]�‹�µ���•�� ���}�u�u���� �o�����Z�D�E�X�� �����š�š�� technique consiste à observer 

�o�[� �À�}�o�µ�š�]�}�v���������o�����Œ� �‰�}�v�•�������Æ�‰� �Œ�]�u���v�š���o�������v��faisant varier simultanément les concentrations des deux 

partenaires �~���� �o�[�]�v�À���Œ�•���� ������ �o���� �š�]�š�Œ���š�]�}�v�•�U�� �š�}�µ�š�� ���v�� �u���]�v�š���v���v�š�� ���}�v�•�š���v�š���� �o���� �•�}�u�u���� ������ �o���µ�Œ�•��

concentrations totales. A partir de �o�[���v�Œ���P�]�•�š�Œ���u���v�š���������o�����•� �Œ�]�����������•�‰�����š�Œ���•�U���o���•���À���Œ�]���š�]�}�v�•��du produit 

de la différence de réponses (�' R�� sont reportées en fonction de la fraction molaire (soit r.�' R =f(r)). Le 

ratio observé au maximum du tracé est alors considéré comme proportionnel à �o�����•�š�ˆ���Z�]�}�u� �š�Œ�]�� (ex: 

pour un complexe 1:1, le �' R sera maximal pour une molécule hôte en présence d'une molécule 

invitée, soit pour un ratio molaire r=1/(1+1)=0.5). Néanmoins, comme cela a été indiqué dans la 

partie bibliographique (I.2.1.2), le tracé ne peut être utilisé pour ce type d'interprétation �‹�µ�[���v��

�‰�Œ� �•���v���������[�µ�v���•���µ�o�����}�u�‰�o���Æ���X��Si l'observation d'un tracé de Job présente ainsi un intérêt plus limité 

qu'il n'y parait en termes de �•�š�ˆ���Z�]�}�u� �š�Œ�]��, sa simulation permettrait à la fois de vérifier 

l'adéquation d'un modèle donné de complexation, mais aussi d'estimer la stabilité des espèces. Nous 

avons donc appliqué notre algorithme unifié à des expériences RMN sur la base de la méthode des 

variations continues. 

Dans la suite, la variation de�•�� �•�]�P�v���µ�Æ�� �Œ� �•�µ�o�š���v�š�� ������ �o�[�]�v�š���Œ�����š�]�}�v�� ������ �o�[�]�v�À�]�š� �� ���À������ �o���� �u�}�o� ���µ�o����

complexante correspond à �o�[� �‹�µ���š�]�}�v���•�µ�]�À���v�š�� :  

�¿�� L �� ���k�m�j�±�a�s�j�c���g�l�t�g�r�±�c���a�m�k�n�j�c�v�±�cF �� ���k�m�j�±�a�s�j�c���g�l�t�g�r�±�c���j�g�`�p�c  (57)  

Sur un plan pratique, d���µ�Æ���•�}�o�µ�š�]�}�v�•�� � �‹�µ�]�u�}�o���]�Œ���•�� ������ �t������ ���š�� ���[�]���µ�‰�Œ�}�(���v���� �}�v�š��été préparées à une 

concentration de 2.5 mM dans du D2O�X�� �>���•�� �š�µ�����•�� �Z�D�E�� �}�v�š�� � �š� �� �‰�Œ� �‰���Œ� �•�� ���v�� �u� �o���v�P�����v�š�� �o���� �t������ ���š��

�o�[�]���µ�‰�Œ�}�(���v���� �‰�}�µ�Œ�����]�(�(� �Œ���v�š���•�� �(�Œ�����š�]�}�v�•�� �u�}�o���]�Œ���•�� �~�” L ��
�>�M�F�Y�?

�>�M�F�Y�?�>���>�t�G�H�?
) variant de 0 à 1 en maintenant la 

concentration totale constante (Tableau 7).  
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Dans ce cas, les groupements SiO- �•�}�v�š�� �����‰�����o���•�� ������ �(�}�Œ�u���Œ�� �����•�� �‰���]�Œ���•�� ���[�]�}�v�•�� ���À������ �o���•�� ���•�‰�������•��

cationiques en surface du capillaire et les ordonnent en deux couches, via une différence de potentiel 

zeta (dont la valeur dépend de la concentration du tampon et du pH)�X�� �>�}�Œ�•�� ������ �o�[���‰�‰�o�]�����š�]�}�v�� ���[�µ�v��

champ électrique, les cations de la couche la plus éloignée de la paroi du capillaire (sites anioniques) 

�•�}�v�š�� ���š�š�]�Œ� �•�� �‰���Œ�� �o���� �����š�Z�}�����U�� ���v�š�Œ���`�v���v�š�� ���À������ ���µ�Æ�� �o���•�� �u�}�o� ���µ�o���•�� ���[�����µ�� �‹�µ�]�� �o���•�� �•�}�o�À���š���v�š�X�� �h�v�� �(�o�µ�Æ��

électroosmotique prend alors naissance et se déplace vers la cathode. Ce flux emmène toutes les 

espèces présentes à la même vitesse et ne contribue donc pas à leur séparation. 

�x �>���� �(�o�µ�Æ�����o�����š�Œ�}�‰�Z�}�Œ� �š�]�‹�µ���� ���}�v�����Œ�v���� �o���•�� ���•�‰�������•�� ���Z���Œ�P� ���•�X���>�����u�}���]�o�]�š� �� ���o�����š�Œ�}�‰�Z�}�Œ� �š�]�‹�µ���� �~�…e) 

est propre à chaque molécule et dépend directement des critères de charge et de taille des analytes. 

En fonction de ces paramètres, il se produit une attraction différenciée exercée par l'anode ou la 

cathode, ce qui permet la séparation d'analytes distincts. Par voie de conséquence, les espèces 

neutres ont une mobilité electrophorétique nulle. 

�>�����u�}���]�o�]�š� �����‰�‰���Œ���v�š�����~�…app) résulte de la contribution des mobilités des flux electroosmotique (µeof) 

et electrophorétique (µe): 

�R�_�n�nL ���R�c�m�d��E���R�c L ��
�P�ä�j

�r�c �ä�Z
������ �:�w�z�;       

Avec L la longueur totale du capillaire (cm) ; l, la longueur effective du capillaire �i�µ�•�‹�µ�[���µ����� �š�����š���µ�Œ 

(cm) ; tm le temps de migration (s) et V, la tension appliquée (Volt). 

Les mobilités sont généralement exprimées en cm2.V-1.s-1. 

III.5.2 �3�U�L�Q�F�L�S�H���G�H���G�p�W�H�U�P�L�Q�D�W�L�R�Q���G�H���O�¶�D�I�I�L�Q�L�W�p cyclodextrine-analyte 
 

Il ���Æ�]�•�š�������]�(�(� �Œ���v�š���•���u� �š�Z�}���}�o�}�P�]���•���‰�}�µ�Œ����� �š���Œ�u�]�v���Œ���o���•�����}�v�•�š���v�š���•�����[���(�(�]�v�]�š� ���‰���Œ���������‰���Œ�u�]���o���•�‹�µ���o�o���•��

�o�[� �o�����š�Œ�}�‰�Z�}�Œ���•���� �����‰�]�o�o���]�Œ���� ���[���(�(�]�v�]�š� �� �~�������•�� �}�µ�� ���v���o�Ç�•���� �(�Œ�}�v�š���o���� �~����-�&���•�X�� �>�[�������� ���•�š��classiquement 

�‰�Œ� �(� �Œ� ���� �o�}�Œ�•�� ������ �o�[� �š�µ������ ������ ���}mplexes CD/petite molécule[134]. Cette méthode repose sur 

�o�[�}���•���Œ�À���š�]�}�v���������o�����À���Œ�]���š�]�}�v���������o�����u�}���]�o�]�š� ��� �o�����š�Œ�}�‰�Z�}�Œ� �š�]�‹�µ�������[�µ�v�������•�������µ�Æ���‰���Œ�š���v���]�Œ���•���]�v�i�����š� s dans 

un électrolyte de séparation contenant une concentrat�]�}�v�����Œ�}�]�•�•���v�š�����������o�[���µ�š�Œ�����‰���Œ�š���v���]�Œ��[135]. Il est à 

�v�}�š���Œ���‹�µ���������š�š�����u� �š�Z�}�������v�[���•�š���À���o�]�������‹�µ�����‰�}�µ�Œ���o���•���•�Ç�•�š���u���•���‰�}�•�•� �����v�š���µ�v�������]�v� �š�]�‹�µ�����Œ���‰�]�����U�������Œ�����o�o����

�v� �����•�•�]�š�����o�[���Æ�]�•�š���v���������[�µ�v��� �‹�µ�]�o�]���Œ�������Ç�v���u�]�‹�µ�������µ���•���]�v�����µ�������‰�]�o�o���]�Œ���X�� 

�>���� �����o���µ�o�� ������ �o���� ���}�v�•�š���v�š���� ���[���•�•�}���]��tion généralement utilisé en EC est dérivé de la méthode de 

titration [53], dans les conditions définies par Benesi et Hildebrand[52]. La méthode consiste à réaliser 

une série d'expériences en augmentant la concentration de l'agent complexant dans l'electrolyte,  

alors que la concentration en substance à analyser reste constante lors de la préparation des 

échantillons[136],[137]. �>�[� �š�µ�������������o�[� �À�}�o�µ�š�]�}�v���������o�����u�}���]�o�]�š� �����o�����š�Œ�}�‰�Z�}�Œ� �š�]�‹�µ�����‰���Œ�u���š�����o�}�Œ�•�����[���Æ�‰�Œ�]�u���Œ��

µe en fonction de µf (mobilité electrophorétique de la forme libre du composé) et de µc (mobilité 

electrophorétique de la forme complexée) : 

�R�c L ��
�>�M�?

�>�M�?�>���>�M�?�L�?
�� �ä�R�dE

�>�M�?�L�?

�>�M�?�>���>�M�?�L�?
�� �ä�R�a   (59)  

La concentration effective de l'analyte n'est par contre pas connue, puisque la solution préparée 

subit une dilution lors de son injection-propagation dans le capillaire. Par conséquent, le traitement 
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�>�����u�}���]�o�]�š� �����o�����š�Œ�}�‰�Z�}�Œ� �š�]�‹�µ�����������o�[�]���µ�‰�Œ�}�(���v�������•�š���}�Œ�]���v�š� �����À���Œ�•���o�[���v�}����. Néanmoins, l'importance du 

flux électroosmotique orienté vers la cathode aboutit à une progression globale vers cette dernière. 

Par ailleurs, l�[�]�v�š���Œ�����š�]�}�v�� ������ �o�[�]���µ�‰�Œ�}�(���v���� ���À������ �o���� �t���� résulte en une augmentation de la taille de 

�o�[���v�š�]�š� , soit un rapport charge/taille plus petit ce qui se traduit par un flux electrophorétique plus 

faible et donc par une mobilité apparente plus importante du composé vers le détecteur. Le 

���}�u�‰�o���Æ���� �(�}�Œ�u� �� ���À������ �o���•�� �t������ ���}�v���µ�]�Œ���� �‰���Œ�� ���}�v�•� �‹�µ���v�š�� �����µ�v���� �Œ� ���µ���š�]�}�v�� ���µ�� �š���u�‰�•�� ������ �u�]�P�Œ���š�]�}�v�� ������

�o�[�]���µ�‰�Œ�}�(���v���X 

 III.5.3.2 Optimisation des concentrations utilisées 

�>���� ���}�v�����v�š�Œ���š�]�}�v�������� �o�[���•�‰�������� �š�]�š�Œ� ���� �~�u���]�v�š���v�µ���� ���}�v�•�š���v�š���� �‰���Œ����� �(�]�v�]�š�]�}�v�•�� ���}�v�•�š�]�š�µ���� �o���� �‰�Œ���u�]���Œ���o���À�]���Œ��

���[�}�‰�š�]�u�]�•���š�]�}�v�X��Néanmoins, ce levier est limité par la nécessité d'un rapport signal sur bruit suffisant ; 

des études préliminaires ont ainsi �u�}�v�š�Œ� �� �‹�µ�[�µ�v���� ���}�v�����v�š�Œ���š�]�}�v�� ���v�� �]���µ�‰�Œ�}�(���v���� ������ �ì,1 mM était 

nécessaire pour obtenir un rapport signal/bruit du même ordre de grandeur que celui qui a été 

observé lors des études de spectroscopie UV-visible. 

���� �‰���Œ�š�]�Œ�� ���[�µ�v���� ���}�v�•�š���v�š���� ���[���•�•�}���]���š�]�}�v�� �‰�}�µ�Œ�� �o�� ���}�u�‰�o���Æ���� �tCD-Ibuprofène estimée par UV-visible à 

9000 M-1�U�� �o���•�� ���}�v�����v�š�Œ���š�]�}�v�•�� �]��� ���o���•�� ���v�� �t������ont été définies pour obtenir une équidistance des 

signaux expérimentaux, ���š�����]�v�•�]���}�‰�š�]�u�]�•���Œ���o�[� ���Z���v�š�]�o�o�}�v�v���P���������•���u�}���]�o�]�š� �•. Ces valeurs sont comprises 

entre 0.05 mM et 0.5 mM.  

Contrairement à ce qui est généralement décrit dans la littérature, nous avons choisi de préparer 

l'analyte en présence d'une concentration en CD égale à celle utilisée dans le capillaire afin d'éviter 

toute dilution de la molécule hôte par l'introduction du plug d'analyte.  
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Electrophorèse capillaire UV-Visible 

Méthode compétitive, 
� D̂ilution apparente�_  

Méthode compétitive, 
� m̂obilité constante�_ 

Méthode 
compétitive 

n=0,32 n=0,01 - 

K �t-CD/Ibuprofène (M
-1) 

9 373 9 517 8482  

( �r��1860) (�r 1821) (�r780)  

K �t-CD/cyclohexanol (M
-1) 

491 542  631 

(�r 75) (�r��78) (�r��65) 

K �t-CD/Adamantanol (M
-1) 

41 509 38 459 39760 

(�r 7816) (�r��7148) (�r��3921) 

K �t-CD/Adamantane amine (M
-1) 

9 599 8 505  10153 

(�r 1869) (�r 1621) (�r 1311)  

 

Tableau 11 : ���]�o���v�� �����•�� ���}�v�•�š���v�š���•�� ���[���•�•�}���]���š�]�}�v���}���š���v�µ���•�� �‰���Œ�������� ���š�����}�u�‰���Œ���]�•�}�v�����À������ �o���•�� �À���o���µ�Œ�•�� �}���š���v�µ���•�� �‰���Œ�� �h�s-visible 
pour les différents complexes étudiés.  

On constate une parfaite correspondance entre les diverses constantes obtenues, ce qui valide à la 

fois la méthode compétitive ainsi que les deux types de traitement. Il est également intéressant de 

�•�}�µ�o�]�P�v���Œ���‹�µ�����o�����•�š�����]�o�]�š� �����µ�����}�u�‰�o���Æ�����t����-Ibuprofène a été obtenue de manière directe et indirecte, 

avec des valeurs cohérentes. 
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III.5.6 EC : conclusions 
 

Les travaux menés dans cette étude ont permis de montrer les limites de l'approche classique 

employée en ACE. En effet, l'influence de la complexation sur le processus electrophorétique peut se 

traduire par une hétérogénéité des mobilités, non seulement entre les diverses molécules d'analyte, 

mais aussi à l'échelle d'une molécule donnée au cours de sa progression dans le capillaire. Par 

conséquent, les relations utilisées pour calculer les constantes de formation peuvent ne pas être 

valides (à la fois par le non respect des conditions de linéarisation et par la non constance des 

mobilités lors du processus). Ces phénomènes cantonnaient de fait l'EC à l'étude des complexes de 

faible affinité3.  

Afin de lever ces verrous, nous avons développé deux nouvelles stratégies de traitement des 

données. Ces deux approches non conventionnelles sont basées sur l'utilisation de notre algorithme 

unifié, appliqué soit aux temps de migration mesurés au maximum des pics et avec calcul d'un 

facteur de dilution apparent pour l'analyte, soit aux temps de migration mesurés à la base des pics et 

avec application d'un facteur de dilution infini pour l'analyte. Il est à noter que cette deuxième 

stratégie permet par ailleurs d'utiliser un traitement par linéarisation. L�[affinité obtenue avec les 

deux approches est cette fois cohérente avec les autres techniques expérimentales que nous avons 

exploitées. Ce système étant caractérisé par un gradient particulièrement marqué en termes de 

mobilités, on peut penser que les méthodes proposées devraient s'avérer efficaces quel que soit le 

complexe étudié4.  

Par ailleurs, ces deux approches, basées sur une prise en compte des concentrations effectives des 

espèces présentes, autorisent la détermination indirecte des affinités, pour la première fois dans le 

cas de l'ACE. Ainsi, la méthode de compétition que nous avons développée étend considérablement 

l'application potentielle de l'EC en termes de mesure d'affinité, puisqu'elle est applicable pour toute 

molécule, indépendamment de sa charge, de sa constante de formation et de sa réponse vis-à-vis du 

détecteur associé à l'EC5.  

 

                                                           
3  dans le cas des affinités faibles, l'utilisation de forts ratios molaires molécule titrante/molécule titrée limite 
l'hétérogénéité des mobilités et donc le biais induit par l'approche classique. 
4  des essais menés sur d'autres complexes ont confirmé la robustesse de ces méthodes. 
5 comme pour toute autre technique, la molécule étudiée doit néanmoins présenter un couple 
solubilité/affinité suffisant. 
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III.6 Conclusions sur l'ensemble des techniques  
 

Les constantes de formation obtenues pour le complexe �tCD-IBU par les différentes techniques 

investiguées sont rassemblées dans le tableau 12. 

  

K (M-1) Incertitudes 

UV-Visible Approche compétitive 8482 (�r 780) 

Solubilité Approche compétitive 8903 (�r 1956)  

RMN 
���‰�‰�Œ�}���Z�������]�Œ�����š�����w�� 9175  (�r 1430) 

Approche directe D 9241 (�r 1768)  

EC 

Approche directe 
(� d̂ilution apparente�_)  

8197 (�r 839)  

Approche directe 
(� m̂obilité constante�_)  

8907  (�r 722) 

Approche compétitive 
(� d̂ilution apparente�_)  

9373 (�r 1860) 

Approche compétitive 
(� m̂obilité constante�_)  

9517 (�r 1821) 

 

Tableau 12 : Constantes de formation et intervalles de confiance (M-1) pour le complexe �tCD-IBU. 
[138],[139],[140],[141],[142], [143] 

On constate un parfait recouvrement des affinités que nous avons obtenues, alors même que les 

différentes techniques employées s'appuient sur des protocoles fortement différenciés (titration, 

variations continues, mesures compétitives...). A contrario, les études de la littérature présentent de 

fortes divergences[138-143], avec des valeurs allant de 300 à 50000 M-1 (avec une majorité de 

constantes centrées sur la gamme 7000 - 14000 M-1).  

Une telle cohérence des affinités mesurées souligne l'applicabilité de notre approche et son 

caractère universel. Par ailleurs, le fait que le logiciel � M̂ulti-K�_ permette de traiter l'ensemble des 

expériences (à l'intérieur de chaque technique) par le biais d'une analyse globale (traitement 

simultané de toutes les données avec un seul jeu de variables) aboutit à la fois à une meilleure prise 

en compte des incertitudes de mesure et une amélioration de la précision sur les constantes de 

�(�}�Œ�u���š�]�}�v�U���Ç�����}�u�‰�Œ�]�•���o�}�Œ�•���������o�����u�]�•�������v���ˆ�µ�À�Œ�������–���Æ�‰� �Œ�]���v�����•�����}�u�‰� �š�]�š�]�À���•�X�� Enfin, notre algorithme a 

permis diverses innovations, notamment en dépassant les limites associées à l'électrophorèse 

capillaire, en étendant le champ d'application des mesures de solubilité via les protocoles 

compétitifs, ou en exploitant les tracés de Job pour la caractérisation �����•�� ���(�(�]�v�]�š� �•�Y
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IV. Hybrid-ITC : Développement des expériences non 
conventionnelles 

Les travaux présentés dans ce chapitre visent à étendre le champ d'investigation de l'ITC en termes 

de protocoles expérimentaux. En effet, la restriction, par les logiciels commerciaux, des expériences 

ITC aux titrations et titrations compétitives peut limiter les informations obtenues par cette 

technique calorimétrique. Nous avons par conséquent développé un modèle permettant d'analyser 

toute combinaison expérimentale de trois partenaires, respectivement dans la seringue et dans la 

cellule du calorimètre. Les expériences qui en résultent sont illustrées ici par la complexation de 

l'ibuprofène avec la �tCD, dans le cadre d'expériences directes, ainsi qu'avec l'HP�tCD dans le cadre de 

protocoles compétitifs. L'apport de la combinaison de ces expériences dans le cadre d'un processus 

d'analyse globale est également discuté. 

