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PREAMBULE 
 

Cette thèse s’inscrit dans le cadre d’une cotutelle entre l’Université de Yaoundé I (Cameroun) 

et l’Université du Maine (France) et fait partie du projet BIORAM intégré au réseau RMB 

(Réseau Matériaux Biologie). 

Elle développe un programme pluridisciplinaire transversal Chimie-Physique-Biologie, qui 

vise à démontrer la faisabilité d'une nouvelle méthode physico-chimique de détection de 

microorganismes pathogènes au moyen d'une double signature et pouvant devenir à terme un 

biocapteur. Une telle stratégie met à contribution de multiples intervenants de compétences 

diverses.  

Elle met donc à profit l’expertise de : 

• l’équipe de recherche de Jean François PILARD du laboratoire LCOM ( Laboratoire 

de chimie organique macromolécule) de l’Université du Maine (France) 

principalement dans la fonctionnalisation de surface et plus précisément la synthèse 

des polymères conducteurs, le dépôt de monocouche sur des substrats métalliques ; 

• l’équipe de recherche de Gérald Thouand du laboratoire CBAC (Capteurs Bactériens 

pour l’Analyse et le Contrôle),  GEPEA (Génie des Procédés, Environnement, 

Agroalimentaire)  6144, IUT de la Roche Sur Yon ; Université de Nantes (France) 

pour tout ce qui est microbiologie (cultures de bactéries, immobilisation des 

protéines, des anticorps et des bactéries) ; 

• l’équipe de Philippe Daniel du laboratoire de physique de l’Etat Condensé ; Université 

du Maine (France) pour l’aspect caractérisation de surface et contrôle 

d’immobilisation. 

Cette collaboration a conduit à l’obtention des résultats clairement décrits dans cette thèse, la 

rédaction de deux publications dont l’une déjà parue et bien d’autres à venir. Malgré les 

conditions financières limitées au cours de cette thèse, elle m’a permis d’acquérir  de 

nombreuses compétences en biologie, en chimie et en physique où je suis attachée temporaire 

d’enseignement et de recherche (ATER). Toujours dans le cadre ce travail, j’ai participé à 

plusieurs réunions d’avancement du projet, des séminaires, des présentations orales dans le 

cadre de l’école doctorale et la participation à une conférence internationale : International 

Conference Of Raman Spectroscopy (ICORS 2010, Boston, USA).  
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RESUME 
 

L’objectif de cette thèse est de synthétiser de nouvelles surfaces spécifiques nécessaires à 

l’immobilisation des biomolécules ; visant à développer à terme un biocapteur pour la 

détection de pathogènes en industrie agroalimentaire. Cette nouvelle procédure de 

fonctionnalisation de surface consiste d’une part à greffer des molécules organiques sur un 

substrat métallique à partir d’une réaction électrochimique et d’autre part  de synthétiser un 

monomère photopolymérisable sur tout type de surface. Ces  surfaces sont enfin utilisées pour 

immobiliser les biomolécules. Ce procédé ainsi développé  permet d’éliminer les multiples 

étapes, l’utilisation excessive de réactifs observés dans les protocoles classiques de 

fonctionnalisation de surface pour la capture de microorganismes. Deux stratégies de 

fonctionnalisation ont été investiguées : la polymérisation sur une plaque de platine et le dépôt 

de monocouche sur une surface d’or. La fonctionnalisation de surfaces ainsi que 

l’immobilisation de biomolécules ont été caractérisées par la spectroscopie Raman, la 

microbalance à cristal de quartz, la microscopie à force atomique (AFM) pour le premier et en 

plus la microscopie à fluorescence pour le second.  

Les résultats de la fonctionnalisation de surfaces par dépôt de polymère ont montré, une 

déstabilisation  du polymère en présence de l’eau. Afin d’optimiser la synthèse,  nous avons 

travaillé en milieu inerte, sous alumine activée. De plus, on note une large couverture de la 

zone spectrale des biomolécules par les signaux du polymère ; 

Pour le dépôt de monocouche, l’on a obtenu une surface très réactive, homogène. La 

diffusion Raman est la principale technique de caractérisation utilisée. Elle  présente 

l'avantage d'être une méthode de caractérisation physico-chimique non destructive et non 

invasive. Longtemps délaissée dans les sciences du vivant, cette méthode apparaît maintenant 

particulièrement prometteuse grâce à un développement récent de spectromètres intégrés 

performants.  

La diffusion Raman sur la monocouche déposée montre une intensité accrue des signaux 

par l’utilisation de la surface d’or et  un spectre plus dégagé conduisant à l’identification aisée 

des biomolécules après fixation. Elle permet non seulement d’identifier les bandes de 

vibrations de chaque groupement mais aussi la conformation des structures. 

Les résultats d’immobilisation ont montré que l’accroche des biomolécules sur les 

surfaces fonctionnalisées était spécifique.  
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La fonctionnalisation de surface d’or par dépôt de monocouche constitue finalement une 

technique très rapide à mettre en œuvre, peu coûteuse permettant d’ancrer efficacement les 

biomolécules et peut être  utilisée pour diverses applications. 

La synthèse du monomère photopolymérisable a été abordée et est en cours 

d’investigation. 

 

 

Mots clés: fonctionnalisation de surface, immobilisation de biomolécules, Raman, 

microbalance à cristal de quartz, biocapteurs.  
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ABSTRACT 
 

In food processing industry, detecting bacteria or viruses is crucial. Nowadays, it can be 

achieved with microbiological tests but, it requires several days. The objective of the project 

was to synthesize new specific surfaces capable of biomolecules immobilization in order to 

develop a biosensor for the detection of various pathogenics in food-processing industry. This 

new procedure of surface functionalisation consists on one hand in anchoring organic 

molecules on a metallic substrate by an electrochemical reaction and on the other hand to 

synthesize a photocrosslinkable monomer on every type of surface. These surfaces are finally 

used to immobilize biomolecules.  

Two strategies of surface functionalisation were investigated: the polymerization on a 

platinium surface and the deposition of monolayer on a gold surface. Both processes were 

characterized by spectroscopy Raman, Quartz Crystal Microbalance, Atomic Force 

Microscopy and Fluorescence Microscopy. 

The results of the functionalisation of surfaces by deposition of polymer showed a 

destabilization of the polymer in presence of water. To optimize the synthesis, we worked in 

sluggish middle, under activated alumina. Furthermore, we noted a wide coverage of the 

spectral zone of biomolecules by the signals of the polymer; 

For the monolayer deposition, we obtained a very reactive and homogeneous surface. The 

Raman spectroscopy was the main technique used to the characterization. It presented the 

advantage to be a non-destructive and non invasive physico-chemical method. This method 

seemed now particularly promising due to a recent development of successful integrated 

spectrometers.  

Raman Spectroscopy showed an enhanced intensity of the signals by the use of the gold 

surface and a more clear spectrum well-to-do identification of biomolecules after binding. It 

allowed not only the identification of the bands of vibrations of every connection but also the 

conformation of the structures. 

The results of the immobilization showed that the grafting of biomolecules on functionalised 

surfaces was specific and efficient.  

The functionalisation of gold surface by monolayer deposition constituted at the end an 

efficient and low cost technique allowing to anchor biomolecules and can be used for 

multitude applications. 
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The last step consisting of the synthesis of photocrosslinkable monomer was started and still 

investigated. 

 

 

Keywords: surface functionalisation, biomolecules immobilization, Raman, quartz 

crystal microbalance, biosensors. 
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Introduction générale 
 

La surveillance des maladies d'origine alimentaire et des flambées de mortalité dues à la 

contamination de la nourriture par des pathogènes constituent une priorité mondiale en terme 

d'efforts pour la santé par les pouvoirs publics et les industries agroalimentaires. Ces maladies 

infectieuses sont responsables de 40% des 50 millions de décès recensés chaque année dans le 

monde notamment en Afrique sub-saharienne. Il est donc nécessaire de trouver des techniques 

d’analyse efficaces, faciles à mettre en œuvre, très sensibles, spécifiques et permettant une 

détection rapide de ces pathogènes. 

De nombreuses techniques d’analyse biologiques et de contrôle des produits manufacturés ont 

aussi été découvertes et permettent d’assurer une détection des agents pathogènes 

responsables de ces infections. Parmi ces méthodes standard largement mises en œuvre, nous 

pouvons citer la PCR (Polymerase Chain Reaction), l’ADN branché, le NASBA (Nucleic  

Acid Strand Based Amplification), la LCR (Ligase Chain Reaction), le TMA (Transcription 

Mediated Amplification).  Ces méthodes permettent d’amplifier in vitro une région spécifique 

d’un acide nucléique donné afin d’en obtenir une quantité suffisante à détecter. Cependant, 

elles  sont lourdes à mettre en oeuvre, nécessitent un prétraitement de l’échantillon, un pré-

enrichissement du milieu, des équipements coûteux et une main d’œuvre hautement qualifiée. 

Les techniques alternatives comme les biocapteurs (qui allient un élément biologique sélectif 

(anticorps, enzyme, cellule…) à un transducteur) permettent de quantifier rapidement certains 

constituants des matrices alimentaires et jouent un rôle prépondérant dans le contrôle de la 

qualité des aliments. Leur caractère compact, leur grande spécificité, leur sensibilité et leur 

caractère portatif font d’eux l’une des meilleures alternatives aux techniques existantes. 

 

L’objectif général de cette thèse est de développer un biocapteur utilisable en industrie 

agroalimentaire pour le contrôle de la qualité des aliments. 

L’objectif spécifique consiste à développer une méthode physico-chimique alternative de 

détection des microorganismes impliquant une double signature : 

• capturer une bactérie sur une surface spécifique (que nous avons élaborée) greffée par 

un anticorps spécifique à cette bactérie ; 

• confirmer la capture par microbalance à cristal de quartz  et identifier la bactérie 

capturée par spectroscopie Raman. 
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Ce manuscrit de thèse est subdivisé en trois parties : 

La première partie synthétise essentiellement les aspects bibliographiques sur le sujet : la 

présentation générale des biocapteurs, la fonctionnalisation de surface impliquée dans la 

détection de microorganismes, les techniques de caractérisation Raman et microbalance à 

cristal de quartz. 

La deuxième partie présente les principaux résultats obtenus sur la fonctionnalisation de 

surface, principalement sur la synthèse des polymères conducteurs, la modification de la 

surface d’or, l’immobilisation des biomolécules sur ces surfaces,  les interactions entre les 

biomolécules et enfin la synthèse d’un monomère photopolymérisable.  

La troisième recense les différentes méthodologies de mise en œuvre des expériences, les 

caractéristiques des produits utilisés ainsi que les divers appareillages.  
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I- 1- Les biocapteurs 

 

I- 1-1-  Généralités sur les biocapteurs 

L’idée de biocapteur est née du besoin d’analyse en temps réel sans traitement préalable de 

l’échantillon et sans manipulation de produits dangereux [1]. Le marché et les applications 

des biocapteurs sont très larges. Ils concernent non seulement le domaine médical pour le 

diagnostic [2-4], mais aussi les analyses environnementales [5-9] et l’agroalimentaire [2, 8, 

10-17]. Le développement des biocapteurs a débuté dans les années 1960 avec l’introduction 

des premières électrodes à enzymes. Elles se sont étendues  dans les années 1980 par la 

commercialisation de biocapteurs ampérométriques pour la mesure du glucose et en 1990 

dans le domaine médical. Plus de 40 biocapteurs ont été commercialisés pour le diagnostic 

médical,  pour mesurer les  paramètres aussi divers que le taux de glucose, taux de cholestérol 

et certains analytes1 comme l’urée, les lactates [18]. Ces dernières années, le domaine des 

biocapteurs a connu un développement remarquable sous la pression de  plusieurs facteurs 

selon les domaines d’application: 

• le besoin en capteurs fiables (pharmacie); 

• rapidité de mesure (monitoring médical) ; 

• la généralisation de l’automatisation dans le génie des procédés; 

• la recherche du moindre coût dans le domaine de l’analyse biomédicale ou 

environnementale. L’utilisation des techniques de microélectronique dans le domaine 

des biocapteurs permet en particulier d’envisager des productions massives à faible 

coût. 

Pour le contrôle de la qualité des aliments et produits alimentaires, l’industrie agroalimentaire 

a de plus en plus besoin de techniques analytiques fiables et peu coûteuses. Ce besoin 

provient d’une part d’une demande des organismes de régulation mais aussi d’un plus grand 

intérêt porté par le consommateur à la fiabilité  des produits qu’il consomme. La contribution 

des techniques analytiques devient de plus en plus importante pour le contrôle des matières 

premières, la vérification du contenu des produits,  l’évaluation de leur fraîcheur et aussi la 

détection des contaminants. Plusieurs de ces techniques  reposent le plus souvent sur des 

approches conventionnelles de mise en culture et d’enrichissement préalable. Ceci conduit à 
                                                 
1 Analyte : constituant de l'échantillon devant être analysé 
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un procédé long, coûteux et ne permet pas une intervention rapide dans la chaîne alimentaire. 

Les techniques alternatives comme les biocapteurs qui allient un élément biologique sélectif  

(anticorps, enzyme …) à un transducteur permettent de quantifier rapidement certains 

constituants des matrices alimentaires et  jouent ainsi un rôle prépondérant dans le contrôle de 

la qualité des aliments. Leur caractère compact, leur grande spécificité, leur sensibilité et leur 

caractère portatif font d’eux une des meilleures alternatives aux techniques existantes. 

I-1-1- 1- Principe de fonctionnement des biocapteurs 

Un biocapteur est issu de l'association d'un élément biologique (enzyme, anticorps, antigène, 

fragment d’ADN, d’ARN, microorganisme) possédant une fonction de reconnaissance 

spécifique et un élément transducteur (électrode, microbalance à quartz, fibre optique) qui 

assure le transfert de l'événement biologique « reconnaissance de l'analyte » et la transforme 

en un signal exploitable (électrique ou lumineux). 

 
Figure 1: Schéma général d'un biocapteur 

 

La qualité du biorécepteur conditionne l’efficacité du dispositif en terme de sélectivité, 

sensibilité, répétabilité et reproductibilité. La couche bioreceptrice doit répondre à certains 

critères : une bonne conservation de l’immunoréactivité, une quantité importante de 

molécules immobilisées avec un faible taux de dénaturation et une bonne stabilité vis-à-vis 

des variations de pH, de force ionique [1]. 

Trois grands types de biomolécules sont généralement utilisés comme éléments de 

reconnaissance. On distingue : les enzymes, les immunoespèces (anticorps, antigènes), et les 

acides nucléiques. Dans le cas des biocapteurs enzymatiques, la mesure de l’analyte se fait par 

détection d’un produit de la réaction chimique provoquée par l’enzyme immobilisée, ou par 

détection d’une conséquence physique de cette réaction. Les biocapteurs basés sur des 

immunoespèces (immunocapteurs) détectent l’analyte par l’intermédiaire des modifications 

physiques de la couche sensible, modifications induites par la formation des complexes 

immuns (effets de géométrie, de masse, modification de propriétés électriques). Les 
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biocapteurs qui utilisent les fragments d’ADN exploitent l’appariement de deux monobrins 

d’oligonucléotides complémentaires. Avec un microréseau d’ADN, il est possible d’identifier 

la séquence d’un gène et de détecter des mutations génétiques.  

I-1-1-2-  Types de biorécepteurs et de transducteurs 

Il existe un grand nombre de biorécepteurs et de transducteurs dans la littérature. Le choix est 

fait en fonction de l’application finale du biocapteur et des contraintes du problème. La figure 

2 suivante représente les différents types de biorécepteurs et de transducteurs.  

 

Biocapteur

Biorecepteur transducteur

Anticorps

Enzyme

Phage

Anticorps

Enzyme

ADN

Cellule

Electrochimique

Piézoélectrique Magnetoelastique

Optique 

SPR Fibre Optique 

Raman , 
IRTF

Autres  

Basé sur masse 

Optique 

SPR Fibre Optique 

Raman , 
IRTF

Autres  

Basé sur masse 

MCQ  SAW  

Piézoélectrique Magnetoelastique

MCQ  SAW  

Ampérométrique

Potentiométrique

Impédimétrique

Conductiométrique

Biocapteur

Biorecepteur

Electrochimique

Ampérométrique

Potentiométrique

Impédimétrique

 
Figure 2: Familles de biorécepteurs et de transducteurs 

 

L’anticorps est choisi comme biorécepteur dans ce travail dans le but de détecter un agent 

pathogène et comme mode de transduction, nous avons choisi la diffusion Raman parce 

qu’elle est non destructive, non invasive et  permet d’analyser de très faibles quantités 

d’échantillons. La transduction piézoélectrique double la signature Raman par sa très haute 

sensibilité (mesure des masses de l’ordre du nanogramme). 

I-1-1-3- Types de biocapteurs selon le transducteur 

La nature du transducteur sert généralement de base pour la classification des différents 
biocapteurs. 
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I-1-1- 3-1- Transducteurs électrochimiques 

 Ils transforment l’effet d’une interaction électrochimique analyte-électrode en un signal 

primaire (signal porteur de l’information). De tels effets peuvent être stimulés électriquement 

ou résulter d’une interaction spontanée en condition de courant nul [19]. Dans cette catégorie, 

on distingue : les transducteurs ampérométriques, potentiométriques, impédimétriques et 

conductimétriques. 