 IV.1 Expériences directes  
 

Le design des expériences ITC peut être vu comme une combinaison des partenaires étudiés dans la 

cellule ou la seringue. Nous nous sommes intéressés dans un premier temps �����o�[� �š�µ���������������}�u�‰�o���Æ���•��

���[�]�v���o�µ�•�]�}�v���‰���Œ�������•�����Æ�‰� �Œ�]���v�����•���v�}�v�����}�u�‰� �š�]�š�]�À���•�U�����[���•�š-à-dire avec uniquement une molécule hôte et 

une molécule invitée. Ainsi pour chaque protocole, chaque compartiment peut contenir 0, 1 ou 2 des 

espèces étudiées. Sur les seize combinaisons possibles, quatre expériences impliquent la présence de 

la même solution dans les deux compartiments et ne fournissent aucune information sur les 

phénomènes de complexation. Quatre autres combinaisons, impliquant la solution tampon et une 

autre solution contenant seulement au plus un seul des partenaires, correspondent aux expériences 

de contrôles (blancs) et doivent être soustraites aux expériences réelles. En conséquence, huit 

expériences peuvent être utilisées pour étudier les phénomènes de complexation.  

IV.1.1 Définition des solutions  
 

La préparation des solutions des molécules hôtes, invitées et hôte+invité répond alors à plusieurs 

problématiques, spécifiques des caractéristiques des espèces étudiées. 

De manière générale, les expériences de titration emploient souvent la solution de CD dans la 

�•���Œ�]�v�P�µ���� ���š�� �o���� �•�}�o�µ�š�]�}�v�� ���[�]�v�À�]�š� �� �����v�•�� �o���� �����o�o�µ�o��, en conséquence d'une solubilité généralement 

supérieure de la molécule hôte. Une attention particulière doit par ailleurs être portée aux 

concentrations maximales utilisées, puisque des solutions fortement concentrées peuvent induire 

�����•�� �‰�Z� �v�}�u���v���•�� ���[���P�Œ� �P���š�]�}�v�� ���]�v�•�]�� �‹�µ�[�µ�v���� �(�}�Œ�š���� ���Z���o���µ�Œ�� ������ ���]�o�µ�š�]�}�v�X�� �����v�•�� �o���� �����•�� ������ �o���� �t�����U�� �v�}�µ�•��

avons expérimentalement observé que les chaleurs de dilution étaient négligeables pour des 

concentrations inférieures à 5 mM. Par ailleurs, a�(�]�v�� ���[�}���š���v�]�Œ��un échantillonnage satisfaisant de 

�o�[�]�•�}�š�Z���Œ�u���� ������ ���}�u�‰�o���Æ���š�]�}�v�����µ�Œ���v�š���o�[���Æ�‰� �Œ�]���v������ �������š�]�š�Œ���š�]�}�v�U���]�o�����•�š���v� �����•�•���]�Œ�����‹�µ���� �o���� �Œ���š�]�}�����v�š�Œ���� �o���•��

concentrations stock des molécules hôtes et des molécules invitées soit au moins égal à 10, ce qui 

implique que la �•�}�o�µ�š�]�}�v�� ���[�]�v�À�]�š� �� �v���� ��� �‰���•�•���� �‰���•�� �µne concentration de 0.5 mM (pour une 
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initialement formé dans le mélange se dissocie partiellement dans la cellule, cette dissociation 

���]�u�]�v�µ���v�š�� �]�v�i�����š�]�}�v�� ���‰�Œ���•�� �]�v�i�����š�]�}�v�X�� �>�[���Æ�‰� �Œ�]���v������ ���� � �š� �� �]�v�š�Œ�}���µ�]�š���� �‰���Œ�� �,�����Œ�l�o�}�š�Ì[72] sous le nom de 

relargage, d'abord pour des vésicules avant d'être appliquée ensuite aux CD[70,144]. 

Le pro�š�}���}�o���������~���‰�‰���o� �����]�o�µ�š�]�}�v�•�����}�Œ�Œ���•�‰�}�v���������o�[�]�v�À���Œ�•�������µ���‰�Œ�}�š�}���}�o�������X���>���•���]�v�i�����š�]�}�vs de tampon sur 

le mélange hôte + �]�v�À�]�š� �����}�v���µ�]�•���v�š�������������(���]���o���•�����]�o�µ�š�]�}�v�•�U���]�v���µ�]�•���v�š���o�������]�•�•�}���]���š�]�}�v�����[�µ�v�����(���]���o�����‰���Œ�š�]����

�����•�� ���}�u�‰�}�•� �•�� ���[�]�v���o�µ�•�]�}�v�X�� �W���Œ��conséquent, des pics positifs d'amplitude faible et constante sont 

observés.  

Les protocoles E (titration atténuée) et F (titration inverse atténuée) correspondent au mélange de la 

�•�}�o�µ�š�]�}�v���t������ �=���/���h������ �o�����•�}�o�µ�š�]�}�v�������� �t�����X���W�}�µ�Œ�������•�� �����µ�Æ�����Æ�‰� �Œ�]���v�����•�U�������•�� �‰�]���•���v� �P���š�]�(�•���•�}�v�š���‰�Œ�}���µ�]�š�•��

�‰�µ�]�•�‹�µ���� �o���� ���}�v�����v�š�Œ���š�]�}�v�� ������ ���}�u�‰�o���Æ���•�� ���[�]�v���o�µ�•�]�}�v�� ���µ�P�u���v�š���� ���‰�Œ���•�� ���Z���‹�µ���� �]�v�i�����š�]�}�v�X�� �����•��

expériences sont similaires aux protocoles A et B puisque les concentrations en ibuprofène libre sont 

égales dans chaque expérience. Les chaleurs sont néanmoins atténuées du fait de la présence de CD 

dans les deux compartiments.  

�>���•�� �‰�Œ�}�š�}���}�o���•�� �'�� �~�Œ���o���Œ�P���P���� ���v�v�]�Z�]�o� �•�� ���š�� �,�� �~���]�o�µ�š�]�}�v�� ���v�v�]�Z�]�o� ���•�� ���}�Œ�Œ���•�‰�}�v�����v�š�� ���µ�� �u� �o���v�P���� ���[�µ�v����

�•�}�o�µ�š�]�}�v���t�������=���/���h�����À�������µ�v�����•�}�o�µ�š�]�}�v�����[�/���h�X���/�v��� �‰���v�����u�u���v�š�����µ���(���]�š���‹�µ�����o���•���•�}�o�µ�š�]�}�v�•���•�}�]���v�š�������v�•���o����

�•���Œ�]�v�P�µ���� �}�µ�� �����v�•�� �o���� �����o�o�µ�o���U�� ���µ���µ�v���� ���Z���o���µ�Œ�� �v�[���•�š�� �}���•���Œ�À� ���X�� �/�o�� �v�[�Ç�� ���� �‰���•�� ������ �(�}�Œ�u���š�]�}�v�� �}�µ�� ������

dissociation de complexes durant ces expériences puisque la concentration en ibuprofène libre est 

équivalente dans les deux compartiments. Il est intéressant de mentionner que lorsque la 

préparation des solutions ne respecte pas strictement cette équivalence des concentrations 

���[�]���µ�‰�Œ�}�(���v�����o�]���Œ���������v�•���o�����•���Œ�]�v�P�µ�������š�������v�•���o���������o�o�µ�o���U�������•�����Z���o���µ�Œ�•��faiblement positives ou négatives 

peuvent être observées, en fonction de la déviation relative de cette concentration dans les deux 

solutions. Ainsi, un relargage annihilé avec une solution �t�������=���/���h��caractérisé par une concentration 

en IBU libre inférieure à la solution d'IBU contenue dans la cellule conduira à des faibles pics négatifs: 

en effet, on assiste alors à la complexation additionnelle d'une part des molécules d'IBU de la cellule 

par les molécules de �t����  non saturées issues de la solution initialement présente dans la seringue. 

Comme ces huit �‰�Œ�}�š�}���}�o���•�������}�µ�š�]�•�•���v�š�����������•���]�•�}�š�Z���Œ�u���•���v�}�v���•�]�u�]�o���]�Œ���•�U���]�o�•���v�[�]�u�‰�o�]�‹�µ���v�š���‰���•���o�����u�!�u����

précision sur les paramètres thermodynamiques. Pour évaluer les différences entre les protocoles, 

nous avons estimé�U�� �‰���Œ�� �o�[�µ�š�]�o�]�•���š�]�}�v�� ������ �u���š�Œ�]�����•��de variance-���}�À���Œ�]���v�����U�� �o�[�]�v�����Œ�š�]�š�µ������ �•�µ�Œ�� �o���•��

���}�v�•�š���v�š���•�� ���[���•�•�}���]���š�]�}�v�� �<H-I ���š�� �o���•�� ���v�š�Z���o�‰�]���•�� ���[�]�v���o�µ�•�]�}�v���' HH-I par analyse individuelle pour chaque 

�‰�Œ�}�š�}���}�o���X�� �����•�� �]�v�����Œ�š�]�š�µ�����•�� �•�}�v�š�� ���Æ�‰�Œ�]�u� ���•�� ���}�u�u���� �o���•�� ��� �À�]���š�]�}�v�•�� �•�š���v�����Œ���•�� �~�Œ���•�‰�����š�]�À���u���v�š�� �w�<�� ���š��

�w�,�•���u�µ�o�š�]�‰�o�]ées par le facteur de student t (1.96). En raison des faibles valeurs du critère de Wiseman 

pour les complexes étudiés, les concentrations totales doivent être considérées comme parfaitement 

connues pour �o�[���•�š�]�u���š�]�}�v�� �����•�� �]�v�����Œ�š�]�š�µ�����•�X�� �W�}�µ�Œ�� ���}�µ�À�Œ�]�Œ�� �o���� �P���u�u�� de stabilité généralement 

observée avec des CD, nos simulations ont été réalisées pour quatre ���}�v�•�š���v�š���•�����[���•�•�}���]���š�]�}�v�����o�o���v�š��

de 102 M-1 à 105 M-1�X���>���•���Œ� �•�µ�o�š���š�•���•�}�v�š���‰�Œ� �•���v�š� �•�U���‰�}�µ�Œ���µ�v�����o�]�u�]�š�����������•�}�o�µ���]�o�]�š� ���������o�[�]�v�À�]�š� ��������2 mM,  

dans le tableau 13. 
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K 
Protocole t* �GK t* �G�'H t* �GK t* �G�'H t* �GK t* �G�'H t* �GK t* �G�'H

A >100% >100% 11% 6% 5% 1% 5% 1%

B >100% 75% 12% 7% >100% 4% >100% 4%

C 35% 19% 6% 1% 19% 7% 45% 26%

D >100% 48% >100% 61% >100% >100% >100% >100%

E >100% >100% 38% 12% 8% 1% 9% 1%

F >100% >100% 43% 2% >100% 66% >100% >100%

G >100% >100% >100% >100% >100% >100% >100% >100%

H >100% >100% >100% >100% >100% >100% >100% >100%

100 M-1 1 000 M-1 10 000 M-1 100 000 M-1

 

Tableau 13 : �/�v�����Œ�š�]�š�µ�����•�� �•�µ�Œ�� �o���� ���}�v�•�š���v�š���� ���[���•�•�}���]���š�]�}�v�� �<H-I ���š�� �o�[���v�š�Z���o�‰�]���� ���[�]�v���o�µ�•�]�}�v���' HH-I pour les huit protocoles non 
���}�u�‰� �š�]�š�]�(�•�U���‰�}�µ�Œ���µ�v�����•�}�o�µ���]�o�]�š� ���������o�[�]�v�À�]�š� ���o�]�u�]�š� ���������î���u�D�X 

De nombreux protocoles conduisent à des incertitudes supérieures aux variables mesurées en raison 

���[�]�•�}�š�Z���Œ�u���•�� ������ �(���]���o���� ���u�‰�o�]�š�µ������ �À�}�]�Œ���� �‰�o���š���•, et par conséquent inadaptées pour une analyse 

individuelle. Il est à noter, à ce stade, que cela ne signifie pas que ces expériences sont non 

informatives lors de l'analyse globale d'expériences couplées. 

���� �o�[�}�‰�‰�}�•� �U�� �o���•�� ���Æ�‰� �Œ�]���v�����•�� ������ �š�]�š�Œ���š�]�}�v�� ���š�� ������ �Œ���o���Œ�P���P���� �~�Œ���•�‰�����š�]�À���u���v�š�� �‰�Œ�}�š�}���}�o���•�� ���� ���š�� ���•��

fournissent les résultats les plus satisfaisants6. Par conséquent, des investigations ont été menées 

pour une meilleure compréhension des performances du protocole de relargage face au protocole de 

titration classique.  

IV.1.3 Comparaison théorique des performances des expériences de 
titration et de relargage 
 

�>�[�]�v�����Œ�š�]�š�µ������ �����•�� �‰�Œ�}�š�}���}�o���•�� ������titration et de relargage a été comparée pour différentes limites de 

�•�}�o�µ���]�o�]�š� ���~�ì�X�í�U���ì�X�ñ�U���î�����š���ñ���u�D�•�����š���‰�}�µ�Œ���µ�v�����o���Œ�P�����P���u�u�������������}�v�•�š���v�š���•�����[���•�•�}���]���š�]�}�v���~���í�X�ñ���D log KH-I < 5 

���[���•�š-à-dire allant de 31 <KH-I <105 M-1) (Figure 72).  

  

 

                                                           
6 la titration atténuée présente également des résultats intéressants mais en restant systématiquement moins 
précise que la titration. 
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�/�o�����‰�‰���Œ���`�š���‹�µ�����o�[�]�v�����Œ�š�]�š�µ�������������o�����š�]�š�Œ���š�]�}�v�����]�u�]�v�µ�������À�������o�[���µ�P�u���v�š���š�]�}�v���������o�[���(�(�]�v�]�š� �U��quel que soit la 

concentration en molécule titrée, ce qui est cohérent avec �o�[���µ�P�u���v�š���š�]�}�v�� ���µ�� ���Œ�]�š���Œ���� ������ �t�]�•���u���v�X��

Comme �•���µ�o���•���o���•�����}�v�•�š���v�š���•�����[���(�(�]�v�]�š� ���š�Œ���•��� �o���À� ���• (>108M-1) peuvent en principe altérer la précision 

de la titration, on ne constate pas de hausse significative �������o�[�]�v�����Œ�š�]�š�µ�������‰�}�µ�Œ���o�����P���u�u�����Œ���v���}�v�š�Œ� �� 

avec les complexes de CD, ce qui explique la forme globale des courbes associées à la titration en 

figure 72.  

�����v�•�� �o���� �����•�� �����•�� ���Æ�‰� �Œ�]���v�����•�� ������ �Œ���o���Œ�P���P���U�� �o�[�]�v�����Œ�š�]�š�µ���������}�u�u���v������ �‰���Œ�� ���]�u�]�v�µ���Œ�� �‹�µ���v���� �o���� �•�š�����]�o�]�š� ��

augmente. Etant donné que les très faibles cons�š���v�š���•�� ���[���•�•�}���]���š�]�}�v�� �]�u�‰�o�]�‹�µ���v�š�� �µ�v���� �(�}�Œ�š����

dissociation mais aussi une faible concentration de complexes présents initialement dans la seringue, 

seule une faible quantité de complexes peut être détruite�U���������‹�µ�]�����}�v���µ�]�š�������o�[�}���š���v�š�]�}�v���������(���]���o���•���‰�]���•��

et donc à une imprécision relative. Quand la stabilité augmente, de plus en plus de complexes sont 

�(�}�Œ�u� �•�������v�•���o�����•���Œ�]�v�P�µ���U���‰���Œ�u���š�š���v�š���o�������]�•�•�}���]���š�]�}�v�����[�µ�v�����‹�µ���v�š�]�š� ���‰�o�µ�•���]�u�‰�}�Œ�š���v�š�������������}�u�‰�o���Æ���•�����š��

induisant des pics de plus forte amplitude. Si ce phénomène résulte en une incertitude faible pour 

�����•�� �À���o���µ�Œ�•�� ������ ���}�v�•�š���v�š���•�� ���[���•�•�}���]���š�]�}�v�� �u�}��� �Œ� ���•�U��il faut également noter que �o�[���µ�P�u���v�š���š�]�}�v�� �����•��

���}�v�•�š���v�š���•�����[���•�•�}���]���š�]�}�v���‰�Œ�}�À�}�‹�µ����une diminution du pourcentage de dissociation. Pour une valeur 

���[���(�(�]�v�]�š� �� ���}�v�v� ���U�� �o�[���µ�P�u���v�š��tion de la quantité de complexes hôte/invité dans la seringue ne 

compense pas la diminution du taux de dissociation constatée dans la cellule et par conséquent les 

�•�]�P�v���µ�Æ�� ������ ���Z���o���µ�Œ�� ���]�u�]�v�µ���v�š�� ���š�� �o�[�]�v�����Œ�š�]�š�µ������ ���µ�P�u���v�š���X�� �������]�� ���Æ�‰�o�]�‹�µ���� �o���� �(�}�Œ�u���� �‹�µ�����Œ���š�]�‹�µ���� ��e la 

���}�µ�Œ���������}�Œ�Œ���•�‰�}�v�����v�š�������o�[�]�v�����Œ�š�]�š�µ���������v���(�}�v���š�]�}�v���������o�����•�š�����]�o�]�š� �X�� 

Quand on compare les protocoles de titration et de relargage, il apparaît que l'expérience de 

relargage est plus adaptée à des affinités faibles alors que le protocole de titration est plus efficace 

pour des complexes forts. Il semble que le protocole de relargage devrait  être préféré à une 

expérience de titration pour des constantes de complexation inférieures approximativement à 3000-

4000 M-1�X�������š�š���� �P���u�u���� �v�[� �š���v�š���‹�µ���� �š�Œ���•�� �o� �P���Œ���u���v�š�� ��� �‰���v�����v�š���� �������o�����•�}�o�µ���]�o�]�š� �� ������ �o�[�]�v�À�]�š� �U���o�����•���µ�]�o��

peut être considéré comme général. A la vue de ces valeurs, il devient notable qu'une large gamme 

���������}�u�‰�o���Æ���•���������������‰�}�µ�Œ�Œ���]�š����� �v� �(�]���]���Œ�����µ���‰�Œ�}�š�}���}�o�����������Œ���o���Œ�P���P���X���E� ���v�u�}�]�v�•�U���������v�[���•�š�������•�}�o�µ�u���v�š��

pas le cas dans la littérature, probablement en raison de l'absence du traitement des données 

correspondant au sein des logiciels commerciaux. 