I-1-1- 3-1-1- Biocapteurs ampérométriques 

Les biocapteurs ampérométriques mesurent le courant généré à un potentiel constant par une 

réaction de type oxydoréduction. Le facteur important pouvant influencer le fonctionnement 

du biocapteur ampérométrique est le transfert d’électrons entre la molécule catalytique et la 

surface de l’électrode [20]. Son  principe repose sur l’application d’un potentiel constant entre 

une électrode de travail et une électrode de référence. Le potentiel imposé promeut une 

réaction redox qui produit un courant ; la valeur de ce courant est proportionnelle à la 

concentration d’espèces électroactives présentes en solution. De nombreux biocapteurs 

ampérométriques sont basés sur la mesure de la consommation d’oxygène, ou la génération de 

peroxyde d’hydrogène. Les électrodes à H2O2 sont plus sensibles mais moins sélectives que 

les électrodes à O2 [19, 21]. Les biocapteurs ampérométriques sont rapides, plus sensibles, 

plus précis et plus justes que les biocapteurs potentiométriques [22]. 

Cependant, la sélectivité des biocapteurs ampérométriques est seulement gouvernée par le 

potentiel rédox des espèces électroactives présentes. En conséquence, le courant mesuré par 

l’instrument peut inclure la contribution de plusieurs espèces chimiques différentes[20, 21, 

23]. De plus, la spécificité du composant biologique peut être compromise par la sélectivité 

partielle de l’électrode. Cette absence de spécificité nécessite une préparation de l’échantillon, 

la séparation ou la compensation des signaux interfaciaux [20].  

I-1-1- 3-1-2- Biocapteurs potentiométriques 

 
Ils sont basés sur la mesure du potentiel d’une électrode de travail par rapport à une électrode 

de référence. Le composé biologique fixé est le plus souvent une enzyme mais peut également 

être une cellule entière [21]. La détermination des potentiels des électrodes permet de mesurer 

directement la concentration de l’analyte à doser. 
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Les biocapteurs potentiométriques ont l’avantage de disposer de temps de réponse très courts 

(entre 5 à 10 minutes). Leur fabrication est largement industrialisée et par conséquent est 

moins coûteuse. Le tableau I ci-dessous présente quelques biocapteurs potentiométriques 

destinés au contrôle environnemental. 

 

Tableau I: Exemples de biocapteurs potentiométriques appliqués dans le contrôle 
environnemental 

 

Transducteur Enzyme inhibée 
Produits détectés 

Limite de détection 
Références 

Capteur pH à FET2 

Electrode de pH 

modifiée 

Organophosphoré 

hydrolase(OPH) 

Organophosphorés 

Paraoxon : 1µM 

Dichlorvos : 1µM 

[24] 

 

[25] 

LAPS3 
Murine hybridoma 

clone (P6A7) 

Terbutylazine 

(TBA) : 1,5µg/l 
[26] 

LAPS E. coli WP2 Tryptophane : 0 - 12µM [27] 

Electrode de pH 
Acétylcholinestérase 

(AcChE) 
Dianizon : 0,2nM [28] 

Electrode de pH 

modifiée 

Butyrylcholinestérase, 

choline oxydase et 

peroxydase 

 

trichlorfon : 2.10-4 nM 
[29] 

I-1-1-3-1-3- Biocapteurs conductimétriques  

La conductimétrie est une technique électrochimique alternative à l’ampérométrie et à la 

potentiométrie [30]. Elle permet de mesurer les variations (consommation ou production) 

d’espèces chargées générées au cours des réactions enzymatiques. La conductance d’un corps 

est donnée par l’équation :  

G γ
λ
Α=  

γ (en S.cm-1) est la constante caractéristique d’un produit connu et est appelée la conductance 

ou conductivité spécifique;  

A/λ (en cm) la constante géométrique de la cellule. 
                                                 
2 FET : Transistor à Effet de champ (Field  Effect Transistor) 
3 LAPS : Light Adressable  Potentiometric  Sensors 
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Les biocapteurs conductimétriques sont utilisés dans le domaine biomédical pour la 

quantification du glucose dans le sang et l’urine par exemple. 

I-1-1-3-2- Les transducteurs optiques : biocapteurs optiques 

Les transducteurs optiques utilisent des technologies diverses basées sur des phénomènes 

optiques et sont le résultat d’interactions entre l’analyte avec le récepteur. Ce groupe peut être 

subdivisé selon le type de propriétés optiques utilisées dans les capteurs : 

• L’absorbance, mesurée dans un milieu transparent. 

• La réflectance, mesurée en milieu non transparent, utilisant généralement un  

indicateur immobilisé. 

• La luminescence, basée sur la mesure de l’intensité de la lumière émise au cours d’une   

réaction chimique dans le système récepteur. 

• L’indice de réfraction, mesuré comme le résultat d’un changement de composition 

d’une  solution. Il peut y avoir aussi un effet de résonance de plasmons de surface. 

• L’effet optothermique, basé sur la mesure d’un effet thermique causé par l’absorption 

de la lumière. 

•  La diffusion de la lumière, basée sur des effets causés par des particules de taille 

définie présentes dans l’échantillon. 

L’application de ces phénomènes à des capteurs est rendue possible grâce à l’utilisation de 

fibres optiques dans diverses configurations. Ces dispositifs sont appelés optodes ou 

optrodes4[19]. 

I-1-1-3-3- Transducteurs gravimétriques 

Dans ce type de transducteurs, les capteurs sensibles à la masse transforment les variations de 

masse d’une surface spécialement modifiée en un changement de propriété du matériau 

support. La variation de masse est causée par une accumulation d’analyte. 

I-1-1-3-3- 1- Biocapteurs piézoélectriques 

Les dispositifs piézoélectriques mesurent une variation de fréquence d'un oscillateur à quartz, 

causée par l’accrochage d’une quantité d’analyte sur l’oscillateur. Ils peuvent être utilisés 

autant en solution qu’en phase gazeuse. La vibration des cristaux piézoélectriques produit un 

                                                 
4Optode : capteur optique qui mesure la concentration d’une substance spécifique par  usage d’un transducteur chimique. 
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champ électrique oscillant dans lequel la fréquence de résonance du cristal dépend de sa 

nature chimique, de sa taille, de sa forme et de sa masse. En plaçant le cristal dans un circuit 

oscillant de mesure, la fréquence peut être mesurée en fonction de la masse. Lorsque la 

variation de masse ∆m est très faible par rapport à la masse totale du cristal, la variation de 

fréquence ∆f est liée à ∆m par la relation : 

2
0f =  cf

m

A

∆∆
 

 f0 est la fréquence de vibration du cristal dans le circuit, 

A la surface d’un cristal de quartz, 

c la constante obtenue à partir du matériau du cristal et son épaisseur. 

Les cristaux piézoélectriques, parfois appelés microbalances à cristal de quartz, sont 

typiquement constitués d’un cristal de quartz  et fonctionnent à des fréquences entre 1 et 10 

MHz. Ces instruments peuvent être utilisés pour des liquides, avec une limite de 

détermination des fréquences de l’ordre de 0,1 Hz ; la limite de détection de masse liée à la 

surface de l’électrode est de l’ordre de 10–10 à 10–11 g.  

Les biocapteurs piézoélectriques apportent une réponse rapide mais leurs inconvénients 

résident dans la fixation de composés non spécifiques [21].  

I-1-1-3-3- 2- Biocapteurs acoustiques 

 
Les dispositifs à ondes acoustiques de surface utilisent la modification de la vitesse de 

propagation d’une onde acoustique, affectée par le dépôt d’une masse définie d’analyte. Les 

biocapteurs basés sur une transduction acoustique sont surtout utilisés pour la détection de 

micro-organismes tels qu’Escherichia coli. D’autres exemples d’applications concernent la 

détection d’organismes génétiquement modifiés [19].  

Le tableau II ci- dessous présente les avantages et les inconvénients des différents types de 

biocapteurs [31]. 
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Tableau II: Avantages et inconvénients des différents types de biocapteurs 

 
Transduction Avantages Inconvénients Applications 

 

Electrode 

sensible aux 

ions 

- simple 

- fiable 

- réponse lente 

-  nécessité d’une électrode 

de référence stable 

glutamate, urée, 

nitrites, acides 

aminés, pénicilline, 

cholestérol… 

 

Electrode à 

oxygène 

- simple 

-  très spécifique 
- faible sensibilité 

glucose, sulfites, 

glutamate, éthanol, 

sucrose, lactate, 

cholestérol… 

Electrode à 

peroxyde 

d’hydrogène 

- simple 

- très sensible 
- peu spécifique 

sulfites, glucose, 

glutamate,  acides 

aminés 

Systèmes 

optiques 

 

- utilisation à distance 

-  faibles coûts 

- miniaturisables 

- pas d’interférence 

électrique 

-  nécessité des sources de 

haute énergie 

-  gamme de concentration 

étroite 

- interférence de la lumière 

incidente. 

acétaldéhyde, 

nitrate, glucose, 

glycérol, éthanol, 

galactose… 

Piézoélectrique 

 

- réponse rapide 

-  simple 

- faible coût 

- peu de manipulation 

de liquide 

 

- faible sensibilité dans les 

applications sur liquide 

- fixation non 

spécifique 

glucose, atrazine, 

bactéries, toxines 

microbiennes 

Calorimétrie 

- universalité 

- pas d’interférence 

optique comme la 

couleur et la turbidité. 

- coûteux, 

- encombrant 

- nécessité d’importantes 

quantités d’enzyme 

glucose, lactate, 

acide ascorbique, 

triglycérides, 

cholestérol, 

galactose, éthanol, 

lipides. 
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Nous venons de faire ainsi une étude comparative des types de biocapteurs. Celle-ci nous a 

permis de comprendre le principe de fonctionnement, de recenser les  avantages et 

inconvénients des uns et des autres et nous permet d’avoir une orientation préalable de la 

méthodologie à adopter pour la proposition d’une méthode alternative de détection de 

pathogènes.   

I-1-2- Immobilisation du biorécepteur 

Plusieurs techniques d’immobilisation mènent à ce procédé et le choix dépend de 

l’application et aussi des contraintes. Le tableau III ci-dessous regroupe les principaux 

éléments biologiques utilisés en tant que système de reconnaissance et  les techniques 

d’immobilisation associées [32]. 

 

Tableau III: Eléments biologiques et techniques d'immobilisation associées  

Eléments biologiques Techniques d’immobilisation 

sur le biorécepteur 

Enzyme  

• Adsorption physique 

• Greffage covalent 

• Confinement 

• Polymérisation 

• Inclusion 

 

Anticorps 

Peptide 

Micro-organismes 

Tissus 

Lipides 

Acides nucléiques 

 

Les techniques d’immobilisation utilisées pour accrocher les bioéléments sur le biorécepteur 

peuvent être classées selon le mode de fixation en deux catégories : le mode de fixation direct 

(ne faisant pas intervenir une couche d’accroche intermédiaire  entre le substrat et l’élément 

biologique) et le mode indirect.  

I-1-2- 1- Fixation directe 

I-1-2- 1- 1- Adsorption physique 

L'adsorption est un phénomène physique de fixation de molécules sur la surface d'un solide. 

La fixation provient de l'établissement de trois phénomènes entre le solide et les molécules :  
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• Les forces de dispersion (Van der Waals)  

• Les forces polaires résultant de la présence de champs électriques dans les micropores. 

• Les liaisons hydrogènes dues aux groupements hydroxyles ou amines. 

Ce processus d’adsorption physique consiste à mettre la zone sensible du capteur en contact 

avec l’élément biologique à détecter pendant quelques instants, de rincer et de sécher[32]. 

Cette technique est peu dénaturante pour les biomolécules. De plus, la limite basse de la 

sensibilité du capteur va se trouver nettement améliorée puisqu’il n’existe aucun type de 

membrane ou de barrière entre le détecteur et le milieu à analyser [33]. La régénération du 

capteur et le dépôt d’une nouvelle couche sont facilités.  En revanche, cette méthode présente 

l’inconvénient d’être basée sur des processus réversibles. La désorption peut surgir durant la 

phase de mesure et la faible quantité de produit fixé au substrat  diminue fortement la limite 

de détection [32, 33]. Cette méthode peut s’avérer très coûteuse étant donnée la grande 

quantité de produit nécessaire pour obtenir le seuil de détection minimum. 

Un autre inconvénient important de ce type de dépôt est le manque de reproductibilité [33, 

34]. Pour limiter les phénomènes de désorption et pouvoir mieux contrôler les quantités 

fixées, il est possible d’établir des liaisons d’énergie beaucoup plus forte que celles entrant en 

jeu lors de l’adsorption physique.  

I-1-2- 1- 2- Confinement 

Il est également envisageable de conserver l’élément sensible près de la surface du capteur 

sans toutefois le lier physiquement à cette même surface. Il s’agit de la technique de 

confinement. Dans ce cas, le biorécepteur, qui va rester libre en solution à l’intérieur d’un 

compartiment fermé par une membrane sélective et semi-perméable, conserve une activité 

maximale. Cette technique, bien qu’offrant en théorie d’excellents résultats est très peu 

utilisée du fait de la complexité et du coût de sa mise en œuvre.  

I-1-2- 1- 3- Technique de Langmuir-Blodgett 

Cette technique consiste à emprisonner le biorécepteur entre deux monocouches de composés 

amphiphiles (composés possédant à la fois des groupes hydrophiles et des groupes  

hydrophobes)  grâce à des forces électrostatiques.       
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La littérature [35, 36] décrit clairement la procédure de mise en œuvre de cette technique. En 

raison du phénomène de capillarité5, le film se fixe sur le substrat avec une bonne adhérence 

et constitue une structure mono-moléculaire pratiquement exempte de défauts. En procédant à 

plusieurs passages, il est possible d'empiler ainsi plusieurs dizaines de monocouches (la limite 

possible est dépendante du type de molécule).  Cette technique présente l’avantage de créer 

des interfaces adaptées aux capteurs de gaz [35, 36].  

Ses principaux atouts sont :  

• l’organisation des couches au niveau moléculaire, 

• la fabrication de la couche sensible en une seule étape, 

• des temps de réponse très courts du fait de la très fine épaisseur de la membrane, 

• enfin, un des grands avantages pour les biocapteurs concerne l’inclusion d’éléments 

biologiques. Dans ce cas, la structure des films obtenus est très proche de celle d’une 

membrane biologique [37].  

En revanche, cette technique nécessite un appareillage très spécifique et un savoir faire du 

point de vue chimique très important. De plus, la stabilité de l’édifice moléculaire reste 

médiocre en solution. 

 

 
Figure 3: Réalisation du dépôt de couche de Langmuir - Blodgett 

I-1-2- 1- 4- Liaisons covalentes 

Un autre  mode de fixation sur une surface est la création de liaisons covalentes entre le 

substrat et la particule à immobiliser. Le couplage covalent se fait généralement avec un 

support fonctionnalisé insoluble dans l’eau. Lorsque cette technique est utilisée avec un 

                                                 
5 Capillarité : étude des interfaces entre un liquide et une surface , un liquide et l’air ou entre deux liquides non miscibles. Elle est connue par l’effet d’un 

liquide à forte tension superficielle remontant contre la gravité  dans un tube très fin (tube capillaire). La tension superficielle est proportionnelle à la force de 

cohésion intermoléculaire du liquide concerné. Plus les molécules du liquide ont une cohésion forte, plus le liquide est susceptible d'être transporté par 

capillarité.  
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élément biologique, la réaction ne doit pas impliquer les sites essentiels à l’activité biologique 

de la molécule. 

De façon générale, l’attachement covalent d’une entité biologique (enzyme, anticorps, 

protéine…) à la surface d’un capteur se fait en deux étapes. La première étape consiste en 

l’activation de la surface inerte du capteur, afin de lui donner une réactivité chimique. La 

seconde étape nécessite de lier le biorécepteur à cette surface chimiquement activée. La nature 

exacte des réactions chimiques impliquées dépend fortement du type de surface choisi. Le 

tableau IV ci-dessous présente quelques exemples de capteurs réalisés par le biais de la 

fixation covalente de récepteurs chimiques ou biologiques [32].  

 

Tableau IV: Quelques exemples d'applications de greffage covalent 
 

Récepteur immobilisé Agent de fixation Surface 
Eléments 
détectés 

Ref 

Acide dicarboxylique 
AE6 

Chlorure de p-toluène 
sulfonyle 

Si/SiO2 Fer [38] 

Chaînes aromatiques 
Réactif de grignard, 
espèces lithium aryl 

Si 
NOX, SOX, 
CO,  NH3 

[39] 

Oligonucléotides 
Epoxysilane, 3-amino-  
propyltriethoxysilane 

Si/SiO2 ADN [40-51] 

Anticorps Ethoxysilane, alkylthiols SiO2, Au 
Antigènes 
associés 

[52-59] 

Uréase Carbodiimide Si/SiO2 Urée [60, 61] 

Pénicillinase Carbodiimide 
Non 

spécifié 
Pénicilline [32] 

Laccase ABTS6 (sel d’ammonium) Pt 
p- phényl- 
diamine 

p-aminophénol 
[62] 

Glucose oxydase MES7 (acide sulfonique) 
In2O3 
SnO2 

Glucose [32] 

Acétylcholinestérase 
Organophosphate 

hydrolase 

Amine silanisation, 
sulfurhydryl-silanisation 

SiO2 
Organo- 

phosphate 
[63-66] 

 

                                                 
6 ABTS : sel d’ammonium de l’acide 2,2’-azinobis-(3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique.   Ce composé est utilisé pour tester l’activité antioxydante d’un 

produit. L’activité antioxydante totale d’une molécule est déduite de sa capacité à inhiber le radical ABTS•+, obtenu à partir de l’ABTS (sel d’ammonium de 

l’acide 2,2’-azinobis-(3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique).  