Les protocoles de titration et de relargage étant très différents, on peut penser que les études de 

complexation peuvent être améliorées par une analyse globale de ces deux expériences. En 

employant un même jeu de paramètres thermodynamiques pour analyser simultanément les deux 

�š�Z���Œ�u�}�P�Œ���u�u���•�U���o�����š�Œ���]�š���u���v�š�������•�����}�v�v� ���•���‰���µ�š����� �v� �(�]���]���Œ���������o�[�]�v�(�}�Œ�u���š�]�}�v�����}�v�š���v�µ���������v�•���o���•�������µ�Æ��

isot�Z���Œ�u���•�X���E�}�µ�•�����À�}�v�•�����o�}�Œ�•��� �À���o�µ� ���o�[�]�v�����Œ�š�]�š�µ�������Œ� �•�µ�o�š���v�š�����[�µ�v�������v���o�Ç�•�����P�o�}�����o���������•�����Æ�‰� �Œ�]���v�����•��������

�š�]�š�Œ���š�]�}�v�� ���š�� ������ �Œ���o���Œ�P���P���� �‰�}�µ�Œ�� �‰�o�µ�•�]���µ�Œ�•�� �o�]�u�]�š���•�� ������ �•�}�o�µ���]�o�]�š� �� ������ �o�[�]�v�À�]�š� �� ���š�� �‰�o�µ�•�]���µ�Œ�•�� ���}�v�•�š���v�š���•��

���[���•�•�}���]���š�]�}�v�U��et nous avons ���}�u�‰���Œ� �� �����•�� �Œ� �•�µ�o�š���š�•�� ���À������ �o�[���valyse globale de deux expériences de 

titration équivalentes (Figure 73). 
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Comme on peut le voir, le couplage de la titration et du relargage est systématiquement plus précis 

(ou au moins aussi précis) �‹�µ���� �o�[���v���o�Ç�•���� ������ �����µ�Æ�� ���Æ�‰� �Œ�]���v�����•�� ������ �š�]�š�Œ���š�]�}�v�X��L�[���u� �o�]�}�Œ���š�]�}�v�� �‰���Œ�� �µ�v����

approche Titration/R���o���Œ�P���P���� ���•�š�� �‰���Œ�š�]���µ�o�]���Œ���u���v�š�� �]�u�‰�}�Œ�š���v�š���� �‰�}�µ�Œ�� �����•�� ���}�v�•�š���v�š���•�� ���[���•�•�}���]���š�]�}�v��

faibles à modérées.  

Par exemple, si on considère u�v���� ���}�v�•�š���v�š���� ���[���•�•�}���]���š�]�}�v�� ������ �í000 M-1 (log KH-I = 3), la précision de 

�o�Z���‰�‰�Œ�}���Z����Titration/Relargage est supérieure ���� �����o�o���� �}���š���v�µ���� �‰�}�µ�Œ�� �����µ�Æ�� �š�]�š�Œ���š�]�}�v�•�� ���[�µ�v�� �(�����š���µ�Œ��

�‰�Œ�}���Z���� ������ �ð�� �‰�}�µ�Œ�� �o���•�� ���}�v�•�š���v�š���•�� ���[���•�•�}���]���š�]�}�v�� ���š�� ���[�µ�v�� �(�����š���µ�Œ�� �‰�Œ�}���Z���� ������ �ó��en termes d'enthalpies 

���[�]�v���o�µ�•�]�}�v�X�� ���v�� �‰�o�µ�•�� ���[�!�š�Œ���� ��� �v� �(�]�‹�µ���� �‰�}�µ�Œ�� �µ�v���� �o���Œ�P���� �P���u�u����de complexes de CD, �o�[���‰�‰�Œ�}���Z����

Titration/R���o���Œ�P���P���� �‰�}�µ�Œ�Œ���]�š�� � �š���v���Œ���� �o���� ���Z���u�‰�� ���[���‰�‰�o�]�����š�]�}�v�•�� ������ �o�[�/�d���X�� ���]�v�•�]�U�� �µ�v���� �]�v�����Œ�š�]�š�µ������

supérieure aux valeurs thermodynamiques, obtenue par une titration dans le cas des complexes 

problématiques, pourrait être réduite à une valeur satisfaisante par une stratégie de couplage. Ces 

�Œ� �•�µ�o�š���š�•����� �u�}�v�š�Œ���v�š��� �P���o���u���v�š���o�[���(�(�]�������]�š� �����µ�����}�v�����‰�š�����[���v���o�Ç�•�����P�o�}�����o�����‹�µ�]���‰���µ�š�����µ�•�•�]���!�š�Œ�������‰�‰�o�]�‹�µ� ��

aux autres expériences non conventionnelles.  

Dans nos efforts pour élaborer une stratégie expérimentale optimale en termes de précision, nous 

avons également évalué la contribution de chaque protocole A à H couplé à une approche 

Titration/Relargage. Sur l'ensemble des tests réalisés, aucune combinaison de trois expériences 

différentes ne réduit systématiquement (���[est-à-dire pour l'ensemble des conditions envisagées) et 

�•�]�P�v�]�(�]�����š�]�À���u���v�š���o�[�]�v�����Œ�š�]�š�µ�������‰���Œ���Œ���‰�‰�}�Œ�š�������µ�v�����}�µ�‰�o���P����Titration/Relargage. En termes de précision, 

il semble donc que le couplage Titration/Relargage puisse être ���}�v�•�]��� �Œ� �����}�u�u�����o�[���‰�‰�Œ�}���Z����générale 

la plus efficace. 

A ce stade, il faut souligner que certains couplages binaires ou ternaires autres que 

Titration/Relargage peuvent apporter une amélioration significative, mais ponctuelle, dans des 

conditions particulières. Cet aspect sera d'ailleurs couvert plus spécifiquement dans le cadre de 

complexes concrets étudiés au chapitre V.  

Il faut également souligner que la prise en compte de chaque expérience non conventionnelle, en 

plus de l'approche Titration/Relargage, pour un complexe donné fournit des informations 

�•�µ�‰�‰�o� �u���v�š���]�Œ���•�� �•�µ�Œ�� �o�[����� �‹�µ���š�]�}�v�� ���v�š�Œ���� �o���� �u�}�����o���� �š�Z� �}�Œ�]�‹�µ���� ���š�� �o���� �Œ� ���o�]�š� �� ���Æ�‰� �Œ�]�u���v�š���o���U�� ������ �‹�µ�]��

accroît la fiabilité de la caractérisation. Cette prise en compte peut être particulièrement 

intéressante par exemple �o�}�Œ�•�‹�µ�[�µ�v�����µ�š�Œ����� �‹�µ�]�o�]bre chimique que le complexe attendu est suspecté.  
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IV.2 Expériences compétitives  

La seconde partie de ce chapitre est consacrée ���� �o�[� �š�µ������ ������ ���}�u�‰�}�•� �•�� ���[�]�v���o�µ�•�]�}�v�� �‰���Œ�� �u� �š�Z�}������

compétitive. �����v�•�������•�����Æ�‰� �Œ�]���v�����•�U���µ�v�����}�u�‰�o���Æ�������}�v�v� �����•�š�������Œ�����š� �Œ�]�•� ���‰���Œ���o�����‰�Œ� �•���v���������[�µ�v�����•�����}�v������

�u�}�o� ���µ�o�����Z�€�š�����}�µ�����[�µ�v�����•�����}�v�������u�}�o� ���µ�o�����]�v�À�]�š� ���X�����À���v�š���o�[�]�v�š���Œ�‰�Œ� �š���š�]�}�v�����[���Æ�‰� �Œ�]���v�����•�����}�u�‰� �š�]�š�]�À���•��

�]�u�‰�o�]�‹�µ���v�š���š�Œ�}�]�•���‰���Œ�š���v���]�Œ���•�U���]�o�����•�š���v� �����•�•���]�Œ�����������Œ� ���o�]�•���Œ���o�[� �š�µ�������]�vdividuelle du second complexe mis 

en jeu par une titration classique ou préférentiellement par une approche Titration/Relargage. Le 

premier protocole compétitif apparu dans la littérature a été mis en place pour les complexes 

présentant �����•�����}�v�•�š���v�š���•�����[���•sociation supérieures à 107-108 M-1. Dans ce cas, l'allure sigmoïdale de 

�o�[�]�•�}�š�Z���Œ�u����devient plus rectangulaire, ce qui empêche une analyse précise de chaque paramètre. 

Les complexes de CD possédant �P� �v� �Œ���o���u���v�š�� �����•�� ���}�v�•�š���v�š���•�� ���[���•�•�}���]���š�]�}�v�� �]�v�(� �Œ�]���µ�Œ���•�� ���� �í�ì5 M-1, il 

n'y a pas eu, à notre connaissance, d'application de la méthode compétitive à ce type de macrocycles 

dans la littérature. 

Pour illustrer les expériences compétitives, nous avons choisi de travailler avec une système faisant 

intervenir deux molécules hôtes (�t����  et �,�W�t����) et une molécule invitée (IBU). Il faut souligner que 

ces méthodes sont directement transposables à un système caractérisé au contraire par la mise en 

�‰�Œ� �•���v���������[�µ�v�����u�}�o� ���µ�oe hôte et de deux molécules invitées. 

�>���� ���}�u�‰�o���Æ���� �t����-IBU étant parfaitement caractérisé à 25°C et pouvant par conséquent être utilisé 

���}�u�u���� �•�Ç�•�š���u���� ���}�u�‰� �š�]�š�]�(�U�� �v�}�µ�•�� ���À�}�v�•�� ���Z�}�]�•�]�� ���[� �À���o�µ���Œ�� �o���� �‰�}�š���v�š�]���o�� ���µ�� �•�Ç�•�š���u���� �,�W�t�����=�t�����=IBU 

pour caractériser le complexe �,�W�t����-IBU. Pour le design des protocoles compétitifs, les 

���}�u�‰���Œ�š�]�u���v�š�•�� ������ �o�[�/�d���� �‰���µ�À���v�š�� ���}�v�š���v�]�Œ�� �ì�U�� �í�U�� �î�� �}�µ�� �ï�� �����•�� �‰���Œ�š���v���]�Œ���•�� �t�����U�� �,�W�t������ ���š�� �/���h�X�� �^�]�� �}�v��

considère toutes les combinaisons possibles, huit expériences peuvent être étudiées si on exclut les 

ex�‰� �Œ�]���v�����•���]�u�‰�o�]�‹�µ���v�š���o�����‰�Œ� �•���v�������•�]�u�µ�o�š���v� �������[�µ�v���‰���Œ�š���v���]�Œ�������}�v�v� �������v�•���o���•�������µ�Æ�����}�u�‰���Œ�š�]�u���v�š�•�X��

Sur la base des critères décrits pour les méthodes directes, des solutions de 5 mM de CD ont été 

utilisées �V���o���•���•�}�o�µ�š�]�}�v�•�����[�/���h���]�u�‰�o�]�‹�µ���]���v�š�������•�����}�v�����v�š�Œ���š�]�}�v�•������ 0.5 mM en absence de CD et de 4.6 

mM en présence de CD.  

Les huit expériences résultantes sont illustrées par leur isotherme en figure 74. Le modèle intégré à 

notre approche �^�,�Ç���Œ�]��-�/�d���_ permet ainsi de décrire toutes les expériences compétitives (en plus des 

expériences directes validées dans la partie IV.1). �>�[���v���o�Ç�•���� �P�o�}�����o���� �•���� �š�Œ�����µ�]�š�� �‰���Œ�� ���]�o�o���µ�Œ�•�� �‰���Œ�� �µ�v����

parfaite adéquation théorie-���Æ�‰� �Œ�]���v���������š�����}�v���µ�]�š�������µ�v���� ���}�v�•�š���v�š���� ���[���•�•�}���]���š�]�}�v���<HP�tCD-IBU évaluée à 

5186 �r 84  M-1 ���š�� ���� �µ�v���� ���v�š�Z���o�‰�]���� ���[�]�v���o�µ�•�]�}�v �' HHP�tCD-IBU de -1744  �r  12 cal.mol-1. Les incertitudes 

s'élèvent respectivement à 332 M-1 et 92 cal.mol-1 si on fixe une incertitude de 5 % sur chaque 

concentration totale. Ces résultats sont particulièrement intéressants en raison du faible critère de 

Wiseman du complexe (proche de 3). Il faut par ailleurs souligner que l'incertitude affichée prend en 

compte l'incertitude associée à la caractérisation directe du système de référence (�t���� -IBU), puisque 

le traitement des données analyse simultanément la titration et le relargage correspondant et 

l'expérience compétitive en question. 
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protocoles s'apparentent aux titrations et titrations inverses décrites pour le mode non compétitif, 

mais cette fois pour les deux CD en parallèle. 

Finalement, deux protocoles utilisent la solution tampon pour diluer le mélange des trois partenaires 

(protocoles O et P appelés respectivement relargage double et dilution double) qui induisent la 

dissociation simultanée des deux complexes, résultant en des pics positifs. Si la dilution importante 

du protocole O implique une dépendance des chaleurs vis-à-vis du nombre d'injections, la dilution 

faible du protocole P se traduit par une isotherme plate et de faible amplitude. 

Les huit expériences conduisent à des isothermes très différentes, qui peuvent de surcroît être 

modulées en faisant varier la concentration totale relative des différents partenaires. Sous les 

���}�v���]�š�]�}�v�•�� �µ�š�]�o�]�•� ���•�� �o�}�Œ�•�� ������ �o�[� �š�µ����, l'incertitude sur la stabilité du système �,�W�t������ �=�� �t�����=��IBU peut 

également être obtenue par analyse individuelle de chaque expérience (Tableau 14).  

 

Tableau 14 : �/�v�����Œ�š�]�š�µ�����•�� �•�µ�Œ�� �o���� ���}�v�•�š���v�š���� ���[���•�•�}���]���š�]�}�v�� �<H-I par analyse individuelle de chacun des huit protocoles 
compétitifs décrits en figure 74 �����v�•�� �o���� �����•�� ���µ�� ���}�u�‰�o���Æ���� �,�W�t����-IBU à 25°C (Les concentrations totales sont considérées 
comme parfaitement connues).  

Les expériences I à M conduisent à des incertitudes satisfaisantes (<20 %), alors que les expériences 

N à P sont beaucoup moins informatives sur le plan individuel. Comme dans le cas des expériences 

directes, ces incertitudes individuelles ne permettent pas une prédiction directe de l'intérêt que ces 

différents protocoles pourraient revêtir lorsqu'ils sont couplés. 

La précision des expériences compétitives étant dépendante de nombreux facteurs (constantes 

���[���•�•�}���]���š�]�}�v�U�� ���v�š�Z���o�‰�]���•�� ���[�]�v���o�µ�•�]�}�v�U�� ���}�v�����v�š�Œ���š�]�}�v�•�•�U�� ���Z���‹�µ���� ���}�u�‰�o���Æ���� ���[�]�v���o�µ�•�]�}�v�� �v� �����•�•�]�š���� �����•��

investigations théoriques pour définir le meilleur protocole compétitif. Il ne sera donc pas procédé ici 

à une étude systématique de la précision, comme cela était possible pour les analyses directes. 

Néanmoins, les différents essais théoriques que nous avons mené ont montré que lorsqu'une 

approche directe de type Titration/Relargage permet de caractériser le complexe étudié avec une 

précision satisfaisante, les manipulations compétitives ne sont pas plus efficaces que les protocoles 

directs. Si, dans ce cas, elles peuvent être utiles en tant qu'expériences complémentaires 

(permettant ainsi de confirmer les résultats issus des méthodes directes), elles ne constituent pas 

une alternative plus performante. A contrario, il existe de nombreux cas où l'approche de type 

Titration/Relargage ne permet pas une caractérisation satisfaisante et où les expériences 

compétitives permettent d'améliorer sensiblement la qualité des résultats. Ces situations seront 

illustrées par l'intermédiaire de cas concrets dans le chapitre V. 

 

Protocole I J K L M N O P
t* �w�< 14% 13% 10% 7% 8% >100% 63% >100%
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IV.3 Conclusions 

Nous avons montré qu'il était possible de traiter toute expérience ITC, qu'elle soit directe ou 

compétitive (incluant jusqu'à trois partenaires), par un seul et même modèle. Cette étude de la 

complexation de l'ibuprofène constitue d'ailleurs, à notre connaissance, le premier exemple d'une 

caractérisation ITC totalement exhaustive en termes de protocoles expérimentaux. La multiplication 

des expériences permet en particulier une meilleure appréciation de l'adéquation entre les données 

expérimentales et le modèle de complexation choisi. Mais au delà de ce constat, l'avantage le plus 

significatif de cette approche réside dans l'amélioration drastique de la caractérisation 

calorimétrique via l'agrégation des expériences conventionnelles et non conventionnelles. La 

précision sur les différents paramètres thermodynamiques est en effet bien plus améliorée par la 

confrontation d'expériences distinctes que par la répétition d'une expérience unique, aussi efficace 

soit elle lors d'une évaluation individuelle. Si l'étude des complexes CD-IBU avaient pour objectif de 

montrer le potentiel général de ces nouveaux protocoles et du concept d'analyse globale, il sera 

intéressant d'investiguer ce que ces stratégies peuvent apporter dans le cadre de complexes plus 

singuliers. 
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V.1.2 �(�W�X�G�H���G�H���O�D���F�R�P�S�O�H�[�D�W�L�R�Q���+�3���&�'-IBU à des températures multiples 

Une alternative possible lors de l'étude de complexes athermiques est d'étudier ce même complexe 

à d'autres températures et d'extrapoler les paramètres à la température voulue par un traitement de 

�À���v�[t Hoff. En effet, l'enthalpie des complexes de CD évolue avec la température, de telle sorte qu'un 

complexe n'est totalement athermique qu'à une température donnée. Il est donc caractérisable avec 

plus ou moins de précision aux autres températures. Cette approche peut être menée aussi bien 

dans un cadre direct que dans un cadre compétitif. 

�>�[���v���o�Ç�•�������µ���•�Ç�•�š���u�����,�W�t���� + �t����  + IBU à 10°C a ainsi � �š� �����}�u�‰�o� �š� �������v���Œ� ���o�]�•���v�š���o�[� �š�µ������à 17.5°C, 

25°C, 32,5°C et 40°C�X�� �>���•�� ���Æ�‰� �Œ�]���v�����•�� �Œ� ���o�]�•� ���•�� �•�µ�Œ�� �o�[���v�•���u���o���� �����•�� �š���u�‰� �Œ���š�µ�Œ���•�� �}�v�š�� � �š� �� ���v���o�Ç�•� ���•��

simultanément par analyse globale. L'étude directe du complexe HP�t���� -IBU a été menée par un 

couplage Titration/Relargage. �>�[���‰�‰�Œ�}���Z���� ���}�u�‰� �š�]�š�]�À���� ����quant à elle été réalisée sur la base du 

�‰�Œ�}�š�}���}�o���� �>�� �~�]�v�i�����š�]�}�v�•�� ���[�µ�v�� �u� �o���v�P���� �t������ �=�� �/���h�� �•�µ�Œ�� �µ�v���� �•�}�o�µ�š�]�}�v�� ������ �,�W�t�����•�U�� �o���� ���}�u�‰�o���Æ�� de 

référence �t���� -IBU étant caractérisé par des expériences de titration et de relargage. Les données 

thermodynamiques obtenues sont présentées dans le tableau 16.  

K �' H K �' H K �' H
± t*�wK �F���š�Ž�w�' H �F���š�Ž�w�< �F���š�Ž�w�' H �F���š�Ž�w�< �F���š�Ž�w�' H

(M-1) (cal.mol-1) (M-1) (cal.mol-1) (M-1) (cal.mol-1)

5 457 -9 5 566 -2 11 985 -1 954
± 648 ± 21 ± 252 ± 15 ± 595 ± 64

5 360 -786 5 452 -921 10 804 -2 576
± 637 ± 32 ± 248 ± 33 ± 536 ± 84

5 076 -1 733 5 146 -1 750 9 502 -3 329
± 603 ± 65 ± 234 ± 59 ± 471 ± 110

4 637 -2 649 4 713 -2 502 8 153 -4 069
± 551 ± 100 ± 215 ± 85 ± 405 ± 137

4 118 -3 387 4 188 -3 505 6 855 -4 726
± 489 ± 130 ± 191 ± 120 ± 340 ± 163

compétitive
Approche

Titration/Relargage
Approche 

Titration/Relargage

-94

cal.mol-1.K-1

10°C

17,5°C

25°C

32,5°C

40°C

�' Cp
-114

cal.mol-1.K-1

-115

cal.mol-1.K-1

HP�tCD-IBU �tCD-IBU

Approche 

 

Tableau 16 : Données thermodynamiques pour le complexe HP�ECD-IBU à différentes températures, obtenues par approche 
compétitive et par approche directe (prise en compte d'une incertitude de 5% sur chaque concentration totale).  

���}�u�u�����}�v���‰�}�µ�À���]�š���•�[�Ç�����š�š���v���Œ�����������‰���Œ���o�–���v�š�Z���o�‰�]�������[�]�v���o�µ�•�]�}�v���v� �P���š�]�À�������µ�����}�u�‰�o���Æ�����t����-IBU à 10°C, 

�o�[���(�(�]�v�]�š� ���������o�����t�������‰�}�µ�Œ���o�[�/���h�����]�u�]�v�µ�������À�������o�[���µ�P�u���v�š���š�]�}�v���������o�����š���u�‰� �Œ���š�µ�Œ���X���>�������}�u�‰�o���Æ�����,�W�t����-

IBU suit �o���� �u�!�u���� �š���v�����v�����U�� ���À������ �µ�v���� ���v�š�Z���o�‰�]���� ���[�]�v���o�µ�•�]�}�v�� �v� �P�o�]�P�������o���� ���� �í�ì�£�����‹�µ�]�� �����À�]���v�š�� �v� �P���š�]�À����

�‰�}�µ�Œ�������•���š���u�‰� �Œ���š�µ�Œ���•���•�µ�‰� �Œ�]���µ�Œ���•�������í�ì�£���X���>�������]�u�]�v�µ�š�]�}�v�������•���À���Œ�]���š�]�}�v�•�����[���v�š�Z���o�‰�]�����}���•���Œ�À� ���•���‰�}�µ�Œ��
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les deux complexes résulte de valeurs négatives de capacités calorifiques (Tableau 16), valeurs 

négatives qui sont généralement associées avec l'occurrence de forces hydrophobes. 

���[�µ�v�� �‰�}�]�v�š�� ������ �À�µ���� �u� �š�Z�}���}�o�}�P�]�‹�µ���U�� �]�o�� ���•�š�� ���� �•�]�P�v���o���Œ�� �‹�µ���� �o�[���‰�‰�Œ�}���Z����Titration/Relargage devient 

���‰�‰�o�]�������o���� �‰�}�µ�Œ�� �����•�� �š���u�‰� �Œ���š�µ�Œ���•�� �•�µ�‰� �Œ�]���µ�Œ���•�� ���� �í�ì�£���� �‰�µ�]�•�‹�µ���� �o�[���v�š�Z���o�‰�]���� ���[�]�v���o�µ�•�]�}�v�� ���µ�� ���}�u�‰�o���Æ����

�,�W�t������ �v�[���•�š��alors plus �v� �P�o�]�P�������o���X�� �>���•�� �‰���Œ���u���š�Œ���•�� �š�Z���Œ�u�}���Ç�v���u�]�‹�µ���•�� ���µ�� ���}�u�‰�o���Æ���� �,�W�t����-IBU à 

10°C peuvent ainsi être évalués par analyse globale sur l'ensemble des températures aussi bien par 

les approches directes que compétitives.  

Comme on peut le voir dans le tableau 16, les précisions résultant des différentes approches sont 

très satisfaisantes, particulièrement si on prend en compte que les enthalpie�•�� ���[�]�v���o�µ�•�]�}�v�� ���µ��

���}�u�‰�o���Æ���� �,�W�t����-�/���h�� �•�}�v�š�� �(���]���o���•�� �À�}�]�Œ���� �v� �P�o�]�P�������o���•�� ���� �í�ì�£���X�� �>�[���‰�‰�Œ�}���Z����Titration/Relargage et les 

�•�š�Œ���š� �P�]���•�� ������ ���}�u�‰� �š�]�š�]�}�v�� ���}�v���µ�]�•���v�š�� ���� �����•�� �Œ� �•�µ�o�š���š�•�� ���}�Z� �Œ���v�š�•�� �‰�}�µ�Œ�� �o���� ���}�v�•�š���v�š���� ���[���•�•�}���]���š�]�}�v�� �<�U��

�o�[���v�š�Z���o�‰�]�������[�]�v���o�µ�•�]�}�v���' H et les variations de capacité calorifique �' Cp, confirmant la forte fiabilité des 

deux approches et démontrant la complémentarité des protocoles non conventionnels.  
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V.2 Extension de la gamme de stabilité : complexes faibles 

Les protocoles directs de titration utilisés en ITC ne permettent pas toujours la caractérisation de 

complexes de CD ���À�������‰�Œ� ���]�•�]�}�v�X���/�o�����•�š���v�}�š���u�u���v�š���‰���Œ�š�]���µ�o�]���Œ���u���v�š����� �o�]�����š�����[� �š�µ���]���Œ�������•�����}�u�‰�o���Æ���•��

���[�]�v���o�µ�•�]�}�v�� �����Œ�����š� �Œ�]�•� �•�� �‰���Œ�� ������ �(���]���o���•�� ���}�v�•�š���v�š���•�� ���[���•�•�}���]���š�]�}�v�X��Avec pour objectif de réduire 

�o�[�]�v�����Œ�š�]�š�µ������ �o�}�Œ�•�������� �o������� �š���Œ�u�]�v���š�]�}�v�������•�� �‰���Œ���u���š�Œ���•�� �š�Z���Œ�u�}���Ç�v���u�]�‹�µ���•�� ���š�����]�v�•�]���‰���Œ�u���š�š�Œ�����o�[� �š�µ������

de tels complexes par ITC, nous avons évalué le potentiel des expériences non conventionnelles 

directes. Parmi l'ensemble des couplages binaires réalisables, �o���� �‰�Œ� ���]�•�]�}�v�� �Œ� �•�µ�o�š���v�š�� ������ �o�[���v���o�Ç�•����

globale des expériences de titration inverse (protocole B) et de relargage annihilé (protocole G) se 

révèle particulièrement intéressante (Tableau 17). Pour rappel, ces protocoles, pris séparément, sont 

non informatifs, c'est à dire présentant des incertitudes supérieures aux variables estimées. 

 
Titration/Titration Titration/Relargage 

Titration inverse/ 

Relargage annihilé 

Log KH-I KH-I (M
-1) t* �wKH-I t* �w�' HH-I t* �wKH-I t* �w�' HH-I t* �wKH-I t* �w�' HH-I 

1,5 32 >100% >100% 93% 75% 37% 34% 

1,75 56 >100% >100% 38% 26% 17% 13% 

2 100 >100% >100% 16% 9% 8% 6% 

2,25 178 51% 43% 8% 3% 4% 3% 

2,5 316 23% 18% 4% 1% 3% 2% 

2,75 562 12% 8% 2% 1% 3% 1% 

3 1000 8% 4% 2% 1% 3% 1% 

3,25 1778 6% 3% 2% 1% 4% 1% 

3,5 3162 4% 2% 2% 1% 4% 1% 

3,75 5623 4% 1% 2% 1% 5% 1% 

4 10000 3% 1% 2% 1% 6% 1% 

4,25 17783 3% 1% 2% 1% 7% 1% 

4,5 31623 3% 1% 3% 1% 8% 1% 

4,75 56234 3% 1% 3% 1% 10% 1% 

5 100000 3% 1% 4% 1% 12% 1% 
Tableau 17 : �/�v�����Œ�š�]�š�µ�����•�� �•�µ�Œ�� �o���� ���}�v�•�š���v�š���� ���[���•�•�}���]���š�]�}�v�� �<H-I pour des couplages Titration/Titration, Titration/Relargage et 
Titration inverse/R���o���Œ�P���P���� ���v�v�]�Z�]�o� �� �~�‰�}�µ�Œ�� �µ�v���� �•�}�o�µ���]�o�]�š� �� ������ �o�[�]�v�À�]�š� ��limitée à 2 mM et une en�š�Z���o�‰�]���� ���[�]�v���o�µ�•�]�}�v�� �(�]�Æ� ���� ����- 
3000 cal.mol-1). Les concentrations totales sont considérées comme parfaitement connues. 

Contre toute attente, un tel couplage devient plus efficace que le protocole de titration standard 

pour des constante�•�����[���•�•�}���]���š�]�}�v���]�v�(� �Œ�]���µ�Œ���•�������ð000 M-1 et que l'approche Titration/Relargage pour 

�����•�� ���}�v�•�š���v�š���•�� ���[���•�•�}���]���š�]�}�v�� �]�v�(� �Œ�]���µ�Œ���•�� ���� �ð�ì�ì�� �D-1 (pour une limite de solubilité de 2 mM pour 

�o�[�]�v�À�]�š� �•�X�� 
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CD ne vienne pas simplement se placer de manière symétrique par rapport à la première mais 

conduise à un réarrangement plus complexe.  

    K1:1 �v����-[M]  

T (°C)   K1:1 (M
-1) �r��

��
�' �+��(cal.mol-1)�� �r��

��
-T�' S �r��   

�' Cp 

(cal.mol-1.K-1) 
-23 

10   315646 37 388   -7854 112   777 183       

25   153266 18154   -8235 130   1169 205       

40   77578 9189   -8577 162   1579 241       

    K2:1  �v����-[M]  

T (°C) 
  

K2:1 (M
-1) �r��

��
�' �+��(cal.mol-1)�� �r��

��
-T�' S �r��   

�' Cp 

(cal.mol-1.K-1) 
-123 

10   184021 4708   -3252 104   -3 561 119       

25   127122 3253   -5091 121   -1 864 136       

40   78368 2006   -6931 146   -74 162     
��

Tableau 18 : Bilan des paramètres thermodynamiques �}���š���v�µ�•�� �‰�}�µ�Œ�� �o���� ���}�u�‰�o���Æ���� �v��D-[M] à différentes températures en 
appliquant un modèle 1:1/2:1.  

La faible valeur de variation des capacités calorifiques (�' Cp) constatée pour le complexe 1:1 est 

inhabituelle pour les complexes de CD, puisque les valeurs que nous avons généralement observées 

�•�}�v�š���������o�–�}�Œ���Œ�����������������‹�µ�]������� �š� ���}���š���v�µ���‰�}�µ�Œ���o�������}�u�‰�o���Æ�����t����-IBU, soit environ -100 cal.mol-1.k-1, ordre 

de grandeur que l'on retrouve également dans la littérature[149]. Alors que des �' Cp fortement 

négatifs sont généralement associés à la présence de forces hydrophobes, les �' Cp fortement positifs 

traduisent plutôt des réarrangements conformationnels. Le fait que le �' Cp de �•�š�ˆ���Z�]�}�u� �š�Œ�]�� 1:1 soit 

relativement �‰�Œ�}���Z�����������ì���‰���µ�š�����}�v�����!�š�Œ�����o�����•�]�P�v�������[�µ�v�������}�u�‰���v�•���š�]�}�v�����v�š�Œ�����o���•���(�}�Œ�����•���Z�Ç���Œ�}�‰�Z�}�����•��

et un réarrangement conformationnel. La valeur plus élevée pour le �' Cp du complexe de 

�•�š�ˆ���Z�]�}�u� �š�Œ�]�� 2:1 (ainsi que le terme -T�' S plus favorable que pour le 1:1) montre par conséquent 

une plus grande influence des forces hydrophobes lors de la seconde complexation. On pourrait aussi 

� �u���š�š�Œ�����o�[�Z�Ç�‰�}�š�Z���•�������[�µ�v�������Œ�š���]�v���Œ���š�}�µ�Œ�����}�v�(�}�Œ�u���š�]�}�v�v���o���~�‰���Œ���Œ���‰�‰�}�Œ�š�������o�����u�}���]�(�]�����š�]�}�v���]�v�]�š�]� �����‰���Œ���o����

1:1).  

En conclusion, l�[���v���o�Ç�•�����P�o�}�����o����du couplage titration standard-titration atténuée associé à un travail 

en température permet ���[�}btenir une précision satisfaisante lors de �o�[� �À���o�µ���š�]�}�v���š�Z���Œ�u�}���Ç�v���u�]�‹�µ����

de complexes 1:1 et 2:1, pourtant difficilement caractérisables par le biais d'expériences 

conventionnelles. Par extension, un tel couplage constitue un outil performant pour l'analyse de 

mélange de complexes lorsque l'un d'entre eux est peu exprimé. 
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�u�}���]�(�]� ���� �‰�}�µ�Œ���o�[�]�v���o�µ�•�]�}�v�������� �u�}�o� ���µ�o���•�� �]�v�À�]�š� ���•�� ���š�� �o�[�����•���v������ ���[���µ�š�}-inclusion intramoléculaire ou de 

déformation significative de la cavité. Les résultats traduisent également la capacité de la CD 

modifiée à légèrement se dimériser. Toutefois, comme ce dimère est peu stable (donc facilement 

��� �‰�o����� �� �‰���Œ�� �o���•�� �u�}�o� ���µ�o���•�� �]�v�À�]�š� ���•�•�U�� �o���� �‹�µ���v�š�]�š� �� ������ ���}�u�‰�o���Æ���•�� �‹�µ���� �o�[�}�v�� �‰���µt former avec cette 

CDPhosphine ���•�š�����•�•���Ì���‰�Œ�}���Z�����������������‹�µ�]���•���Œ���]�š���(�}�Œ�u� �����À�������o�����t�������v���š�]�À���X Lors d'expériences catalytiques, 

un tel constat devrait conférer à cette CD modifiée des capacités de transfert de phase analogue à la 

�t����  native, en plus de sa propriété à placer le substrat au plus près du catalyseur. 
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La coexistence des sites spécifiques et non spécifiques en nombres variables est parfaitement 

analysable par les logiciels commerciaux (module � t̂wo set of sites�_��du logiciel ORIGIN), mais elle 

génère des incertitudes considérables lors de son application à de simples titrations. Cet aspect est 

totalement négligé dans la littérature. 

Afin de présenter cette problématique et de lui apporter une solution,  nous nous sommes intéressés 

�����o���������Œ�����š� �Œ�]�•���š�]�}�v���‰���Œ���/�d�����������o�[�]�v�š���Œ�����š�]�}�v�����v�š�Œ����la BSA ���š���o�[�]���µ�‰�Œ�}�(���v���X�� 

Ainsi, l�[���v���o�Çse d'une expérience de titration classique de la protéine à une concentration de 40 µM 

�‰���Œ���o�[�]���µ�‰rofène à une concentration de 0,4 mM avec un modèle prenant en compte la coexistence 

de sites forts et de sites faibles montre un bon ajustement entre les données théoriques et les 

données expérimentales. Cependant, en fonction des valeurs ������ ���}�v�•�š���v�š���•�� ���[���•�•�}���]���š�]�}�v�� ���š��

���[���v�š�Z���o�‰�]���� ���[�]�v���o�µ�•�]�}�v�� �‰�}�•�š�µ�o� ���•�� ���µ�� ��� �‰���Œ�š�� ������ �o���� �‰�Œ�}��� ���µ�Œ���� ���o�P�}�Œ�]�š�Z�u�]�‹�µ���U�� �o�[���v���o�Ç�•���� �����}�µ�š�]�š�� ���� �����•��

paramètres thermodynamiques différents d'une analyse à l'autre, ce qui ne permet pas de dégager 

de valeurs fiables pour le complexe sérum albumine-Ibuprofène. En outre, les incertitudes ont été 

calculées sur chaque paramètre thermodynamique obtenu (à la fois pour les sites forts et les sites 

faibles) ainsi que sur le nombre de sites respectifs présents sur la sérum albumine. Nous avons ainsi 

obtenu une incertitude supérieure aux variables mesurées. Par exemple, dans �o���������•�����[�µ�v�������}�v�•�š���v�š����

���[���•�•�}���]���š�]�}�v���������o�[�}�Œ���Œ�����������í�ì�ì�ì�ì�ì���D-1 (n=1) pour le site fort et de 1000 M-1 pour le site faible (n=10), 

on obtient une incertitude de �r 250000 M-1 pour le site fort et de �r 11500 M-1pour le site faible. 

Contrairement à ce que pourrait laisser penser la présence de résultats bruts dans la littérature, la 

caractérisation des complexes de la BSA par simple titration présente une fiabilité totalement 

aléatoire.  

���(�]�v�� ���[� �o�����}�Œ���Œ�� �µ�v���� �•�š�Œ���š� �P�]���� ���Æ�‰� �Œ�]�u���v�š���o����permettant de �Œ� ���µ�]�Œ���� �o�[�]�v�����Œ�š�]�š�µ��e lors de la 

��� �š���Œ�u�]�v���š�]�}�v�������•�� �‰���Œ���u���š�Œ���•���š�Z���Œ�u�}���Ç�v���u�]�‹�µ���•�� ���š�����]�v�•�]���‰���Œ�u���š�š�Œ���� �o�[� tude de tels complexes par 

ITC, nous avons évalué l'apport d'éventuelles ���Æ�‰� �Œ�]���v�����•�� �v�}�v�� ���}�v�À���v�š�]�}�v�v���o�o���•�X�� ���o�}�Œ�•�� �‹�µ�[�µ�v����

�š�]�š�Œ���š�]�}�v�� ���o���•�•�]�‹�µ���� �(���À�}�Œ�]�•���� �o�[���Æ�‰�Œ���•�•�]�}�v�� ������ �o���� ���}�u�‰�o���Æation sur les sites forts et sera peu perturbée 

�‰���Œ�� �o�[���Æ�‰�Œ���•�•�]�}�v�� ������ �o���� ���}�u�‰�o���Æ���š�]�}�v�� �•�µ�Œ�� �o���•�� �•�]�š���•�� �(���]���o���•�U��nous avons pu évaluer que la titration 

atténuée, en saturant préala���o���u���v�š���o���•���•�]�š���•���(�}�Œ�š�•���������o�[���o���µ�u�]�v���U�����‰���Œ�u���š�������À���v�š���P�����o�[���Æ�‰�Œ���•�•�]�}�v��������

la complexation sur les sites faibles. Le couplage des expériences de titration classique et de titration 

���š�š� �v�µ� ���� �‰���Œ�u���š�� ���}�v���� ���[�������µ�u�µ�o���Œ�� �����•�� �]�v�(�}�Œ�u���š�]�}�v�•�� �•�µ�Œ�� �o���•�� �����µ�Æ�� � �‹�µ�]�o�]���Œ���•�� �‰�Œ� �•���v�š�•�� ���š�� �‰���Œ��

���}�v�•� �‹�µ���v�š���������Œ� ���µ�]�Œ�����o�[�]�v�����Œ�š�]�š�µ�����X��Le complexe sérum albumine-Ibuprofène a donc été étudié par 

couplage des expériences de titration et de titration atténuée à 37°C. Des thermogrammes issus des 

expériences de titration classique et de titration atténuée à 37°C sont présentés en figure 91. 
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  FK (M-1) F�' H (cal.mol-1) Fn fK (M-1) f�' H (cal.mol-1) fn 

BSA-IBU 
1 037 131 - 8382 0,80 2756 -1695 14,02 

�r 76300 ± 139 ± 0,01 ± 165 ± 85 ± 2,26 

 Tableau 20 : Bilan des paramètres thermodynamiques obtenus pour le complexe BSA-Ibuprofène à 37°C. F symbolise les 
données pour le site fort, f pour le site faible. 

�K�v���‰���µ�š�����}�v�•�š���š���Œ���‹�µ�����o�[���v���o�Ç�•�����P�o�}�����o���������•�����Æ�‰� �Œ�]���v�����•���������š�]�š�Œ���š�]�}�v�����š���������š�]�š�Œ���š�]�}�v�����š�š� �v�µ� �������}�v���µ�]�š��

à une réduction considérable des incertitudes sur chacun des paramètres thermodynamiques 

évalués. La signature thermodynamique du complexe fort apparaît comme nettement différente du 

complexe faible ���À�������µ�v�������v�š�Z���o�‰�]�������[�]�v���o�µ�•�]�}�v�����]�v�‹ fois plus élevée pour le complexe fort.  