7 MES : 2- acide sulfonique de l'éthane (4-Morpholino)  
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Cette technique peut être utilisée pour le greffage de récepteurs très variés sur des substrats 

tout aussi variés. La tendance générale laisse apparaître une méthode modifiée originale à la 

création de liaisons covalentes entre l’élément et le substrat. De plus en plus souvent, une 

couche intermédiaire est insérée. Cette technique d’immobilisation par liaison covalente est 

celle ciblée par nos travaux. En effet, au cours du processus, notre molécule d’ancrage doit 

être solidement liée au substrat si bien qu’il n’est pas possible par simple processus de lavage 

et/ou de désorption de les séparer. Ce processus  doit utiliser en plus  une molécule facilement 

et rapidement synthétisable, très réactive, nécessitant de faible coût de réactifs. Ce qui nous 

permet de gagner en temps et en coût de fabrication contrairement au processus classique  

d’immobilisation utilisant les SAM (Self Monoassembled Layer). Notre processus 

d’immobilisation sera revu et détaillé dans la partie expérimentale.  

I-1-2- 2- Fixation indirecte  

Il s’agit de lier le biorécepteur sur une surface via une couche de composé intermédiaire. 

L’utilisation des polymères  est de plus en plus courante dans des domaines tels que la 

médecine où ils sont utilisés dans certains procédés chirurgicaux notamment oculaires, 

comme implants artificiels, prothèses ou bien dans les systèmes de distribution automatique 

de médicaments. Dans le domaine des biotechnologies, les polymères servent déjà 

couramment de support pour l’immobilisation des biorécepteurs classiques : protéines, 

anticorps, oligonucléotides… Les polymères sont sélectionnés suivant différents critères tels 

que leur résistance mécanique, leur dégradabilité, leur perméabilité, leur solubilité ou encore 

leur transparence. Et, dans tous les cas, il est nécessaire d’optimiser leurs propriétés 

surfaciques et volumiques. L’avantage des polymères par rapport aux autres matériaux 

comme les métaux ou les céramiques, est de pouvoir modifier leur composition pour obtenir 

une plus grande variété de structures et de propriétés.   

Les polymères envisagés dans le cadre de cette thèse sont conducteurs,  présentent l’avantage 

que le matériel biologique immobilisé peut être décroché électrochimiquement par application 

d’un potentiel cathodique. Ce qui constitue un réel avantage économique car le même substrat 

peut être utilisé pour détecter plusieurs types d’agents pathogènes. L’étude des polymères 

conducteurs et de leurs intérêts dans les biocapteurs sera détaillée au paragraphe I-3.  
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I-1-3- Domaines typiques d’applications des biocapteurs 

Le but de notre travail étant de développer une méthode alternative de détection de 

microorganismes pathogènes présents dans l’agroalimentaire, nous avons dans un premier 

temps fait l’état des lieux de ce qui existe déjà  sur le marché afin d’y apporter une valeur 

ajoutée par la méthode alternative (plus précisément une nouvelle surface spécifique et une 

méthode de caractérisation qui raccourcissent  le procédé d’analyse) que nous développerons.  

Le tableau V ci-dessous  recense quelques domaines d’applications des biocapteurs et leurs 

usages.   

Tableau V: Domaines d'applications des biocapteurs 
 

Domaine 

d’application 
Types de biocapteur Utilisation 

 

Agroalimentaire 

 

 

optique 

 

 

 

-  quantification des divers acides 

carboxyliques comme l’acide ascorbique 

(dans les jus de fruits) et l’acide citrique 

(fruits, jus de fruits, boissons pour sportifs) 

[21] 

- l’évaluation du taux d’antioxydant ( les 

polyphénols) dans l’huile d’olive, le vin et le 

thé vert [67] 

- détection des contaminants (pathogènes, 

pesticides, microorganismes et toxine) 

 [2, 8, 10-17]; 

- détection de sulfaméthazine dans le lait et 

dans des échantillons de bile de porc, en 

utilisant un seuil déterminé de 0,4 µg/ml ; 

 

Station d’épuration 

 

 

 

ampérométrique 

 

- mesure  des métaux lourds (Cr, Mn, Mo) 

 [8, 9] 

- mesure de polluants organiques (cyanure 

d’éthyl-n-dimethylphosphoramide, 

phosphonofluorure d’isopropylmethyle, 
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 phosphonofluorure de picacolyméthyle), 

- détection de carbamate8(carbofuran : 

0,01nM) [5-7, 68]; 

- mesure de pesticides organophosphorés de 

concentration de l’ordre de 10-12 mol /l [11] 

 

Santé 

 

 

ampérométrique 

 

- estimation du glucose, urée [69], 

cholestérol, glutamate[2-4]; 

- concentration du lactate  dans le sang des 

athlètes pour prévenir la fatigue musculaire et 

les crampes [16] ; 

- détection de l’éthanol dans le souffle, la 

salive et le sang humain [16] ; 

- permet d’étudier l’effet des pesticides sur 

les paramètres cytogénétiques et 

biochimiques des souris et leurs embryons 

[70] ; 

- détection des pathogènes à l’exemple du 

Mycobacterium tuberculosis, Vibrio 

cholerae, Treponema pallidium ; salmonella 

[71] ; 

- traitement de la maladie d’Alzheimer [72] 

 

Environnement 

 

potentiométrique 

-  détection du trichlorfon9(2.10-4nM)[69] 

- détection des composés organophosphorés 

(toxiques)[5-7, 17, 22, 25, 28] 

                                                 
8Carbamate : Les carbamates ou uréthanes sont une famille de composés organiques porteur d'une fonction R-HN-(C=O)O-R'. Il s'agit des esters 

substitués de l'acide carbamique ou d'un amide substitué. 
9Trichlorfon : 2,2,2-Trichloro-1-hydroxyéthylphosphonate de diméthyle : une substance active ou une préparation phytopharmaceutique ayant la propriété 

de tuer les acariens.  
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ampérométrique 

- détection des composés phénoliques : 

phénols, catéchols10, guaiacols11 et crésols 12 

[73, 74] 

- détection de l’atrazine (5µM)[75] 

 

 

La miniaturisation et l’automatisation sont une nécessité permettant une diminution des temps 

d’analyse. 

 

Pour de nouvelles applications, il convient de produire des supports de plus grande qualité 

permettant l’immobilisation d’une grande variété de sondes.  Dans les parties suivantes,  nous 

ferons le point sur les types de supports utilisés dans la littérature pour immobiliser les 

biomolécules et nous nous attarderons enfin sur les supports élaborés au cours de  cette thèse 

pour une capture encore plus rapide, plus sensible et spécifique des microorganismes. 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                                 
10 Catéchol : Le catéchol  est un noyau benzène avec deux groupements hydroxyles substitués adjacents 
11Guaiacol : Le guaiacol est un composé organique aromatique naturel retrouvé aussi dans la créosote de bois (présent dans la fumée de bois car produit 

de la combustion de la lignine). Cette substance peut provoquer les troubles neurologiques, l’acuité visuelle, le cancer et les troubles de reproduction chez 

l’homme.   
12 Crésol : Le crésol est un mélange des trois isomères du méthylphénol (CH3-C6H4OH) en position ortho-, méta- et para-, qui sont tous d'odeur 

désagréable, mais moins toxiques que le phénol ordinaire. 
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I-2- La fonctionnalisation de surfaces 

 

La fonctionnalisation des surfaces a  fait depuis longtemps partie des procédés industriels de 

fabrication d'objets divers, que ce soit pour des raisons cosmétiques ou pour lutter contre la 

corrosion des métaux. De plus en plus, de nouvelles fonctions sont ajoutées aux surfaces des 

objets, et de nouveaux procédés sont mis au point pour assurer des fonctions déjà existantes, 

en réponse aux enjeux économiques ou environnementaux. Les procédés de traitement ou de 

« fonctionnalisation » des surfaces sont extrêmement variés, faisant intervenir des domaines 

technologiques tels que :  

• Produire des groupes fonctionnels spécifiques à la surface pour des interactions 

spécifiques avec d’autres groupes fonctionnels (molécules, peptides, protéines, 

cellules) ;  

• Augmenter l’énergie de surface ; 

• Augmenter l’hydrophobicité ou l’hydrophilicité ; 

• Rendre la surface plus inerte chimiquement ; 

• Induire une réticulation de surface ; 

• Nettoyer la surface de contaminants ; 

• Modifier la morphologie de la surface – augmenter ou diminuer la cristallinité et la 

rugosité de la surface ; 

• Augmenter la conductivité électrique en surface ; 

• Diminuer le coefficient de frottement ; 

• Rendre les surfaces imperméables aux gaz et aux liquides ; 

• Augmenter la mouillabilité pour permettre l’impression (« dyeability » ou « 

printability »). 