�/�o�� ���� � �P���o���u���v�š�� � �š� �� �‰�}�•�•�]���o���� ���[� �À���o�µ���Œ�� �•�]�u�µ�o�š���v� �u���v�š�� �o���� �v�}�u���Œ���� ���‰�‰���Œ���v�š�� ������ �•�]�š���•�� ������ �o�]���]�•�}�v�� �‰�}�µ�Œ��

�o�[�]���µ�‰�Œ�}�(���v���� �•�µ�Œ�� �o����BSA�X�� �>���� �•� �Œ�µ�u�� ���o���µ�u�]�v���� �‰�Œ� �•���v�š���v�š�� �µ�v�� �•���µ�o�� �•�]�š���� ���[�]�v�š���Œ�����š�]�}�v���(�}�Œ�š���� ���À������

�o�[�]���µ�‰�Œ�}�(���v���U���o�����(�����š���µ�Œ���v���o�]� �����µ���•�]�š�����(�}�Œ�š���‰���Œ�u���š�����[� �À���o�µ���Œ���o�[���Œ�Œ���µ�Œ���(���]�š�����•�µ�Œ���o�������}�v�����v�š�Œ���š�]�}�v�����v���•� �Œ�µ�u��

albumine active. Par conséquent, il semble que 80% de protéines soit active dans ce lot. Le facteur n 

�o�]� �� ���µ�� �•�]�š���� �(���]���o���� ���[�]�v�š���Œ�����š�]�}�v�� �‰���Œ�u���š�� ���[� �À���o�µ���Œ�� �o���� �v�}�u���Œ���� ������ �•�]�š���•�� ������ �o�]���]�•�}�v�� ���•�‰� ���]�(�]�‹�µ���•�� �‰�}�µ�Œ��

�o�[�]���µ�‰�Œ�}�(���v���������í�ð���•�]�š���•�X��En conséquence, si l'on prend en compte le ratio de protéines actives estimé 

à 0,8 et l'incertitude associée à la mesure, chaque �‰�Œ�}�š� �]�v�������[���o���µ�u�]�v����semble comporter de 15 à 19 

�•�]�š���•�����•�‰� ���]�(�]�‹�µ���•���‰�}�µ�Œ���o�����(�]�Æ���š�]�}�v�����[�]���µ�‰�Œ�}�(���v���X 

En résumé, le couplage Titration/Titration atténuée permet de faire passer l'analyse des complexes 

de la BSA de l'arbitraire à l'objectif, avec une caractérisation qui devient satisfaisante pour chacun 

des paramètres de la complexation.  
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V.4 Extension de la gamme de solubilité : 

L'étude d'une reconnaissance de type hôte-invité par une titration classique suppose que l'un des 

partenaires soit placé à une concentration dix fois supérieure à la concentration utilisée pour la 

seconde espèce. Lorsque les deux partenaires présentent une solubilité modérée, cette condition 

n'est pas satisfaite et il est a priori impossible d'étudier un tel système par ITC. Les expériences 

compétitives non conventionnelles présentées au chapitre IV offrent une alternative, par la 

solubilisation de l'invité peu soluble via une macromolécule tierce, afin d'étudier dans un second 

temps son interaction avec la macromolécule d'intérêt. 

V.4.1 Etude d'une reconnaissance biologique par solubilisation préalable 
via une cyclodextrine  
 

Les protéines étant généralement utilisées à faible concentration, les titrations ITC les concernant 

emploient généralement la seconde molécule à une concentration plus élevée dans la seringue.  

Comme cette dernière ne présente pas forcément une solubilité suffisante, un grand nombre de 

complexes échappe en fait à la caractérisation thermodynamique.  

Ce constat concerne en particulier la BSA, notamment lorsque l'on s'intéresse à sa capacité à 

transporter certains polluants organiques et à en �u�}���µ�o���Œ�� �o���� �o�]��� �Œ���š�]�}�v�� ���µ�� �•���]�v�� ������ �o�[�}�Œ�P���v�]�•�u��. Ces 

composés, qui peuvent éventuellement n'interagir qu'avec les sites aspécifiques de la BSA, sont 

généralement peu hydrosolubles et par conséquent inadaptés à la titration de la BSA. 

Il est néanmoins possible d'améliorer la solubilité de ces composés par interaction avec des 

macromolécules fortement solubles, puis d'injecter le complexe correspondant sur une solution de 

BSA. Cette expérience s'apparente alors à un relargage compétitif, tel que décrit au chapitre IV. 

Afin d'illustrer ce concept, n�}�µ�•���v�}�µ�•���•�}�u�u���•���]�v�š� �Œ���•�•� �•�������o���������Œ�����š� �Œ�]�•���š�]�}�v���‰���Œ���/�d�����������o�[�]�v�š���Œ�����š�]�}�v��

entre la BSA et le napht-1-ol en tant que système modèle, dans l'objectif de déterminer les équilibres 

�u�]�•�����v���i���µ�������v�•���������•�Ç�•�š���u�������š�����[� �À���o�µ���Œ���o���•���‰���Œ���u���š�Œ���•���š�Z���Œ�u�}���Ç�v���u�]�‹�µ���•�X�� 

Si l'on envisage une titration classique en injectant une solution de naphth-1-ol sur une solution de 

BSA placée dans la cellule, la faible solubilité du composé aromatique ne permet pas une 

concentration suffisante pour obtenir un signal analysable (Figure 93). 
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On constate un ajustement de l'ensemble des données expérimentales (points rouges) avec les 

données théoriques (trait plein noir) pour un modèle de type 1:1. La totalité des résultats obtenus 

�‰�}�µ�Œ���o�[���v�•���u���o���������•���‰�}�o�Ç�u���Œ���•����st synthétisée dans le tableau 21. 

  K (M-1) �' H (cal.mol-1) n 

�t���� -TBBA 19109 (�r��1359) -4768 (± 49) 1,00  (± 0,02) 

polyEP-TBBA 12535 (�r 1146) -4545 (± 60) 1,01 (± 0,03) 

polyEPG-TBBA 24836 (�r 2168) -4213 (± 57) 0,64 (± 0,01) 

polyEPG10-TBBA 66074 (�r 6282) -3052 (± 38) 0,72 (± 0,01) 

polyCTR-TBBA 837 (�r 3452) -4688 (± 298) 0,73 (± 0,12) 

 

Tableau 21 : Bilan des paramètres thermodynamiques obtenus pour les complexes formés entre TB������ ���š�� �t������ ���š�� �o���•��
polymères de CD polyEP, polyEPG, poly EPG10 et polyCTR à 25°C. 

 

���v�����}�u�‰���Œ���v�š���o���•�����}�v�•�š���v�š���•�����������}�u�‰�o���Æ���š�]�}�v�����‰�‰���Œ���v�š���•�������•���‰�}�o�Ç�u���Œ���•���•�Ç�v�š�Z� �š�]�•� �•�������‰���Œ�š�]�Œ���������t������

���� �����o�o���� �}���š���v�µ���� ���� �‰���Œ�š�]�Œ�� ������ �o���� �t������ �u�}�v�}�u���Œ���U il est intéressant de constater que le polymère 

�‰�}�o�Ç���W�'�í�ì���‰�Œ� �•���v�š�����µ�v�������}�v�•�š���v�š�������������}�u�‰�o���Æ���š�]�}�v���•�µ�‰� �Œ�]���µ�Œ�������[�µ�v���(��cteur 3 à celle obtenue avec 

la �t������ �v���š�]�À���X�� ������ �‰�}�o�Ç�u���Œ���� �}�(�(�Œ���� ���}�v���� �µ�v���� �•�š�Œ�µ���š�µ�Œ���� �‰�o�µ�•�� �(���À�}�Œ�����o���� ���� �o�[�]�v�š���Œ�����š�]�}�v�� ���À������ �o���� �d��������

contrairement aux autres polymères pour lesquels on obtient une capacité complexante du même 

�}�Œ���Œ�����À�}�]�Œ�����]�v�(� �Œ�]���µ�Œ�������µ�Æ���u�}�v�}�u���Œ���•���������t�����X 

Il a été possibl���� ���[� �À���o�µ���Œ��le pourcentage de CD �Œ� ���o�o���u���v�š�� ���]�•�‰�}�v�]���o���•�� �‰�}�µ�Œ�� �o�[�]�v���o�µ�•�]�}�v�� ���‰�Œ���•��

�‰�}�o�Ç�u� �Œ�]�•���š�]�}�v�������š�Œ���À���Œ�•���o�[���•�š�]�u���š�]�}�v�����µ���(�����š���µ�Œ�����}�Œ�Œ�����š�]�(���v�X�����o�}�Œ�•���‹�µ�[�]�o���•���u���o�����‹�µ�� la totalité des CD 

du polymère polyEP reste accessible, la formation du réseau polymérique, dans le cas des polymères 

polyEPG, polyEPG10 et polyCTR, semble provoquer une légère diminution du nombre de cavités 

���]�•�‰�}�v�]���o���•���‰�}�µ�Œ���o�[�]�v���o�µ�•�]�}�v�X�� 
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V.5 Conclusions sur l'extension des caractérisations 
calorimétriques 
 

Après avoir montré au chapitre IV que l'analyse globale d'expériences non conventionnelles 

améliorait de manière systématique l'étude des phénomènes d'inclusion, nous avons illustré le 

potentiel de cette stratégie dans le cadre de complexes non étudiables par des approches classiques 

d'ITC, qu'ils concernent de petites molécules hôtes comme les CD, ou des protéines comme 

l'albumine. Le caractère athermique, la faiblesse des affinités, la présence d'équilibres multiples ou la 

trop faible solubilité peuvent ainsi être dépassés par l'utilisation de combinaisons expérimentales 

dédiées. 

La liste des exemples présentés dans ce chapitre n'étant pas exhaustive, l'exploration du potentiel de 

ces combinaisons dans le cadre d'autres difficultés analytiques pourra constituer une perspective  

récurrente de nos travaux. 
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VI. Hybrid-ITC : Vers une exploitation cinétique ? 

A l'image de ce qui a été développé dans les chapitres IV et V, le thermogramme ITC est 

généralement exploité sous la forme d'une isotherme, par intégration des aires associées à chaque 

pic. Un tel traitement restreint l'ITC à l'obtention d'informations uniquement thermodynamiques. 

Néanmoins, l'enregistrement du signal est en fait résolu en temps, puisqu'il s'agit d'une mesure en 

temps réel de la chaleur consécutive à une modification contrôlée des concentrations totales au 

cours des injections. Il est donc théoriquement possible d'extraire des informations cinétiques, si l'on 

dispose d'un modèle capable de simuler l'évolution des chaleurs en fonction du temps, et non plus 

simplement en fonction des injections globales. 

Dans la littérature, quelques travaux font état de la possibilité d'une analyse cinétique du 

thermogramme, réalisée a posteriori de l'analyse thermodynamique de l'isotherme (qui fournit ainsi 

les constantes thermodynamiques K et �4H nécessaire à l'analyse cinétique)[154],[93],[97]. Les traitements 

thermodynamiques et cinétiques sont ainsi consécutifs et non pas simultanés. Par ailleurs, ces 

analyses s'appliquent à un thermogramme auquel on a préalablement retranché une ligne de base 

reposant sur une extrapolation purement mathématique du signal ; il faut donc garder à l'esprit que 

toute erreur d'évaluation de cette ligne de base modifiera l'allure du pic calorimétrique et donc 

l'estimation des paramètres cinétiques. Ces approches, qui ne sont encore qu'au début de leur 

développement, ont d'ailleurs été cantonnées à des cinétiques lentes, ���[���•�š-à-dire à des réactions se 

déroulant sur une échelle de temps bien supérieure au temps de réponse des calorimètres. La 

lenteur de ces réactions masque de fait les différentes sources d'erreurs associées à l'appareillage 

et/ou aux traitements cinétiques proposés. 

Si l'on désire généraliser l'analyse cinétique à toute manipulation ITC, on peut s'attendre à ce qu'un 

effort important doive être consacré à la minimisation de ces sources d'erreur. Dans cette optique, 

nous avons développé une approche, au sein de la méthodologie � Ĥybrid-ITC�_, qui mène de manière 

conjointe les analyses thermodynamiques et cinétiques, sur la base du seul thermogramme. La 

Figure 101 propose une comparaison de principe entre la stratégie � Ĥybrid-ITC�_ et le schéma général 

que l'on peut dresser de la littérature. 

Le caractère hybride de notre approche est renforcé par un calcul dédié de la ligne de base, reposant 

non plus sur une simple extrapolation mathématique mais sur le modèle physique décrivant 

l'évolution des chaleurs en fonction du temps. Cette ligne de base constitue donc un calcul semi-

empirique, réitéré à chaque étape du traitement des données. A chaque fois que l'algorithme 

propose de nouvelles valeurs de variables (thermodynamiques et cinétiques), cela modifie non 

seulement le signal théorique résolu en temps mais également le signal expérimental auquel il est 

confronté, puisqu'une nouvelle ligne de base est retranchée au signal brut. Les objectifs recherchés 

par cette approche concernent non seulement l'extension de l'applicabilité aux cinétiques rapides 

mais également l'amélioration de la précision sur un plan thermodynamique. 
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En premier lieu, il est nécessaire d'introduire le temps de retard de chaque pic en tant que variable 

lors du traitement algorithmique. 

Par ailleurs, comme les temps de retard des diverses expériences sont différents, la soustraction 

directe des blancs aux expériences spécifiques se traduirait par une déformation temporelle des 

données. Il est donc indispensable de sous�š�Œ���]�Œ�����o���•���^���o���v���•�_���������u���v�]���Œ�����•�Ç�v�š�Z� �š�]�‹�µ���U�����–���•�š-à-dire par 

l'intermédiaire d'une courbe théorique reproduisant le blanc expérimental. Nous avons donc défini 

un modèle théorique de simulation des blancs, qui a été validé par confrontation aux blancs 

expérimentaux. Cette procédure permet de synchroniser thermogramme expérimental et 

�š�Z���Œ�u�}�P�Œ���u�u�����^���o���v���_, ce qui évite toute distorsion des chaleurs lors de la soustraction. 

VI.2.2 Détermination des temps de réponse du calorimètre 
 

Les caractéristiques intrinsèques du calorimètre (temps de mélange et/ou de réponse) conditionnent 

la réponse temporelle à l'injection. Si l'on se place dans des conditions conduisant à une vitesse de 

réaction infiniment rapide et à une quantité de complexes indépendante du nombre d'injection, ces 

temps de mélange et de réponse deviennent, avec les temps de retard, les seules variables 

contrôlant l'allure des signaux calorimétriques. Par conséquent, les ajustements théorie-expérience 

réalisés dans ce cadre conduisent l'algorithme à se concentrer sur la recherche des valeurs de ces 

temps. 

Le concept de titration inverse développée au chapitre IV se prête particulièrement à ce type de 

mesures. En effet, l'espèce injectée est en très large défaut par rapport à l'espèce placée dans la 

cellule, ce qui accélère fortement le phénomène de reconnaissance. La complexation par les CD étant 

réputée rapide, la réalisation de titration inverse doit conduire à une production de chaleur quasi-

instantanée. De plus, la titration inverse se traduit par l'obtention de pics quasi-identiques d'une 

injection à l'autre : le traitement des données est donc très peu sensible aux erreurs sur les 

grandeurs thermodynamiques. Enfin, les chaleurs produites sont facilement modulables par 

l'intermédiaire des concentrations utilisées, ce qui permet d'optimiser le rapport signal/bruit. 

L'ajustement théorie-expérience d'une titration inverse de complexes de CD constitue par 

conséquent une expérience de choix pour la détermination des temps de réponse, indépendamment 

des autres variables. 

Nous avons mesuré le temps de réponse global (temps de mélange fixé à 0) de l'ITC200 dans le cadre 

du complexe �tCD-IBU, sous différentes conditions de vitesse de rotation (1000, 1500 rpm), de débit 

d'injection (de 0,5, 1 et 2 µL.s-1) et de température (10°C, 25°C et 40°C).  
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En conséquence, il est possible de réduire fortement le temps d'analyse grâce à la considération des 

aspects cinétiques. Le tableau 22 recense la durée des thermogrammes en fonction du type 

d'analyse menée. 

Type d'ITC Nombre d'injections Intervalle 
 inter-injections 

Débit (µL. s-1) durée (mn) 

ITC200 1 optimisé optimisé 3 
ITC200 10 optimisé optimisé 8 
ITC200 1 classique classique 11 
ITC200 10 classique classique 18 
ITC200 25 classique classique 27 
VP-ITC 1 optimisé optimisé 11 
VP-ITC 10 optimisé optimisé 30 
VP-ITC 1 classique classique 61 
VP-ITC 10 classique classique 47 
VP-ITC 25 classique classique 88 

Tableau 22 : Estimation de la durée des thermogrammes en fonction de l'analyse réalisée, pour une réaction infiniment 
rapide. Approche hybride : fond bleu; approche classique : fond blanc. 

On constate que l'approche hybride permet une diminution drastique du temps d'analyse avec des 

thermogrammes obtenus respectivement en 3 mn et 8 mn pour les analyses SIM et MIM à haut 

débit, alors que l'approche classique conduit à des durées de 11 mn pour le mode SIM, de 18 mn 

pour le mode MIM. L'approche classique menée avec un VP-ITC peut même nécessiter près de 90 mn 

pour le mode MIM réalisé avec 25 injections (comme cela est souvent préconisé, malgré les études 

ayant démontré le caractère optimal d'une expérience avec seulement 10 injections). 
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VI.5 Conclusions 
 

Afin d'améliorer la précision des analyses ITC et d'étendre les informations obtenues, nous avons 

développé une approche hybride thermo-cinétique de traitement des données calorimétriques. 

Cette approche a été mise en place dans le cadre de complexes de CD, car leur cinétique rapide 

permet de pousser le modèle théorique aux limites de son application. Il s'avère que ce traitement 

aboutit à une forte adéquation entre thermogrammes théoriques et expérimentaux, démontrant 

ainsi l'apport de l'approche hybride. Les résultats quantitatifs sont parfaitement valides sur le plan 

thermodynamique9, ce qui nous permettra à l'avenir d'employer ce nouveau traitement en analyse 

de routine. 

Ce modèle hybride présente un potentiel très important en termes de caractérisation, au delà du fait 

qu'il étende les informations délivrées à l'obtention simultanée des constantes thermodynamiques et 

cinétiques. Il permet en outre d'améliorer la prise en compte de la ligne de base, ainsi que 

d'augmenter, à nombre d'injections égal, le nombre de données employées dans l'analyse10. Ces 

deux aspects devraient permettre à la fois une réduction des biais et des incertitudes. Le modèle 

hybride permet par ailleurs une réduction drastique des temps d'analyse, notamment par un emploi 

optimisé du mode SIM. Enfin, la simulation individuelle de chaque pic permettra une meilleure 

évaluation de l'adéquation entre les équilibres postulés théoriquement et les données 

expérimentales. En effet, l'existence d'équilibres non envisagés initialement (phénomènes résiduels 

�������u�]�����o�o�]�•���š�]�}�v�U���������‰�Œ� ���]�‰�]�š���š�]�}�v�U���������•�š�ˆ���Z�]�}�u� �š�Œ�]���•���•�µ�‰� �Œ�]���µ�Œ���•�X�X�X�•���‰���µ�š���‰���Œ�(�}�]�•���‰���•�•���Œ���]�v���‰���Œ��u lors 

de l'analyse purement thermodynamique de l'isotherme et ainsi biaiser les affinités et enthalpies. A 

contrario, ces équilibres devraient se traduire par une modification de l'allure des pics qui 

transparaîtra dans la simulation du thermogramme. L'approche hybride constituera par conséquent 

un outil précieux pour la définition du modèle théorique à appliquer en termes d'équilibres. 

Une telle approche est par ailleurs transposable à toute expérience non conventionnelle et bénéficie 

de fait de tous les avantages présentés dans les deux chapitres précédents. 

Comme cela a été souligné dans l'ensemble du chapitre, il conviendra néanmoins de poursuivre nos 

investigations sur le plan des vitesses de réaction. Il s'agira d'une part d'étudier des complexes plus 

lents afin de comparer les grandeurs cinétiques aux résultats issus d'autres techniques 

(spectroscopies optiques de type stopped flow, résonance plasmonique de surface), et ainsi de juger 

d'éventuels biais de notre approche. Il sera par ailleurs nécessaire de mener une étude statistique 

afin d'évaluer les incertitudes relatives aux valeurs de Kon et de définir quantitativement les limites 

d'application de la méthode sur le plan cinétique. 

                                                           
9 l'approche hybride a été appliquée à divers autres complexes de CD à fort rapport signal/bruit (adamantanol, 
cyclohexanol, ...) et a fourni des valeurs thermodynamiques recouvrant systématiquement les résultats 
obtenus par les traitements non hybrides. 
10 Un thermogramme comportant 10 injections se traduit par l'analyse d'environ 300 points dans le cas de 
l'approche hybride, contre seulement 10 points pour une approche thermodynamique classique. 
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Les études menées dans cette thèse ont montré qu'il était possible d'adopter une approche unifiée 
de détermination des constantes de formation et des paramètres thermodynamiques associés aux 
phénomènes supramoléculaires.  

La versatilité de cette approche a ainsi été soulignée par son a�‰�‰�o�]�����š�]�}�v���À�]�����o���•���š�����Z�v�]�‹�µ���•�����[�/�d��, de 
spectroscopie UV-visible, de RMN, d'EC, ainsi que dans le cadre de mesures de solubilité. La diversité 
des techniques et protocoles évalués dans ce manuscrit témoigne du caractère universel de notre 
logiciel, qui pourra par exemple être utilisé dans le cadre de mesures de fluorescence, de techniques 
Headspace associées à la chromatographie en phase gazeuse (Headspace-GC), de dichroïsme 
circulaire, etc. La cohérence des stabilités observées notamment pour notre système modèle �tCD-
IBU valide en effet le caractère multi-techniques et multi-protocoles de notre approche.  

De nombreuses innovations analytiques ont par conséquent pu être développées. Ainsi, alors que les 

protocoles de type �^�:�}�����‰�o�}�š�_��étaient auparavant confinés à l'évaluation qualitative (et subjective) de 

�o���� �•�š�ˆ���Z�]�}�u� �š�Œ�]���� �����•�� ���}�u�‰�o���Æ���•�U�� �v�}�µ�•�� ���À�}�v�•�� �‰�µ�� �o���•�� ���Æ�‰�o�}�]�š���Œ�� �����v�•�� �µ�v�� �������Œ���� �‹�µ���v�š�]�š���š�]�(�U�� ���À������ �����•��

constantes de formation en parfait accord avec les protocoles classiques. Notre approche a 

également permis une exploitation non biaisée des signaux DOSY issus de la RMN, alors qu'ils sont 

généralement traités sur une base approximative. Le biais inhérent aux mesures ���[���� dans le cadre 

d'affinités fortes est lui aussi réduit par notre approche, autorisant par ailleurs et pour la première 

fois la détermination de stabilités par électrophorèse d'affinité compétitive. Les mesures 

compétitives de solubilité font également partie des innovations autorisées par notre traitement des 

données. 

En outre, l'intégration à cette approche d'une évaluation a priori des incertitudes sur les paramètres 

thermodynamiques constitue un double apport. Le fait qu'il soit ainsi possible d'évaluer les 

intervalles de confiance à partir d'un seule expérience, y compris avant sa réalisation, permet non 

seulement de juger de la cohérence des manipulations entre elles, mais aussi de réaliser 

l'optimisation des conditions opératoires avant ���[���(�(�����š�µ���Œ ces expériences. 

Un telle intégration fait encore plus sens quand on considère la capacité de notre programme à 

exploiter le concept d'analyse globale. L'association de protocoles et/ou d'expériences distinctes 

avec un traitement unique permet de cumuler des informations complémentaires, là où les analyses 

multiples ne font que juxtaposer des résultats individuels. L'analyse globale permet ainsi de mieux 

juger de l'adéquation entre le modèle théorique et la réalité expérimentale, et elle améliore 

également la précision de la caractérisation thermodynamique. Dans ce cadre, nous avons montré 

que l'optimisation du couplage des expériences et de leurs conditions opératoires pouvait être 

réalisée par notre programme, apportant ainsi un levier puissant pour améliorer la précision des 

résultats et diminuer les limites de caractérisation. L'analyse globale est par ailleurs particulièrement 

adaptée aux mesures compétitives : si, lors d'un traitement classique, la caractérisation des systèmes 

de référence et des systèmes étudiés est réalisée de manière individuelle et consécutive, l'analyse 

globale permet quant à elle d'exploiter simultanément mesures de référence et mesures 

compétitives, avec pour conséquence l'amélioration de l'évaluation des stabilités des deux systèmes. 

En effet, cette procédure augmente la quantité d'informations exploitées, et elle permet la prise en 
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compte de l'incertitude sur le système de référence lors du calcul de l'intervalle de confiance sur le 

système étudié. 

Plus spécifiquement, l'approche proposée est particulièrement profitable à l'ITC. Elle nous a ainsi 

permis de définir et de développer l'ensemble des protocoles directs et compétitifs réalisables par 

cette technique. Ces expériences ont été appliquées, pour la première fois, de manière exhaustive à 

un seul et même complexe. Le couplage des expériences ainsi définies aboutit à une amélioration 

significative de la caractérisation. L'exploration théorique du programme a abouti à l'optimisation 

des conditions opératoires de chacun de ces protocoles mais également à la définition des couplages 

les plus efficaces en fonction des caractéristiques des complexes étudiés. 

L'exploitation de cette méthodologie nous a permis d'étendre le potentiel de caractérisation 

calorimétrique dans le cas de complexes athermiques, de complexes de faible affinité, d'équilibres 

multiples ou de partenaires de faible solubilité (qu'il s'agisse de la molécule hôte ou de la molécule 

invitée). L'approche développée s'avère bénéfique aussi bien pour des interactions de type Hôte-

Invité, à l'image des complexes de CD, que dans le cas de molécules biologiques, à l'image de 

l'albumine bovine.  

Par rapport aux logiciels commerciaux, diverses améliorations additionnelles ont également été 

apportées, avec entre autres le recalcul de l'erreur commise sur la première injection (qui ne biaise 

donc plus du tout l'analyse de l'isotherme), ou l'application de facteurs correctifs pour la 

concentration de chacun des partenaires (en lieu et place de la variable n unique, dans les 

traitements classiques). 

Enfin, l'intégration à notre algorithme d'un module d'analyse résolu en temps a permis le 

développement d'un traitement hybride thermo-cinétique du thermogramme ITC. La validité de 

cette approche a été ici démontrée sur un plan thermodynamique, et son potentiel sur le plan 

cinétique a été souligné dans le cadre d'une étude préliminaire. Nous avons ainsi pu réaliser la 

première caractérisation cinétique par voie calorimétrique de complexes de CD. Cette approche 

présente également un potentiel considérable en termes de réduction du temps d'analyse. 

Nos travaux ouvrent par ailleurs un certain nombre de perspectives, non seulement en termes 

d'études multi-techniques de phénomènes supramoléculaires mais aussi sur le plan plus spécifique 

de la calorimétrie isotherme. 
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Ainsi, si l'analyse globale a été ici menée en couplant des expériences issues d'une même technique, 

il est également envisageable de coupler des manipulations provenant de techniques distinctes. Sur 

un plan pratique, l'utilisation de solutions mères uniques pour l'ensemble des expériences 

garantirait, lors du traitement des données, une cohérence des facteurs correctifs à appliquer aux 

concentrations, et donc une absence de distorsion. La diversité supplémentaire induite par des 

expériences obtenues à partir de techniques différentes élargirait ainsi l'accumulation 

d'informations. Cela devrait se traduire non seulement par une meilleure définition du modèle à 

�����}�‰�š���Œ�����v�������•���������•�š�ˆ���Z�]�}�u� �š�Œ�]���•���u�µ�o�š�]�‰�o���•���~�o���•�����}���(�(�]���]���v�š�•���������Œ� �‰�}�v�•�����Œ���o���š�]�(�•�������•�����]�À���Œ�•�����}�u�‰�o���Æ���•��

étant différenciés d'une technique à une autre), mais également par un gain additionnel en termes 

de précision dans le cas de complexes parfaitement définis. En outre, si l'une des techniques apporte 

déjà une précision importante sur l'affinité, cela induira une précision satisfaisante sur les 

coefficients de réponse du complexe dans le cadre des autres techniques, même avec des rapports 

signal/bruit moins satisfaisants pour ces dernières. Ainsi, une analyse calorimétrique précise 

autoriserait une évaluation fiable des caractéristiques spectrales de la supramolécule, même si la 

solubilité des espèces induit une résolution spectrale insuffisante pour la détermination de l'affinité.  

Dans le cadre spécifique de l'ITC, les stratégies de caractérisation définies lors de cette thèse 

pourront désormais être appliquées de manière systématique à l'ensemble des interactions étudiées 

au laboratoire. Au delà des cas déjà explorés dans ce manuscrit, il sera possible de développer de 

nouveaux modèles d'équilibres.  

A titre d'exemple, on peut citer la possibilité de notre algorithme d'inclure plus de deux molécules 

compétitives, et donc de basculer vers l'analyse du comportement complexant de molécules hôtes 

telles que les CD en présence de mélanges. Ce type d'étude supposera néanmoins une 

démultiplication des expériences à réaliser (et des équations décrivant les équilibres envisagés), et 

fera donc d'autant plus appel à la diversité des protocoles non conventionnels développés dans cette 

thèse. 

Il devient également théoriquement possible de procéder à la caractérisation de complexes ternaires 

hybrides : si deux molécules hôtes peuvent indépendamment former des complexes 2:1 avec une 

molécule invitée donnée, il sera possible d'étudier la thermodynamique du complexe 

hôte N°1 - invité - hôte N°2, même lorsqu'il se forme en parallèle des deux complexes 2:1 non 

hybrides et des deux complexes 1:1. 

Dans le cas de protéines à sites de fixation multiples comme l'albumine, la réalisation d'expériences 

compétitives avec des molécules de référence dont les sites de fixation sont connus pourrait 

permettre de définir les sites impliqués par des molécules nouvellement étudiées. Il sera dans ce 

cadre nécessaire de développer les équations décrivant la compétition non seulement entre deux 

types de molécules pour un site donné mais également entre deux sites distincts pour une même 

molécule. L'ITC permettrait alors d'obtenir des informations d'ordre structural, en plus des 

informations sur la stabilité (et désormais sur la vitesse) des réactions de complexation.  
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A ce propos, si l'on peut considérer que le développement des expériences ITC, sur un plan purement 

thermodynamique, a désormais atteint une certaine maturité, des travaux complémentaires seront 

par contre nécessaires sur le plan cinétique. Comme cela a été souligné au chapitre VI, il sera tout 

d'abord essentiel de confronter les résultats obtenus par ITC à des techniques à forte résolution 

temporelle. En parallèle, nous projetons de développer une étude statistique pour la détermination 

des intervalles de confiance sur les constantes de vitesse. La principale problématique tient dans 

l'augmentation du nombre de variables (constantes de vitesse, temps de réponse, retards 

d'injection...) et donc de sources d'incertitudes. L'objectif sera de définir les limites d'application de 

la caractérisation cinétique ; il sera alors possible de quantifier l'apport de l'approche hybride 

thermo-cinétique avec correction de ligne de base par rapport à l'approche séquentielle 

thermodynamique puis cinétique. Par extension, cette prise en compte statistique permettra une 

évaluation de toute amélioration ultérieure du processus thermo-cinétique. 

Dans ce cadre,  une exploration théorique du traitement hybride des protocoles non conventionnels 

sera également entreprise, afin de définir les avantages éventuels (en termes cinétiques et 

thermodynamiques) de leur utilisation, aussi bien dans un cadre individuel que par le biais d'une 

analyse globale. L'association des modes MIM et SIM au sein d'un traitement simultané sera aussi 

investiguée. Il est à noter que l'augmentation du nombre de points expérimentaux lors du traitement 

du thermogramme par rapport au traitement classique de l'isotherme pourrait en particulier 

constituer un avantage déterminant dans le cas d'affinités très fortes : l'échantillonnage du 

thermogramme aboutit en effet à une bien meilleure définition de la zone de transition que dans le 

cas de l'isotherme, qui présente alors un caractère fortement rectiligne. 

Dans les cas où la précision cinétique sera considérée comme satisfaisante, nous pourrons procéder à 

l'évaluation de l'énergie d'activation par analyse globale de l'évolution des constantes cinétiques en 

fonction de la température. 

L'expertise du traitement hybride sera également étendue au cas d���•�� �•�š�ˆ���Z�]�}�u� �š�Œ�]���•�� �u�µ�o�š�]�‰�o���•�U��

d'autant que l'occurrence de complexations successives et/ou de mécanismes coopératifs peut se 

traduire par des temps réactionnels plus longs que dans le cas de simples complexes 1:1. 

La robustesse du modèle hybride sera enfin sondée par l'intermédiaire d'expériences compétitives 

��� ���]� ���•�X�� ���v�� ���(�(���š�U�� �o���� �u�]�•���� ���v�� �ˆ�µ�À�Œ���� �•�]�u�µ�o�š���v� ���� ������ �o�����(�}�Œ�u���š�]�}�v�� ���–�µ�v�� �‰�Œ���u�]���Œ�� ���}�u�‰�o���Æ���� ���š�� ������ �o����

dissociation d'un second peut conduire, dans certaines conditions de concentrations, à un 

cisaillement du signal calorimétrique (successivement négatif-positif ou positif-négatif pour une 

même injection), ce qui permettra de mettre en exergue toute erreur de modèle et ainsi pousser 

l'approche thermo-cinétique dans ses limites.  

Ces perspectives s'inscrivent dans le cadre d'une amélioration continue des approches � M̂ulti-K" et 

"hybrid-ITC�_, avec comme objectif la distribution des logiciels correspondants.
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Partie expérimentale 

 
 
Toutes les constantes de complexation ont été évaluées dans un tampon phosphate à un pH de 6,5 
(pH=7 dans le cas de l'électrophorèse capillaire). 

 

ANALYSES UV-VISIBLE (COMPETITION) 

Principe et conditions 

L�[� tude consiste à observer les �À���Œ�]���š�]�}�v�•�� �•�‰�����š�Œ���o���•�� ���[�µ�v���� �u�}�o� ���µ�o���� ���}�u�‰� �š�]�šrice �~�]���]�U�� �o�[�}�Œ���v�P���� ������

méthyle) en présence de concentrations variables en CD, puis avec une concentration fixe en CD mais 

en présence de concentrations variables en molécule invitée.  

Les expériences ont été réalisées avec un spectromètre Perkin Elmer Lambda 2S (cellule en quartz de 

trajet optique de 1 cm), entre 350 et 600 nm, à 25°C à une vitesse de 60 nm/min. Afin d'éliminer 

toute influence des phénomènes de diffraction, les spectres ont été dérivés par rapport à la longueur 

d'onde. De plus, comme les variations spectrales entre les différentes solutions ne sont pas 

significatives à �o�����o�}�v�P�µ���µ�Œ�����[�}�v���� d'absorption maximale du MO (450 nm), l'intégration des données 

(calcul de l'aire) a été réalisée sur la gamme spectrale 424-470 nm. 

 

Préparations des solutions 

Un tampon phosphate 50 mM de pH=�ò�U�ñ�� ���� � �š� �� �µ�š�]�o�]�•� �� �‰�}�µ�Œ�� �o�[���v�•���u���o���� �����•�� ���Æ�‰� �Œ�]���v�����•��

(Na2HPO4/NaOH). Une solution d�[�}�Œ���v�P����������méthyle est préparée à une concentration de 0.033 mM 

dans le tampon phosphate.  

Une g���u�u�������������}�v�����v�š�Œ���š�]�}�v�����v���t������������0.1 mM, 0.2 mM, 0.3 mM et 0.5 mM est préparée dans la 

solution de MO (concentration en MO fixée à 0.033 mM). 

Une gamme de concentration en ibuprofène de 0.22 mM, 0.45 mM, 0.68 mM et 0.89 mM est 

préparée dans la solution �t���� /MO (concentrations en �t����  et en MO respectivement fixée  à 0.50 

mM et 0.033 mM). 
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ETUDES DE SOLUBILITE (COMPETITION) 

Principe et conditions 

La méthode de solubilité compétitive consiste à mesurer l���� ���}�v�����v�š�Œ���š�]�}�v���u���Æ�]�u���o���� �‹�µ�[�µ�v��substrat 

�~�]���]�U�� �o���� �ð�U�ð�[-biphénol) peut atteindre en solution en présence de CD, et ce en l'absence puis en la 

présence de la molécule invitée que l'on désire caractériser (ici, l'ibuprofène)�X�����v���‰�Œ���š�]�‹�µ���U���]�o���•�[���P�]�š��������

placer ce substrat en excès dans des solutions de CD de concentrations variables, puis de mesurer, 

après filtration, la quantité totale de substrat solubilisé (par le bais de la spectroscopie UV-visible).  

Les expériences ont été réalisées avec un spectromètre Perkin Elmer Lambda 2S (cellule en quartz de 

trajet optique de 1 cm, entre 230 et 370 nm, à 25°C. 

 

Préparations des solutions  

Etalonnage : 

Une gamme de concentration en �ð�U�ð�[-biphénol de 0.05 mM à 0.2 mM est réalisée dans une solution 

éthanolique, afin d'établir une ���Œ�}�]�š�������[� �šalonnage permettant la détermination de la concentration 

���v���ð�U�ð�[-biphénol dans le cadre des différentes expériences de solubilisation. 

Mesures de solubilité: 

Une quantité de �ð�U�ð�[-biphénol (équivalente à une concentration de 30 mM, donc excédentaire par 

rapport à sa solubilité) est placée en présence d'une g���u�u���� ������ ���}�v�����v�š�Œ���š�]�}�v�����v�� �t������ ���� 1 mM, 2 

mM, 3 mM, 4 mM et 5 mM.  

Les mêmes expériences sont ensuite réalisées en présence d'ibuprofène (à une concentration 

identique à celle de la �t���� , soit  1 mM, 2 mM, 3 mM, 4 mM et 5 mM). 

 

Après agitation pendant 24H et centrifugation, le surnageant est récupéré et filtré sur membrane de 

cellulose. Pour � �o�]�u�]�v���Œ�� �o�–�]�v�(�o�µ���v������ ������ �o���� ���}�u�‰�o���Æ���š�]�}�v�� �•�µ�Œ�� �o�–�����•�}�Œ�����v������ ���µ�� �ð�U�ð�[-biphénol,  

�o�[� ���Z���v�š�]�o�o�}�v�� ���•�š�� ���v�•�µ�]�š���� ���]�o�µ� �� �����v�•�� �µ�v���� �•�}�o�µ�š�]�}�v�� � �š�Z���v�}�o�]�‹�µ���� �‰�µ�]�•��quantifié par UV-visible à une 

�o�}�v�P�µ���µ�Œ�����[�}�v�������������î�ò�ñ���v�u�X�� 

Les absorbances de chaque solution permettent de déterminer les solubilités observées en fonction 

de la concentration en CD. Il est alors possible de déterminer les constantes ���[���•�•�}���]���š�]�}�v��des 

complexes �t���� -�ð�U�ð�[-biphénol et �t���� -Ibuprofène en minimisant les écarts entre solubilités 

expérimentales mesurées et les solubilités théoriques simulées. 
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RESONANCE MAGNETIQUE NUCLEAIRE 

 

Principe et conditions 

�����š�š���� �š�����Z�v�]�‹�µ���� ���}�v�•�]�•�š���� ���� �}���•���Œ�À���Œ�� �o�[� �À�}�o�µ�š�]�}�v�� ������ �o���� �Œ� �‰�}�v�•���� ���Æ�‰� �Œ�]�u���v�š���o���� ���v�� �(���]�•���v�š�� �À���Œ�]���Œ��

simultanément les concentrations des deux partenaires, tout en maintenant constante la somme de 

leurs concentrations totales. ���� �‰���Œ�š�]�Œ�� ������ �o�[���v�Œ���P�]�•�š�Œ���u���v�š�� ������ �o���� �•� �Œ�]���� ������ �•�‰�����š�Œ���•�U�� �o���•�� �À���Œ�]���š�]�}�v�•��du 

produit de la différence de réponses (�' R�� sont reportées en fonction de la fraction molaire (soit r.�' R 

=f(r)). �>�[�]�•�}�š�Z���Œ�u�����}���š���v�µ�����‰���Œ�u���š�����o�}�Œ�•�����[���•�š�]�u���Œ���o�������}�v�•�š���v�š�������[���•�•�}���]���š�]�}�v�����µ��complexe.  

Les expériences de résonance magnétique nucléaire 1H ont été réalisées à 400 MHz sur un 

�•�‰�����š�Œ�}�u���š�Œ�������Œ�µ�l���Œ�����À���v�������ñ�ì�ì��� �‹�µ�]�‰� �����[�µ�v�����•�}�v�������d�y�/�������µ�v�����š���u�‰� �Œ���š�µ�Œ�����������î�ñ�£���X  

 

Préparation des solutions 

Deux solutions de �t������ ���š�� ���[�]���µ�‰�Œ�}�(���v���� �}�v�š�� � �š� ��préparées à une concentration de 2.5 mM dans du 

D2O. Les tubes RMN ont été préparés en mélangeant la �t���������š���o�[�]���µ�‰�Œ�}�(���v�����‰�}�µ�Œ�����]�(�(� �Œ���v�š���•���(�Œ�����š�]�}�v�•��

molaires (�” L ��
�>�M�F�Y�?