 

Les fonctions recherchées ont, par exemple, des propriétés données de réflectivité optique, 

d'anticorrosion, bactéricides, d'auto-nettoyage, d’adhésion, de mouillage, de frottement, de 

sensibilité à des espèces chimiques données. Nous nous intéresserons dans cette partie au cas 

du traitement de surfaces par greffage de fonctions moléculaires sur des substrats spécifiques 

conduisant à terme à la détection efficace et rapide  d’un analyte cible.  
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I-2-1- Fonctionnalisation de surfaces pour l’immobilisation des 

biomolécules 

La fonctionnalisation permet de créer à la surface du support des fonctions chimiques 

réactives, c'est-à-dire des fonctions permettant la fixation par liaison covalente d’une 

molécule biologique. L'immobilisation de biomolécules peut être définie comme toute  

technique qui limite la migration libre de ces biomolécules [76]. 

L'immobilisation de protéines, et en particulier d'enzymes, sur des supports solides, est à 

l'origine d'un grand nombre d'applications. Leur immobilisation sur support solide permet 

généralement d'augmenter leur stabilité au cours du temps. Le développement de capteurs 

demande initialement la mise au point de supports fonctionnalisés pour divers types de 

biomolécules (anticorps, enzymes, ADN). 

La notion d'inertie chimique et le faible coût constituent les qualités primordiales recherchées 

pour les matériaux constituant les supports. D’où l’intérêt de fonctionnaliser les surfaces de 

manière covalente, utilisant des molécules très réactives, facilement et rapidement 

synthétisables.  Opération qui permet de gagner un temps énorme par rapport au protocole 

traditionnel d’immobilisation de biomolécules. Plusieurs techniques existent pour 

fonctionnaliser un support et sont citées ci-après.  

I -2-1- 1- Fonctionnalisation par le groupement Azlactone 

Plusieurs travaux dans la littérature décrivent très clairement la fonctionnalisation d’un 

support par copolymérisation du vinyldimethylazlactone et du methylènebisacrylamide.  Le 

cycle azlactone positionné en surface permet d’immobiliser toute espèce nucléophile, par 

exemple des espèces possédant les  fonctions amines [77-79]. Ainsi la fonctionnalisation  du 

polypropylène (PP) avec du 2-vinyl-4,4-dimethylazlactone (VDM) a été réalisée dans le but 

d’immobiliser la séricine, une protéine contenue dans la soie [79]. Dans la littérature [77], 

l’azlactone est également utilisé pour immobiliser une enzyme comme la Penicilline G 

Acylase. Les interactions entre le support et l’enzyme dans ce cas sont de  type liaison 

hydrogène et interaction hydrophobe entre les deux entités. L’auteur de la  littérature [78] 

utilise le support fonctionnalisé à l’azlactone pour immobiliser les protéines A et G. 
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Figure 4: Fonctionnalisation du polypropylène par le 2-vinyl-4,4-dimethylazlactone 

 

I -2-1-2- Fonctionnalisation par les Self Mono-Assembled layer 
(SAM)  

I-2-1-2-1-  Fonctionnalisation par le SAM d’acide mercapto-

undécanoïque 

Les SAM constituent une voie d’organisation de molécules biologiques à la surface d’un 

métal noble en utilisant des monocouches de longues chaînes de molécules organiques 

possédant des fonctionnalités diverses (-SH, -COOH, -NH2). L’immobilisation des 

biomolécules à travers les SAM a déjà fait ses preuves d’efficacité dans plusieurs travaux 

récents dans la littérature.  Les SAM sont connus pour former des liaisons stables dans le 

temps avec des thiols sur une surface d’or et  pour leur reproductibilité [80].  

Figure 5: Fonctionnalisation de l'or par le SAM de l'acide 11-mercaptoundécanoïque[80] 

 

Cette technique permet une flexibilité13 remarquable avec le respect de la fonctionnalité 

terminale, une bonne orientation du bioélément et limite des interactions non spécifiques [80]. 

Le cas présent du SAM a une extrémité terminale en groupement succinimide qui est connu 

                                                 
13 Flexibilité : La facilité avec laquelle un système ou composant peut-être modifié pour une utilisation dans des applications ou environnements autres que 

ceux pour lesquels il a été spécifiquement conçu.  
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comme un bon groupement partant. La présence d’un nucléophile substitue très rapidement ce 

groupement. Les systèmes SAM peuvent être réutilisés et trouvent également des applications 

dans les dispositifs de type fluidique [80]. En revanche, la formation de SAM nécessite 

plusieurs types de réactifs, plusieurs étapes de préparation et donc des temps de réactions 

importants.  

I-2-1-2-2- SAM du mélange d’acide 11-mercaptoundécanoique 

et 6-mercaptohexanol 

Ce protocole est explicité dans la littérature [81-84] et conduit à l’immobilisation de la 

protéine A sur le SAM formé. L’utilisation du N-hydroxysuccinimide(NHS) et du N′-ethyl-N-

(3-dimethylaminopropyl)carbodiimidehydrochlorure(EDC) permet d’estérifier les fonctions 

acides carboxyliques de l’acide 11-mercaptoundécanoïque. Cette fonctionnalisation avec 

l’acide et l’alcool possédant des longueurs de la chaîne carbonée différentes permet d’éviter 

les effets stériques lors de la fixation du groupement N-chlorosuccinimide et aussi lors de 

l’immobilisation du bioélément.  

Figure 6: Fonctionnalisation de l'or par le SAM du mélange acide 11-mercaptoundécanoïque et le 6-
mercaptohexanol 

I -2-1-2-3-  Fonctionnalisation par les Self Mono-Assembled layer 

(SAM) de l’acide 16-mercapto-6-decanoïque (16-MHA) complexé 

par un métal 

Cette fonctionnalisation est utilisée dans la littérature [85] pour immobiliser efficacement un 

anticorps. Ici, le SAM est préparé à partir d’un mélange de thiols mixtes d’acide 16-mercapto-

6-decanoïque (16-MHA) et du 1-undecanethiol de rapport molaire (1 :20). Le substrat utilisé 

est une  plaque d’or. Les fonctions acides carboxyliques du 16-MHA ont été complexées par 
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le zinc (Zn) en exposant le substrat fonctionnalisé  à la solution éthylique de Zn(NO3)2·6H2O.  

Cette fonctionnalisation est particulièrement adaptée pour une détection de la cible avec la 

technique de résonance des plasmons de surface (SPR) et est inspirée de celle utilisée pour 

l’immobilisation des anticorps sur des supports chromatographiques en utilisant des ions 

métalliques [86, 87]. Les ions métalliques induisent  l’orientation des anticorps et préservent 

leurs propriétés de reconnaissance biologique [85].  En revanche, le problème qui se pose 

pour les autres SAM se pose également ici en terme de perte de temps de conception.  

 
Figure 7: Fonctionnalisation de l'or par le  SAM de l'acide 16-mercaptohexadécanoïque  

complexé par le Zn 

 

I -2-1-3- Fonctionnalisation par les hydrogels (dextran) 

Toujours pour orienter l’anticorps en surface, le dextran peut aussi être utilisé pour 

fonctionnaliser le substrat. Le dextran est un polysaccharide (composé de molécules de 

dextrose) de  poids moléculaire très élevé. Comme dans le cas des SAM, la littérature [80] 

décrit le mode opératoire de cette fonctionnalisation.  

 
Figure 8: Fonctionnalisation du support par un hydrogel: carboxymethyldextran 
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L’orientation de l’anticorps pour la détection d’une cible spécifique exige que les sites de 

reconnaissance de la cible soient disponibles après la fixation de l’anticorps (ceci est détaillé 

au chapitre II sur l’immobilisation des biomolécules), ce qui oblige à choisir un processus qui 

permet à l’anticorps de se fixer sur la surface fonctionnalisée à travers son fragment Fc 

(Fragment cristallisable).  La bonne orientation, comme illustrée à la figure 7, correspond à un 

positionnement en Y sur les fonctionnalisations. La fonctionnalisation de surface au dextran 

permet d’immobiliser une bonne partie de l’anticorps dans la bonne orientation et on note une 

augmentation de la concentration du bioélément à la surface [80]. Cependant, les molécules 

de bioélément sont orientées au hasard et beaucoup d’entre elles  peuvent « dysfonctionner » à 

cause des effets stériques. La mauvaise orientation peut résulter du fait que les chaînes de 

l’anticorps, étant constituées d’acides aminés ; et l’immobilisation de  l’anticorps sur la 

surface fonctionnalisée se faisant par réaction chimique entre une fonction amine de 

l’anticorps et le groupement carboxyle de la surface fonctionnalisée ;  tout groupement amine 

de l’anticorps pourrait amorcer cette réaction. La polarité de la surface fonctionnalisée 

(molécule de dextrose) peut également induire l’adsorption de l’anticorps sur la surface. 