�>�M�F�Y�?�>���>�’�G�H�?
) variant de 0 à 1, en maintenant la concentration totale constante. Les 

�‰�Œ�}�š�}�v�•�����Œ�}�u���š�]�‹�µ���•�� �~���•�������� �o�[�]���µ�‰�Œ�}�(���v���� �}�v�š��� �š� �� �•�µ�]�À�]�•�����v���Œ���]�•�}�v��������la plus forte variation observée 

�o�}�Œ�•���������o�[�]�v�š���Œ�����š�]�}�v�����À�������o�����t�����X�����v���š���Œ�u���•��������coefficient de diffusion, ce sont les protons (g) qui ont 

été suivis. 

r 
[IBU] 
mM 

�€�t�����•��
mM  

VIBU µL V�t����  µL 

0 0,00 2,50 0 600 

0,1 0,25 2,25 60 540 

0,2 0,50 2,00 120 480 

0,3 0,75 1,75 180 420 

0,4 1,00 1,50 240 360 

0,5 1,25 1,25 300 300 

0,6 1,50 1,00 360 240 

0,7 1,75 0,75 420 180 

0,8 2,00 0,50 480 120 

0,9 2,25 0,25 540 60 

1 2,50 0,00 600 0 
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ELECTROPHORESE CAPILLAIRE 

 

Conditions 

�>���•�� ���v���o�Ç�•���•�� �•�}�v�š�� �Œ� ���o�]�•� ���•�� ���µ�� �u�}�Ç���v�� ������ �o�[�]�v�•�š�Œ�µ�u���v�š���š�]�}�v�����[� �o�����š�Œ�}�‰�Z�}�Œ���•���� �����‰�]�o�o���]�Œ���� �W�l������-MDQ 

(Beckman Coulter, Fullerton, C A, USA) pilotée par le logiciel 32 KARAT. 

Les analyses ont eu lieu dans un capillaire de silice vierge (Composite Metal Service (Hallow, UK)) 

dont les dimensions géometriques sont les suivantes : longueur totale : 30,2 cm ; longueur effective : 

�î�ì�� ���u�� ���š�� ���]���u���š�Œ���� �]�v�š���Œ�v���� �W�� �ñ�ì�� �…�u�X�� �d�}�µ�š�� �����‰�]�o�o���]�Œ���� �v���µ�(�� ���•�š�� ���}�v���]�š�]�}�v�v� �� �•�µ�������•�•�]�À���u���v�š�� ���À������ �����•��

solu�š�]�}�v�•���������E���K�,���í���D���~�í�ì���u�]�v�U���î�ì���‰�•�]�•�U���������E���K�,���ì�U�í���D���~�í�ì���u�]�v�U���î�ì���‰�•�]�•�����š�����[�,2O (10 min, 20 psi). 

�/�v�i�����š�]�}�v���������o�[� ���Z���v�š�]�o�o�}�v�����v���u�}�������Z�Ç���Œ�}���Ç�v���u�]�‹�µ�� : 1 psi, 5 s 

Electrolyte : tampon phosphate 50 �u�D�����}�v�š���v���v�š���}�µ���v�}�v���o�����t����1 

Température de la cartouche renfermant le capillaire : 25°C 

Tension appliquée : 15 kV 

Fenêtre de détection : 100 x 800 µm 

Détection UV �W����� �š�����š���µ�Œ������ �����Œ�Œ���š�š���•�� ������ ���]�}�����•�� �~�„ : 190 à 290 nm) �V���„ =450 nm pour la détection de 

�o�[�}�Œ���v�P�����������u� �š�Z�Ç�o���U���„�A�î�í�ð���v�u���‰�}�µ�Œ���o������� �š�����š�]�}�v���������o�[�]���µ�‰�Œ�}�(���v���X 

Chaque protocole est réalisé en duplicats. 

 

Principe ��������� �š���Œ�u�]�v���š�]�}�v�����������}�v�•�š���v�š���•�����[���•�•�}���]���š�]�}�v���‰���Œ���u� �š�Z�}���������]�Œ�����š�� 

�����š�š���� �u� �š�Z�}������ �Œ���‰�}�•���� �•�µ�Œ�� �o�[�}���•���Œ�À���š�]�}�v�� ������ �o���� �À���Œ�]���š�]�}�v�� ������ �o���� �u�}���]�o�]�š� �� � �o�����š�Œ�}�‰�Z�}�Œ� �š�]�‹�µ���� ���[�µ�v�� �����•��

deux partenaires injectés dans un électrolyte de séparation contenant une concentration croissante 

de ligand. En pratique, la méthode consiste à réaliser une série d'expériences en augmentant la 

concentration de l'agent complexant dans l'electrolyte, alors que la concentration en substance à 

analyser reste constante lors de la préparation des échantillons. �>�[���v���o�Ç�•���� ������ �o�[� �À�}�o�µ�š�]�}�v�� �����•��

différences de mobilité entre la form���� �o�]� ���� ���š�� �o���� �(�}�Œ�u���� ���}�u�‰�o���Æ� ���� ������ �o�[�]�v�À�]�š�  en fonction de la 

���}�v�����v�š�Œ���š�]�}�v�����v���t�������‰���Œ�u���š ���[���•�š�]�u���Œ���o�������}�v�•�š���v�š�������[association. 
 

Préparation des solutions 

�h�v�� �š���u�‰�}�v�� �‰�Z�}�•�‰�Z���š���� �ñ�ì�� �u�D�� ������ �‰�,�A�ò�U�ñ�� ���� � �š� �� �µ�š�]�o�]�•� �� �‰�}�µ�Œ�� �o�[���v�•���u���o���� �����•�� ���Æ�‰� �Œ�]���v�����•��

(Na2HPO4/NaH2PO4). Une gamme de concentrations ���v���t������������0.05 mM, 0.12 mM, 0.2 mM, 0.3 mM 

et 0.5 mM est préparée pour les expériences de titration dans le tampon phosphate 50 mM. 

                                                           
1 �/�o�� ���� � �š� �� �À� �Œ�]�(�]� �� �‹�µ���� �o���� �u�}���]�(�]�����š�]�}�v�� ������ �o���� �À�]�•���}�•�]�š� �� �‰���Œ�� �o���� �t������ � �š���]�š�� �v� �P�o�]�P�������o���� �‰�}�µ�Œ�� �o���•�� ���}�v�����v�š�Œ���š�]�}�v�•��
���u�‰�o�}�Ç� ���•���~�D���ñ�u�D�•�X�����µ���µ�v���(�����š���µ�Œ�����}�Œ�Œ�����š�]�(���v�[�������}�v����� �š� ��appliqué aux données brutes. 
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Une solution ���[�]���µ�‰�Œ�}�(���v�� est préparée dans un tampon phosphate 5 mM à une concentration de 

0.1 mM, 0.2 mM ou 0.4 mM �����v�•�� �µ�v���� �•�}�o�µ�š�]�}�v�� ������ �t���� ���� �o���� �u�!�u���� ���}�v�����v�š�Œ���š�]�}�v�� �‹�µ���� �o���� �•�}�o�µ�š�]�}�v�� ������

�t��������ans le capillaire.  

 
 

�W�Œ�]�v���]�‰������������� �š���Œ�u�]�v���š�]�}�v�����������}�v�•�š���v�š���•�����[���•�•�}���]���š�]�}�v���‰���Œ���u� �š�Z�}�������]�v���]�Œ�����š�� 

Le principe de la méthode compétitive consiste à caractériser un complexe H-I en présence d'une 

molécule compétitrice IC, dont le complexe H-IC aura été préalablement étudié. L'orange de méthyle, 

molécule anionique à pH=7, a été choisi comme molécule compétitrice en raison de son maximum 

���[�����•�}�Œ�����v�������•�]�š�µ� �������v�•���o�����À�]�•�]���o���U���������‹�µ�]���‰���Œ�u���š�����[� �š�µ���]���Œ���µ�v�����o���Œ�P�����P���u�u�����������u�}�o� ���µ�o���•���]�v�À�]�š� ���•�X 

Dans le but de �����Œ�����š� �Œ�]�•���Œ�� �o���� ���}�u�‰�o���Æ���� �t����-analyte, il est nécessaire de procéder à deux 

expériences, à savoir une titration �‰�}�µ�Œ�� �����Œ�����š� �Œ�]�•���Œ�� �o���� ���}�u�‰�o���Æ���� �t����-MO puis une expérience de 

compétition avec les trois molécules (MO et �t����  �����v�•�� �o�[� ���Z���v�š�]�o�o�}�v�U�� �t���� et analyte au sein du 

capillaire). 

 

Préparation des solutions 

La méthode compétitive a été étudiée dans le cadre de molécules présentant diverses charges 

(anionique, neutre, cationique) et aff�]�v�]�š� �•�� �‰�}�µ�Œ�� �o���� �t������ �~������ �ñ�ì�ì�� ���� �ð�ì000 M-1). Les molécules 

d'ibuprofène (anionique, 0,5 mM), de cyclohexanol (CyOH, neutre, 5 mM), d'adamantanol (AdOH, 

neutre, 0,5 mM) et d'amantidine (Adam, cationique, 0,5 mM) ont été employées en concentration 

constante dans le capillaire. Une gamme de concentrations ���v���t������������0.05 mM, 0.12 mM, 0.2 mM, 

0.3 mM et 0.5 mM est réalisée dans un tampon phosphate 50 mM pH=6,5. Le MO, employé à une 

concentration de 0,03 mM est préparé dans un tampon 5 mM pH=6.5 en présence de cyclodextrines 

(concentrations identiques dans le capillaire et dans le plug injecté). 
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CALORIMETRIE DE TITRATION ISOTHERME 

 
Principe et conditions 

Un calorimètre isotherme (ITC200, Microcal Inc, USA) a été utilisé pour déterminer simultanément la 

���}�v�•�š���v�š�������[���•�•�}���]���š�]�}�v���<�����š���o�[���v�š�Z���o�‰�]�������[�]�v���o�µ�•�]�}�v���' H des complexes étudiés à 25°C (ainsi qu'à  10°C, 

17.5°C, 32.5°C et 40°C pour le complexe �tCD -ibuprofène, et à 10°C et 40°C dans le cas du complexe 

�JCD-cluster métallique).  

Les solutions dégazées (tampon phosphate pH 6.5) sont utilisées dans la cellule (202.8 µL) et dans la 

seringue (40 µL).  

�W�}�µ�Œ���š�}�µ�•���o���•���‰�Œ�}�š�}���}�o���•�U�����‰�Œ���•���o�[�������]�š�]�}�v�����[�µ�v�����o�]�‹�µ�}�š���]�v�]�š�]���o���������í���R�>�U���í�ì�����o�]�‹�µ�}�š�•���������ï�X�ó���R�>���]�•�•�µ�•���������o����

�•���Œ�]�v�P�µ���� �•�}�v�š�� �]�v�i�����š� �•�� �~���v�� �� �ó�X�ð�� �•�����}�v�����•�� �‰�}�µ�Œ�� ���Z���‹�µ�����]�v�i�����š�]�}�v�•�X�� �>�[�]�v�š���Œ�À���o�o���� ������ �š���u�‰�•�� ���v�š�Œ���� �����µ�Æ��

injections consécutives est systématiquement supérieur ou égal à 60 secondes et la vitesse 

���[���P�]�š���š�]�}n est de 1000 rotations par minute pour toutes les expériences. Les variations de chaleurs 

sont ensuite enregistrées en fonction du temps.  

La chaleur de dilution (pour chaque partenaire) est par ailleurs éliminée en soustrayant le signal 

�}���š���v�µ�� �‰�}�µ�Œ�� �o���•�� ���o���v���•�� ���}�Œ�Œ���•�‰�}�v�����v�š�•�� �~���[���•�š-à-dire seulement un partenaire dans la cellule ou la 

�•���Œ�]�v�P�µ���U���o�Z���µ�š�Œ�������}�u�‰���Œ�š�]�u���v�š��� �š���v�š���Œ���u�‰�o�]�����À�������o�����š���u�‰�}�v�•�X�� 

�>�[���]�Œ���������•���‰�]���•���•�µ�]�À���v�š chaque injection a été obtenue en intégrant les signaux.  

�>���•�� ���}�v�•�š���v�š���•�� ���[���•�•�}���]���š�]�}�v�� �<�� ���š�� �o�[���v�š�Z���o�‰�]���� ���[�]�v���o�µ�•�]�}�v �' H sont finalement déterminées par 

régression non linéaire des isothermes de complexation au moyen du programme �ZHYBRID-ITC�[. 

 

Préparation des solutions 

Les paragraphes suivants décrivent les solutions employées dans l'ensemble des chapitres 

expérimentaux IV à VI. Ces paragraphes reprennent d'ailleurs la numérotation des chapitres et sous-

chapitres correspondants.  
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IV.1 et 2) Développement des expériences non conventionnelles 
 
Les expériences sont réalisées en attribuant, dans la cellule et dans la seringue, une des 8 solutions 

préparées (tampon, IBU, �tCD, HP�tCD, IBU+ �tCD, IBU+ HP�tCD, �tCD + HP�tCD, IBU+ �tCD + HP�tCD).  

(Tampon phosphate 50 mM pH=6.5) 

 

expérience A 

seringue  �t�������ñ���u�D 

cellule Ibuprofène 0,5 mM 

  expérience B 

seringue  Ibuprofène 5 mM 

cellule �t�������ñ�u�D�� 

  expérience C 

seringue  �t�������ñ�u�D���=���/���µ�‰�Œ�}�(���v�����ð�U�ò���u�D 

cellule Tampon 

  expérience D 

seringue  Tampon 

cellule �t�������ñ���u�D��+ Ibuprofène 4,6 mM 

    

expérience E 

seringue  �t�������ñ�u�D 

cellule �t�������ñ���u�D���=���/���µ�‰�Œ�}�(���v�����ð�U�ò���u�D 

  
 expérience F 

seringue  �t�������ñ�u�D���=���/���µ�‰�Œ�}�(���v�����ð�U�ò���u�D 

cellule �t�������ñ�u�D 

  
 expérience G 

seringue  �t�������ñ�u�D���=���/���µ�‰�Œ�}�(���v�����ð�U�ò���u�D 

cellule Ibuprofène 0,5 mM 

  
 expérience H 

seringue  Ibuprofène 0,5 mM  

cellule �t�������ñ�u�D���=���/���µ�‰�Œ�}�(���v�����ð�U�ò���u�D 
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expérience I 

seringue  �t�������ñ���u�D 

cellule �,�W�t�������ñ�u�D���=���/���µ�‰�Œ�}�(���v�����ð�U�ò���u�D 

  expérience J 

seringue  �,�W�t�������ñ���u�D 

cellule �t�������ñ�u�D���=���/���µ�‰�Œ�}�(���v�����ð�U�ò���u�D 

  expérience K 

seringue  �,�W�t�������ñ�u�D���=���/���µ�‰�Œ�}�(���v�����ð�U�ò���u�D 

cellule �t�������ñ���u�D 

  expérience L 

seringue  �t�������ñ�u�D���=���/���µ�‰�Œ�}�(���v�����ð�U�ò���u�D 

cellule �,�W�t�������ñ���u�D 

    

expérience M 

seringue  �t�������ñ�u�D���=���,�W�t�������ñ�u�D 

cellule Ibuprofène 0,5 mM 

  
 expérience N 

seringue  Ibuprofène 0,5 mM 

cellule �t�������ñ�u�D���=���,�W�t�������ñ�u�D 

  
 expérience O 

seringue  �t�������ñ�u�D���=���,�W�t�������ñ�u�D���=���/���µ�‰�Œ�}�(���v�����ð�U�ò���u�D 

cellule Tampon 

  
 expérience P 

seringue  Tampon 

cellule �t�������ñ�u�D���=���,�W�t�������ñ�u�D���=���/���µ�‰�Œ�}�(���v�����ð�U�ò���u�D 

 
 

V���������(�[�W�H�Q�V�L�R�Q���G�H���O�D���J�D�P�P�H���G�¶�H�Q�W�K�D�O�S�L�H : Complexes athermiques 
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expérience I 

seringue  �t�������ñ���u�D 

cellule �,�W�t�������ñ�u�D���=���/���µ�‰�Œ�}�(���v�����ð�U�ò���u�D 

  expérience J 

seringue  �,�W�t�������ñ���u�D 

cellule �t�������ñ�u�D���=���/���µ�‰�Œ�}�(���v�����ð�U�ò���u�D 

  expérience K 

seringue  �,�W�t�������ñ�u�D���=���/���µ�‰�Œ�}�(���v�����ð�U�ò���u�D 

cellule �t�������ñ���u�D 

  expérience L 

seringue  �t�������ñ�u�D���=���/���µ�‰�Œ�}�(���v�����ð�U�ò���u�D 

cellule �,�W�t�������ñ���u�D 

    

expérience M 

seringue  �t�������ñ�u�D���=���,�W�t�������ñ�u�D 

cellule Ibuprofène 0,5 mM 

  
 expérience N 

seringue  Ibuprofène 0,5 mM 

cellule �t�������ñ�u�D���=���,�W�t�������ñ�u�D 

  
 expérience O 

seringue  �t�������ñ�u�D���=���,�W�t�������ñ�u�D���=���/���µ�‰�Œ�}�(���v�����ð�U�ò���u�D 

cellule Tampon 

  
 expérience P 

seringue  Tampon 

cellule �t�������ñ�u�D���=���,�W�t�������ñ�u�D���=���/���µ�‰�Œ�}�(���v�����ð�U�ò���u�D 

  
  

Les solutions employées sont identiques à celles du chapitre IV.1 et2) 
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V.2) Extension de la gamme de stabilité : Complexes faibles  
 

expérience de titration inverse   

seringue  Phénol 5 mM 

cellule �t�������ñ���u�D 

  expérience de relargage  

seringue  �t�������ñ���u�D���=���W�Z� �v�}�o���ñ���u�D 

cellule Phénol 3,75 mM  
 

V���������(�[�W�H�Q�V�L�R�Q���G�H���O�D���J�D�P�P�H���G�¶�p�T�X�L�O�L�E�U�H�V�� 
 

Coexistence 1:1 ou complexe ternaire 

expérience de titration    

seringue  �t�������ñ���u�D 

cellule Resvératrol 0,05 mM 

    

expérience de relargage  

seringue  �t�������ñ���u�D���=���Z���•�À� �Œ���š�Œ�}�o���ì�U�ò���u�D 

cellule Tampon 

  
  expérience de titration    

seringue  �t�������ñ���u�D 

cellule Méthyljasmonate 0,5 mM 

  
  expérience de relargage compétitif 

seringue  �t�������ñ���u�D���=���Z���•�À� �Œ���š�Œ�}�o���ì�U�ò���u�D 

cellule Méthyljasmonate 0,5 mM 
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Coexistence 1:1/2:1 

expérience de titration    

seringue   �v�������î�U�ñ���u�D 

cellule [M] 0,125 mM 

  expérience de titration atténuée 

seringue   �v�������î�U�ñ���u�D 

cellule  �v�������ì�U�î�ñ���u�D���=���€�D�•���ì�U�î�ñ���u�D 
 

Coexistence Dimérisation/Inclusion 

expérience de Dédimérisation    

seringue  CDPhosphine 2 mM 

cellule Tampon 

  expérience de Dédimérisation    

seringue  CDPhosphine 4 mM 

cellule Tampon 

  expérience de Dédimérisation    

seringue  CDPhosphine 8 mM 

cellule Tampon 

  expérience de relargage  

seringue  CDPhosphine 4 mM + Ibuprofène 5 mM 

cellule Tampon 

  expérience de relargage compétitif  

seringue  CDPhosphine 3 mM + Ibuprofène 5 mM 

cellule Acide adamantanoïque 0,5 mM 
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Coexistence de sites forts et de sites faibles 

expérience de titration    

seringue   Ibuprofène 0,4 mM 

cellule Sérum albumine bovine 0,04 mM 

  expérience de titration atténuée 

seringue   Ibuprofène 5 mM 

cellule Sérum albumine bovine 0,04 mM + Ibuprofène 0,05 mM 

 

V.4) Extension de la gamme de solubilité  
 

Invité peu soluble 

expérience de titration    

seringue  Napht-1-ol 0,2 mM 

cellule Sérum albumine bovine 0,02 mM 

  expérience de titration    

seringue  Crysmeb 5 mM 

cellule Napht-1-ol 0,2 mM 

  expérience de relargage    

seringue  Crysmeb 5 mM + Napht-1-ol 1,5 mM 

cellule Tampon 

  expérience de relargage compétitif 

seringue  Crysmeb 5 mM + Napht-1-ol 1,5 mM 

cellule Sérum albumine bovine 0,04 mM 
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Hôte peu soluble 

Contrairement aux autres manipulations, les solutions pour cette étude ont été réalisées à 
partir ���[�����µ���µ�o�š�Œ���‰�µ�Œ�������š���v�}�v���������š���u�‰�}�v���‰�Z�}�•�‰�Z���š���X 

expérience de titration    

seringue  �t�������ñ���u�D 

cellule TBBA 0,22 mM 

    

expérience de titration    

seringue  EP 5 mM 

cellule TBBA 0,22 mM 

  expérience de titration    

seringue  EPG 5 mM 

cellule TBBA 0,22 mM 

  expérience de titration    

seringue  EPG10 5 mM 

cellule TBBA 0,22 mM 

  
  
 

expérience de titration  compétitive 

seringue  �t�������ñ���u�D 

cellule  CTR 0,5 mM + TBBA 0,22 mM 
 
 

 

VI) HYBRID-ITC : vers une exploitation cinetique ? 