I-2-1-4- Fonctionnalisation par un polymère contenant des unités 
sucres sulfonés 

La procédure de cette  fonctionnalisation est décrite dans la littérature [88]. Elle consiste à 

synthétiser les « brosses polymériques » (assemblage de polymères dont l’une  des extrémités 

est reliée à une surface) dans le but de contrôler in vitro les problèmes de coagulation 

sanguine. D’autres travaux similaires utilisent cette procédure pour immobiliser un anticorps 

[89] et l’ARNase avec une reproductibilité d’immobilisation de l’enzyme 30 fois supérieure à 

celle observée avec les SAMs [90]. L’avantage d’utiliser ce type de fonctionnalisation est  la 

possibilité de contrôler la quantité de polymère déposé, l’épaisseur de la couche  et la 

structure (blocs de copolymères par exemple). De plus, elle présente l’avantage par rapport 

aux SAMs d’offrir des niveaux de fonctionnalité élevés, un revêtement plus important et 

possède une structure facile à modifier et à fonctionnaliser [88].  Cette synthèse consiste en 

l’estérification du ω-undecylenol par le bromure de 2-bromoisobutyle suivie une 

hydrosilylation à partir du trichlorosilane et du catalyseur de Karstedt. La figure 9 illustre le 

mécanisme de cette fonctionnalisation. 
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Figure 9: Fonctionnalisation du Si par un polymère porteur de glucofurasose 

 

I -2-1-5- Fonctionnalisation par les molécules d’ester maléïmide et 
succinimide 

La littérature [91] illustre le protocole de cette fonctionnalisation. Celle-ci  présente une 

alternative de fonctionnalisation de la surface d’or par un linker de maléïmide. Cette 

fonctionnalisation a permis d’immobiliser une chaîne du  fragment variable d’un anticorps 

humain d’extrémité C-cystéine terminale. L’avantage de cette fonctionnalisation est qu’elle ne 

procède que par deux étapes et est ainsi plus rapide que la fonctionnalisation par les SAMs.  

 
Figure 10: Fonctionnalisation de l'or par l'ester N-maléoylsuccinimidyl 
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I -2-1-6- Fonctionnalisation de particules magnétiques par le dextran 

Un anticorps peut également être retenu sur une surface par des forces électromagnétiques 

[92]. Ici, les particules magnétiques sont utilisées comme support solide pour détecter une 

combinaison de protéines de choc thermique14 et les anticorps. Ces particules magnétiques 

peuvent être associées au dextran pour immobiliser les biomolécules et dans ce cas, 

l’association entre la biomolécule et le substrat se fera par réaction chimique. Il n’y a pas de 

lien covalent dans le cas d’immobilisation par les particules magnétiques ; et par conséquent, 

le capteur peut être réutilisé. De plus, les propriétés magnétiques de ces particules sont stables 

dans le temps car elles ne sont pas affectées par les produits chimiques et il ya possibilité de 

les utiliser en circulation microfluidique. Ces particules possèdent aussi une grande surface 

spécifique et peuvent être liées à plusieurs ligands à la fois [92]. La difficulté dans cette 

technique est qu’il y a formation d’agrégats, la nécessité  de travailler sous atmosphère inerte 

et dans l’obscurité, avec plusieurs étapes de préparation. La figure 11 illustre la 

fonctionnalisation de surface à partir de particules magnétiques. 

 

 

 
Figure 11: Fonctionnalisation des particules magnétiques de FeCl2 et FeCl3 par le dextran  

 

                                                 
14  Protéine de choc  thermique : Tout groupe de protéines synthétisées en réponse à l'hyperthermie, l'hypoxie ou autres stress, qui permettraient aux 

cellules de se rétablir du stress, peut-être en favorisant le rétablissement de l'expression génétique.  
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I -2-1-7- Fonctionnalisation de nanoparticules de Fe3O4 par le bleu 
de Prusse et le glucooxydase pour la détection du glucose 

Les nanoparticules magnétiques présentent plusieurs propriétés à savoir : grande surface 

active, grande bioactivité, excellente stabilité. Elles procurent un bon contrôle magnétique des 

procédés bio-électrocatalytiques de détection de l’analyte [93]. La procédure de 

fonctionnalisation est décrite dans la littérature [93] où elle est utilisée pour préparer un 

biocapteur de détection du glucose par des nanoparticules de Fe 3O4 contenant du bleu de 

Prusse et du glucooxydase  attiré à la surface du carbone par des forces magnétiques. La 

difficulté dans ce protocole reste le nombre d’étapes requis par conséquent une grande perte 

de temps pour la fonctionnalisation. 

 

 
Figure 12: Fonctionnalisation de nanoparticules de Fe3O4 par le bleu de Prusse et le glucooxydase pour la 

détection du glucose 

 

I-2-1-8- Fonctionnalisation du polystyrène par des nanoparticules 
magnétiques 

Celle-ci est utilisée pour immobiliser des protéines spécifiquement la streptavidine via la 

biotine qui a une grande affinité avec cette dernière [94]. Les biomolécules immobilisées de 

manière covalente sur des supports solides sont très stables comparées à celles obtenues par 

adsorption, mais leur activité se trouve un peu réduite comparée à celle des biomolécules en 

solution [95]. 
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Figure 13: Fonctionnalisation du polystyrène sulfoné par des nanoparticules de Fe3O4/ Fe2O3 pour la 

détection de la streptavidine 

 

 

I -2-1-9- Fonctionnalisation par le sepharose NHS activé  

Cette fonctionnalisation est décrite dans la littérature [96] et démontre une approche 

d’immobilisation des protéines (glutathione S-transferase et l’anti sérum bovine albumine) sur  

un support solide par une réaction catalytique de transglutaminase. Cette procédure préserve 

mieux la fonctionnalité des protéines après immobilisation  que les autres techniques 

d’immobilisation. En revanche, le rendement d’immobilisation est faible comparé à ceux des 

autres techniques et l’excessivité des réactifs et étapes de fonctionnalisation perdure comme 

dans les autres protocoles.  

 
Figure 14: Fonctionnalisation par la sépharose activée pour la détection d'une protéine 
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I -2-1-10- Modification de la surface par plasma hors équilibre basse 
pression 

Le plasma est un gaz ionisé, électriquement neutre dans lequel se côtoient des ions, des 

espèces moléculaires ou atomiques excitées, des radicaux, des électrons et des photons.  Les 

plasmas froids basse pression sont des milieux lumineux obtenus en soumettant un gaz à 

l’action d’un champ électrique ou électromagnétique à basse pression (0,1 à 104 Pa). Les 

phénomènes de base de la physico-chimie des plasmas reposent sur le processus de collision 

et de transfert d’énergie entre une molécule ou un atome et un électron accéléré par un champ 

électromagnétique. Lors de ces collisions inélastiques, l’électron transfère une partie de son 

énergie à la molécule ou à l’atome et modifie leur énergie interne. Cela conduit à l’apparition 

d’espèces gazeuses réactives de type radicalaire permettant de développer la chimie 

spécifique au plasma [97]. Ce type de plasma est dit froid car la température macroscopique 

du gaz reste voisine de la température ambiante. Ceci permet de modifier chimiquement la 

surface sans altérer les propriétés de cœur des matériaux très sensibles aux effets de la 

température.  

Les avantages de cette technique par rapport à la voie chimique sont les suivants [98] : 

• une homogénéité de la surface ; 

• une amélioration de l’adhésion de support ; 

• une bonne résistance chimique et physique ; 

• une modification de la surface sans modifier les propriétés du cœur (bulk) ; 

• une possibilité d’application sur différents supports comme les métaux, les polymères, 

les  céramiques, les verres avec différentes géométries de surface ; 

• une possibilité d’introduction de différentes fonctions comme amines, aldéhydes, 

acides carboxyliques, hydroxyles. 
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En conclusion 

Il existe de nombreuses techniques d’immobilisation des biomolécules sur supports, utilisées 

pour une grande variété d’applications :  

• biomédicale ; 

• biocapteur ; 

•  bioréacteur.  

L’immobilisation se fait dans la majorité des cas par un ancrage covalent de la biomolécule 

via une modification chimique utilisant des aldéhydes, des esters activés, des maléimides ou 

des époxydes (les linkers). L’immobilisation par liaison covalente permet d’obtenir des 

liaisons solides entre bioélément et support et paraît ainsi la mieux adaptée pour réaliser des 

systèmes performants sur de longues durées. Bien que ces stratégies soient largement 

utilisées, elles souffrent de certaines limitations telles que la perte de fonctionnalité due à la 

dénaturation de la biomolécule, des adsorptions non spécifiques (surtout pour des substrats 

fonctionnalisés polaires) et parfois une orientation au hasard de la biomolécule durant le 

processus d’immobilisation. De plus, ces techniques nécessitent plusieurs étapes de 

préparations et donc des besoins en temps significatifs. Afin de répondre aux problèmes posés 

par ces différentes techniques, nous avons travaillé sur la synthèse de surfaces spécifiques très 

réactives, permettant un couplage covalent de la biomolécule, rapide et facile à mettre en 

œuvre, nécessitant peu de réactifs et d’étapes de synthèse. Nos travaux se sont orientés vers 

deux types de surface : le polythiophène décrit dans la partie qui présente l’avantage d’être 

conducteur et offre la possibilité de pouvoir décrocher les éléments biologiques après leur 

ancrage et une surface d’or fonctionnalisée selon une méthode alternative qui sera présentée 

dans la partie résultats de cette thèse. 
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I-3- Le  polythiophène (PT) 
 

Les polymères conducteurs constituent une classe de matériaux qui possèdent à la fois les 

propriétés des polymères organiques et les conducteurs inorganiques ou semi-conducteurs 

[99]. Le développement de ces derniers a commencé en 1970 avec la mise en évidence d’une 

conductivité de type métallique de l’ordre de 103S/cm pour le polynitrure de soufre (-S=N-)x. 