 

expérience I 

seringue  �t�������ñ���u�D 

cellule �,�W�t�������ñ�u�D���=���/���µ�‰�Œ�}�(���v�����ð�U�ò���u�D 

  expérience J 

seringue  �,�W�t�������ñ���u�D 

cellule �t�������ñ�u�D���=���/���µ�‰�Œ�}�(���v�����ð�U�ò���u�D 
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  expérience K 

seringue  �,�W�t�������ñ�u�D���=���/���µ�‰�Œ�}�(���v�����ð�U�ò���u�D 

cellule �t�������ñ���u�D 

  expérience L 

seringue  �t�������ñ�u�D���=���/���µ�‰�Œ�}�(���v�����ð�U�ò���u�D 

cellule �,�W�t�������ñ���u�D 

    

expérience M 

seringue  �t�������ñ�u�D���=���,�W�t�������ñ�u�D 

cellule Ibuprofène 0,5 mM 

  
 expérience N 

seringue  Ibuprofène 0,5 mM 

cellule �t�������ñ�u�D���=���,�W�t�������ñ�u�D 

  
 expérience O 

seringue  �t�������ñ�u�D���=���,�W�t�������ñ�u�D���=���/���µ�‰�Œ�}�(���v�����ð�U�ò���u�D 

cellule Tampon 

  
 expérience P 

seringue  Tampon 

cellule �t�������ñ�u�D���=���,�W�t�������ñ�u�D���=���/���µ�‰�Œ�}�(���v�����ð�U�ò���u�D 

  
  

Les solutions employées sont identiques à celles du chapitre IV. 
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Traitement des données 
 

Obtention des paramètres thermodynamiques 

�>���� �š�Œ���]�š���u���v�š�� ������ ���}�v�v� ���•�� ���}�v�•�]�•�š���� ���� �‰�}�•�š�µ�o���Œ�� �����•�� �À���o���µ�Œ�•�� ������ ���}�v�•�š���v�š���•�� ���[���•�•�}���]���š�]�}�v�� �<�� ���š��de 

coefficients de réponse rkCD-I, à simuler les signaux obtenus pour chaque mesure, et à minimiser la 

différence entre les signaux expérimentaux et simulés en faisant varier les paramètres 

thermodynamiques initiaux.  

Si on considère deux molécules (par exemple deux molécules hôtes �tCD et HP�tCD) qui sont en 

compétition avec une troisième molécule (par exemple une molécule invitée : IBU), les équilibres, les 

���}�v�•�š���v�š���•�����[���•�•�}���]���š�]�}�v�����š���o���•�����}�v�����v�š�Œ���š�]�}�v�•���š�}�š���o���•���•�}�v�š�����}�v�v� ���•���‰���Œ���o���•��� �‹�µ���š�]�}�v�•���W�� 

�>���� E ����������
�Z
�\ ���>���� F ������ (62)  

 

�� �’ �G�H�?�M�F�Y��L ��
�>�’�G�H�?�M�F�Y�?

�>�’ �G�H�?�>�M�F�Y�?
  (63)  

 
���� �>���� E ����������

�Z
�\ ������ �>���� F ������ (64) 

 

�� �L�T�’ �G�H�?�M�F�Y��L ��
�>�L�T�’�G�H�M�F�Y�?

�>�L�T�’ �G�H�?�>�M�F�Y�?
  (65)  

 
�>�>���� �?�X L �>�>���� �?E���>�>���� F �������? (66)  

 
�>���� �>���� �?�X L �>���� �>���� �?E ���>���� �>���� F �������? (67)  

 
�>������ �?�X L �>������ �?E���>���� �>���� F �������?E���>�>���� F �������? (68)  

 
Chaque concentration totale est multipliée par un facteur correctif n, égal à 1 par défaut, pour définir 

la concentration effective (ces paramètres pourront faire partie du processus d'optimisation) .  

Sur la base des concentrations totales effectives�U�� �o���•�� ���}�v�����v�š�Œ���š�]�}�v�•�� �����•�� ���}�u�‰�o���Æ���•�� ���[�]�v���o�µ�•�]�}�v��

peuvent être calculées selon Wang[38], en utilisant les équations (66) et (67) : 

�>�*�2�Ú�%�& F �+�$�7�? L ��
�>�Á�É�	�¼�½�?�Å���J�6��§�:�Ô�. �?���7�Õ�;�a�m�q

�
�/
�?���Ô�K

�/
�¼�¹�Á��´�µ�7�º�³�Æ

�>���J�6��§�:�Ô�. �?���7�Õ�;�a�m�q
�
�/
�?���Ô�K

 (69) 

 

�>�Ú�%�& F �+�$�7�? L ��
�>�	�¼�½�?�Å���J�6��§�:�Ô�. �?���7�Õ�; �a�m�q

�
�/
�?���Ô�K

�/
�¼��´�µ�7�º�³�Æ

�>���J�6��§�:�Ô�. �?���7�Õ�; �a�m�q
�
�/
�?���Ô�K

 (70) 

 
avec : 

�= L ��
�5

�Ä�¹�Á��´�µ�7�º�³�Æ
E

�5

�Ä��´�µ�7�º�³�Æ
E �����>�*�2�Ú�%�&�?�Í E �� �>�Ú�%�&�?�Í F �� �>�+�$�7�?�Í  (71) 

 
 

�> L
�>�Á�É�	�¼�½�?�Å�?���>�Â�»�Î�?�Å

�Ä��´�µ�7�º�³�Æ
E ��

�>�	�¼�½�?�Å�?���>�Â�»�Î�?�Å
�Ä�¹�Á��´�µ�7�º�³�Æ

E ��
�5

�Ä��´�µ�7�º�³�Æ�>���Ä�¹�Á��´�µ�7�º�³�Æ
 (72) 
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�? L �� F
�>�Â�»�Î�?�Å

�Ä��´�µ�7�º�³�Æ�>���Ä�¹�Á��´�µ�7�º�³�Æ
��(73) 

 

�à L �� �ƒ�”�…�‘�• l
�?�6�Ô�/ �>���=�Ô�Õ�?�6�;�Ö

�6¥�:�Ô�. �?�7�Õ�;�/
p (74) 

 
Ces équations �•�[���‰�‰�o�]�‹�µ���v�š�� ���µ�•�•�]�� ���]���v�� �����v�•�� �����• conditions compétitives que non compétitives. 

�>�[�����•���v���������[�µ�ve des molécules hôtes conduit les relations précédentes au cas ���[�µ�v�����}�u�‰�o���Æ�����í�W�í�X�� 

La connaissance des concentrations individuelles permet ensuite de simuler le signal associé à la 

technique employée à partir de la typologie de la réponse expérimentale présentée dans chaque 

partie correspondante dans le manuscrit. 

�>�[���i�µ�•�š���u���v�š�� �š�Z� �}�Œ�]��-expérience est alors �Œ� ���o�]�•� �� �‰���Œ�� �o�[�]�v�š���Œ�u� ���]���]�Œ���� ���[�µ�v�� ���o�P�}�Œ�]�š�Z�u���� ������ �E���Á�š�}�v-

Raphson, qui minimise la somme des moindres carrés résiduels entre les données théoriques et 

expérimentales en faisant varier les ���}�v�•�š���v�š�������[���•�•�}���]���š�]�}�vs K et les coefficients de réponse rkCD-I. 

Analyse globale 

Le traitement des données peut être implémenté pour une ou plusieurs expériences avec un seul jeu 

de paramètres thermodynamiques. �^�]���‰�o�µ�•�����[�µ�v�������Æ�‰� �Œ�]���v���������•�š�����v���o�Ç�•� ���U���o�����š�����Z�v�]�‹�µ���������•���u�}�]�v���Œ���•��

carrés est appliquée simultanément à toutes les isothermes. Toutes les expériences étant réalisées à 

la �u�!�u���� �š���u�‰� �Œ���š�µ�Œ���U�� �o�[���v���o�Ç�•���� �P�o�}�����o���� ��� �š���Œ�u�]�v���U�� �‰�}�µ�Œ�� ���Z���‹�µ���� ���}�u�‰�o���Æ���U�� �o���� ���}�v�•�š���v�š����

���[���•�•�}���]���š�]�}�v���<�����š��le coefficient de réponse rkCD-I.  

 
Simulation des intervalles de confiance 

Les incertitudes des paramètres thermodynamiques sont déterminées en utilisant une matrice 

variance-covariance V :  

�8 L ���:�: �Í���9�: �;�?�5 (75) 

Les éléments de la matrice X sont �: �Ü�ÝL ��k�ò�(�Ü���ò�Ú�Ýo où F ���Æ�‰�Œ�]�u���� �o���� �(�}�v���š�]�}�v�� ���[���i�µ�•�š���u���v�š�� ���š�� �t les 

paramètres ajustables. Les dérivées partielles sont évaluées numériquement pour chaque variable 

sur la base des valeurs finales des paramètres. 

La matrice W,  diagonale, correspond à la pondération de chaque élément de la matrice X via 

�o�[�]�v�À���Œ�•�����������oa variance attendue pour chaque signal mesuré. La déviation standard typique du signal 

a été obtenue par des études préalables de répétabilité, pour chaque technique employée.  

�>���•���]�v�����Œ�š�]�š�µ�����•�������•�����}�v�•�š���v�š���•�����[���•�•�}���]���š�]�}�v�����š�������•��coefficients de réponse rkCD-I sont exprimées par 

les déviations standards issues des éléments diagonaux de la matrice V, multiplié par le facteur de 

student t (1.96). 
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Les déterminations de la précision ont été réalisées aussi bien pour les expériences effectivement 

étudiées dans ce travail, que pour des systèmes hypothétiques, à des fins d'optimisation. Dans ce 

dernier cas, les isothermes de complexation correspondantes ont été simulées en postulant les 

paramètres thermodynamiques et les conditions expérimentales. 

�����v�•���o���������•���������o�[analyse globale, toutes les isothermes sont utilisées simultanément dans la matrice 

de variance-covariance. Ainsi, la précision bénéficie des informations issues de toutes les 

expériences. A titre d'exemple, d���v�•�� �o���� �����•�� ���[���Æ�‰� �Œ�]���v�����•�� ���}�u�‰� �š�]�š�]�À���•�U�� �o���� �‰�Œ� ���]�•�]�}�v�� �•�µ�Œ�� �o���� �•�Ç�•�š���u����

étudié prend de fait en compte la précision du complexe compétitif (et réciproquement). 

Eléments de traitement des données spécifiques de l'ITC 

Les concentrations totales de chaque partenaire ([X]T) dans la cellule est décrit à chaque moment  

�~�]�v�i�����š�]�}�v���]�•���������o�[���Æ�‰� �Œ�]���v�������‰���Œ���o�[� �‹�µ���š�]�}�v���W 

�>�: �?�Í
�¼�¾�Å�Å�á�ÜL �>�: �?�Í

�¼�¾�Å�Å�á�Ü�?�5�B�‡�š�’ �@
�?�é�Ô

�Î�à�Ø

�Ï�,
�A�C E���>�: �?�Í

�Ì�Ò�Ë���B�s F �‡�š�’ �@
�?�é�Ô

�Î�à�Ø

�Ï�,
�A���C����(76) 

 

Les exposants CELL et SYR indiquent que les quantités sont relatives respectivement à la cellule et à 

la seringue. V0 et Vi
cum correspondent respectivement au volume de la cellule et au volume cumulé  

�]�v�i�����š� ���‰�}�µ�Œ���o�[�]�v�i�����š�]�}�v���]�X�� 

La connaissance des concentrations en complexes (via les équations 69 et 70) dans la seringue et 

dans la cellule (avant et après chaque injection) permet le calcul de la chaleur associée sur la base de 

�o�[� �‹�µ���š�]�}�v���~�ó�ñ�•:  

�3 L ���' �á�����Á�É�	�¼�½�?�Â�»�Î���' �*�Á�É�	�¼�½�?�Â�»�ÎE ���' �á���	�¼�½�?�Â�»�Î���' �*�	�¼�½�?�Â�»�Î (77) 

Avec �' n correpondant à la variation du nombre de complexes dans la cellule.  

Si on combine les équations développées par Tellinghuisen pour la titration et par Heerklotz pour le 

relargage, �' n peut être ��� ���Œ�]�š���‰���Œ���o�[� �‹�µ���š�]�}�v���~�ó8) pour chaque complexe:  

�¿�áL �>��
�>�¼�½�?�Â�»�Î�?�Ô

�´�¶�½�½���Ï�Ú�?���>�¼�½�?�Â�»�Î�?�Ô�7�-
�´�¶�½�½���:�Ï�Ú�?�é�Ô�;�?���>�¼�½�?�Â�»�Î�?�Ä�Ê�Ã���é���>���>�¼�½�?�Â�»�Î�?�Ô

�´�¶�½�½���Ï�Ô�?���>�¼�½�?�Â�»�Î�?�Ô�7�-
�´�¶�½�½�����Ï�Ô

�6
���? (78)  

 

Dans le cas de l'analyse cinétique, les concentrations en complexe sont calculées en fonction du 

temps non pas sur la base des équations 69 et 70, mais par une intégration dédiée des lois 

cinétiques. 

Par ailleurs, en termes d'analyse globale, si plusieurs expériences sont réalisées à différentes 

températures Ti, les enthalpies �' HTi �•�}�v�š���}�‰�š�]�u�]�•� ���•���‰�}�µ�Œ�����Z���‹�µ�����š���u�‰� �Œ���š�µ�Œ���U�����o�}�Œ�•���‹�µ�����o�[���(�(�]�v�]�š� �����•�š��

���v���o�Ç�•� ���� �µ�v�]�‹�µ���u���v�š�� �•�µ�Œ�� �o���� �����•���� ���[�µ�v���� ���}�v�•�š���v�š���� ���[���•�•�}���]���š�]�}�v�� ���� �o���� �š���u�‰� �Œ���š�µ�Œ���� ������ �Œ� �(� �Œ���v������ �d0 
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(KT0). Les consta�v�š���•�� ���[���•�•�}���]���š�]�}�v�� �‰�}�µ�Œ�� �o���•�� ���µ�š�Œ���•�� �š���u�‰� �Œ���š�µ�Œ���•�� �•�}�v�š�� ���v�•�µ�]�š���� �����o���µ�o� ���•�� �‰���Œ��

�]�v�š� �P�Œ���š�]�}�v���v�µ�u� �Œ�]�‹�µ�����š�Œ���‰� �Ì�}�b�����o�����������o�[���Æ�‰�Œ���•�•�]�}�v���������s���v�[�š���,�}�(�(�U���•���o�}�v���&�Œ���]���µ�Œ�P���Œ160:  

�Ž�•�- �Í �ÕL���Ž�•�- �Í�, E ���Ã
�Í �Ô�?���Í�Ô�7�-

�6�Ë
�Ý
�Ü�@�5 �� �� �@

�' �Á�Å�Ô�7�-��

�:�Í�Ô�7�-�;�~
E ��

�' �Á�Å�Ô

�:�Í�Ô�;�~
�A (79) 

 

Quand toutes les enthalpies sont connues, la variation de capacités calorifiques associée à la 

complexation peut être estimée par :  

�' �%�LL ��
�� �' �Á
���Í

 (80) 

 

Enfin, en termes de précision des données, la déviation standard typique des chaleurs a été estimée 

à 0.2 µcal pour notre calorimètre ITC200. 

 
 



Résumé 
 
Ce travail de thèse a été consacré au développement de nouvelles méthodologies de 
caractérisation des affinités intermoléculaires par le biais de la calorimétrie de titration 
isotherme (ITC), après validation de systèmes modèles par l'intermédiaire des 
spectroscopies UV-visible, RMN et de l'électrophorèse capillaire. Nous avons en particulier 
montré que la mise en place et le couplage d'expériences non conventionnelles avec les 
protocoles classiques permettait d'améliorer la caractérisation calorimétrique, avec 
notamment une diminution parfois spectaculaire des incertitudes liées aux paramètres 
thermodynamiques. Ce potentiel de l'analyse globale d'expériences différenciées a été 
évalué sur un plan théorique, permettant ainsi la définition et l'optimisation des expériences 
�����u���š�š�Œ�������v���ˆ�µ�À�Œ�������v���(�}�v���š�]�}�v�����µ���š�Ç�‰�������������}�u�‰�o���Æ����� �š�µ���]� �X���>�–���Æ�‰�o�}�]�š���š�]�}�v�����Æ�‰� �Œ�]�u���v�š���o����������
ces stratégies a également permis l'étude de complexations problématiques sur le plan 
analytique, dans le cadre de complexes impliquant des molécules telles que les 
cyclodextrines ou l'albumine, et s'inscrivant dans des applications liés aux domaines de 
l'environnement et de la santé. Ainsi, nos stratégies ont levé les difficultés liées aux 
complexes athermiques, aux complexes de faibles affinités, aux équilibres multiples et aux 
faibles solubilités de l'un ou l'autre des partenaires de la complexation. Enfin, l'évaluation 
d'un nouveau modèle de traitement thermo-cinétique du thermogramme ITC a été réalisée, 
accroissant encore le potentiel de cette technique vis-à-vis de la caractérisation des 
interactions moléculaires. 
 
Mots clés : interactions moléculaires, développements analytiques, calorimétrie de titration 
isotherme, spectroscopie UV-visible et RMN, éléctrophorèse capillaire, cyclodextrines, 
albumine. 
 
Abstract 
 
This work was dedicated to the development of new isothermal titration calorimetry (ITC) 
methodologies for the characterization of intramolecula affinities, afetr validation of model 
systems via capillary electrophoresis, UV-visible and NMR spectroscopy. We have 
demonstrated that the coupling of unconventional experiments with conventional protocols 
generally improves the calorimetric characterization, with a dramatic decrease of the 
uncertainties on thermodynamic parameters. The potential of global analysis applied to 
differentiated experiments was evaluated on a theoretical level, allowing the definition of 
optimal experiments, depending on the type of studied complex. These strategiesalso 
enabled, on a experimental point of view, the study of complexations which cannot be 
analyzed by conventional approaches, in the case of complexes involving cyclodextrins or 
albumin. Indeed, our strategies overcomes the difficulties associated with athermic 
complexes, with complexes of low affinity, with multiple equilibria and with the low 
solubility of interacting partners. Fianlly, the evaluation of a new thermo-kinetic treatment 
of ITC thermograms has been achieved, further increasing the potential of this technique in 
the caracterization of molecular interactions. 
 
Keywords : molecular interactions, analytical developments, isothermal titration calorimetry, 
UV-visible and NMR spectroscopy, capillary electrophoresis, cyclodextrins, albumin. 