Depuis lors, les chercheurs proposèrent d’autres composés présentant des propriétés 

analogues. C’est ainsi qu’en 1977, les professeurs Mac Diarmid, Heeger et Shirikawa 

découvrent qu’il est possible de moduler la conductivité électrique du polyacétylène 

moyennant l’introduction contrôlée de molécules donneuses ou accepteuses d’électrons 

faisant passer le polymère de l’état isolant à l’état conducteur. Cette découverte fut 

récompensée par le prix Nobel en 2000 [100].    

I-3- 1- Applications des polythiophènes  

Le polythiophène et ses dérivés obtenus par oxydation chimique ou électrochimique du 

monomère ont fait ces dernières années l’objet d’un grand nombre d’études de par leurs 

potentielles applications : dans les capteurs et biocapteurs, en électrochimie [101] et dans les 

cellules photovoltaïques [102-104], pour le stockage d’énergie, les transistors à effet de 

champs, les diodes électroluminescentes15 [102, 104-111] (on peut émettre de la lumière en 

appliquant une tension électrique à une fine couche d'un polymère conducteur), pour les 

capteurs de gaz [112]. Cette découverte a permis la mise au point d'écrans ultraplats, tels que 

les écrans utilisant des OLED (organic light emitting diode), des panneaux solaires ou des 

amplificateurs optiques et les protections de revêtements, les applications de stockage de 

mémoire [102-104, 106, 109, 111, 113-133]. Ces polythiophènes présentent plusieurs 

avantages : faible coût de fabrication, flexibilité de leurs structures et peuvent ainsi substituer 

la technique traditionnelle utilisant le  silicium16 [123, 134-136].  

 

                                                 
15 Principe de l’électroluminescence dans les films de polymère : L’électron est injecté dans le polymère par la cathode et le trou par l’anode. Ainsi, le 

polymère peut être oxydé d’un côté et réduit d’un autre côté. L’électron et le trou migrent à l’intérieur du film de polymère. Lorsqu’ils se rencontrent, ils se 

combinent et émettent ainsi de la lumière. La fréquence de la lumière émise est à peu près égale  à la différence entre le potentiel d’oxydation et de 

réduction du polymère. 
16Technique traditionnelle du silicium : Cette technique représente actuellement 99% du marché des modules photovoltaïques. Le silicium est l’un des 
éléments les plus abondants sur terre, parfaitement stable et non toxique. On trouve plusieurs technologies pour le photovoltaïque silicium : d’une part les 
cellules à base de silicium massif (monocrisatllin, polycristallin, rubans) dites de « première génération » et qui constituent à l’heure actuelle l’essentiel des 
modules photovoltaïques commercialisés et d’autre part la technologie à base de silicium en couche mince. 



Etude bibliographique : Le polythiophène 

 

 33 

 

 Ces polymères conjugués peuvent passer répétitivement de l’état isolant à l’état 

conducteur avec un fort contraste en couleur. Ce sont ainsi des matériaux électrochromiques17 

dans la technologie d’outils électrochromiques [137]. En général, on peut considérer deux 

catégories d'applications pour les polymères conducteurs : Les applications statiques et les 

applications dynamiques. Les applications statiques sont basées sur la conductivité électrique 

intrinsèque des matériaux, combinée avec la facilité de traitement et les propriétés communes 

aux polymères. Les applications dynamiques utilisent les modifications des propriétés 

optiques (photo et électroluminescence, susceptibilité non-linéaire18) et de conduction dues 

soit à l'application de potentiels électriques, soit à des stimuli environnementaux. 

Comme application statique, nous avons le poly(3,4-éthylènedioxythiophène)-

poly(styrènesulfonate) (PEDOT:PSS) employé de manière extensive comme revêtement 

antistatique (comme matériau d'emballage pour composants électronique). Le PEDOT peut 

aussi être employé en application dynamique lorsqu'un potentiel est appliqué au film de 

polymère. Dans ce cas, les propriétés électrochimiques du PEDOT sont utilisées pour 

produire des miroirs pouvant devenir opaques ou réflectifs lors de l'application respective d'un 

courant électrique.  

 Pour l’application des polythiophènes dans les transistors, les porteurs de charges  

doivent présenter une grande mobilité, un rapport de courant entrant/sortant élevé et une 

grande stabilité à long terme [123].  

L’intérêt particulier des polythiophènes réside dans la possibilité de les fonctionnaliser en 

position 3 et 4 du cycle thiophène par un autre groupement fonctionnel, ce qui modifie 

également leurs propriétés physiques [121, 124]. Ils sont très stables et peuvent être dopés 

positivement et négativement. Les oligothiophènes sont très prometteurs pour les semi-

conducteurs organiques  de type p (capacité à donner les électrons). La facilité de 

modification de la structure chimique de ces composés permet de moduler  leurs propriétés 

optiques19 et électriques20[138]. Cependant, les unités thiophènes non substitués sont 

généralement insolubles dans les solvants organiques (à cause de leur forte polarisabilité) 

                                                 
17 Electrochromisme : Propriété démontrée  par certaines espèces chimiques de changer de couleur de manière réversible lorsqu’une charge électrique 

leur est appliquée. 
18 Susceptibilité non linéaire : la façon dont la polarisation d'un milieu dépend du champ électrique auquel il est soumis. 
19 Propriétés optiques : Les propriétés optiques dépendent  des stimuli environnementaux, avec des modifications drastiques de couleur selon le solvant, 

la température, le potentiel appliqué, et les liaisons à d'autres molécules. Les changements de couleurs et de conductivité sont induits par le même 

mécanisme ; la torsion du squelette polymère, rompant la conjugaison, ce qui fait d'eux des capteurs chimiques donnant une large gamme de réponses 

électroniques et optiques. 
20Propriétés électriques des matériaux : Les propriétés électriques sont déterminées par la réponse que fournit un matériau lorsqu’il est soumis à un 

champ électrique. L’application d’un tel champ conduit à deux types de réactions distinctes. Il peut provoquer un flux de charges électriques dans le 

matériau, qui s’arrête dès que l’on  supprime le champ, mais qui reste toutefois irréversible. Dans ce cas le matériau est dit conducteur. Tout au contraire, 

l’application de ce champ électrique peut provoquer une séparation entre les charges positives et les charges négatives, qui conduisent à la formation d’une 

structure dipolaire, mais qui disparaît à la suppression du champ. Le matériau est appelé diélectrique. 
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[139]. Ce qui permet d’accentuer les recherches sur les voies et méthodes de modification de 

la structure de ces unités pour les rendre plus solubles. Afin de mieux les solubiliser, une 

option consiste à ajouter des substituants volumineux sur les squelettes conjugués de manière 

à stabiliser stériquement les chaînes en solution [112, 129, 137-150]. Cette solubilité dans les 

solvants organiques courants augmente avec la longueur du groupe alkyle substitué en 

position 3 et la diminution du degré de polymérisation [145]. La substitution en position 3 du 

cycle thiophène avec un groupement donneur d’électron permet d’abaisser le potentiel 

d’oxydation et évite ainsi la suroxydation [101]. La substitution avec un groupement alkyl 

sulfonate permet d’accroître la solubilité dans l’eau. Ces différents substituants sont à 

l’origine d’une répulsion stérique entre les chaînes ce qui limite fortement leur agrégation. 

L’ajout d’un tel groupement modifie également la géométrie du monomère et introduit une 

dissymétrie au sein de la molécule. Cette dissymétrie a une double conséquence. D’une part, 

les sites du monomère capables de créer une liaison n’ont plus la même réactivité et/ou la 

même accessibilité et un certain type d’enchaînement est favorisé. D’autre part, la manière 

dont les unités répétitives s’enchaînent modifie la conjugaison. Une autre voie, beaucoup 

moins utilisée jusqu’à présent, consiste à introduire sur le squelette conjugué des chaînes 

latérales plus courtes mais porteuses de charges électrostatiques. Dans ce cas, les polymères 

conjugués deviennent des polyélectrolytes21 conjugués hydrosolubles. Le potentiel répulsif 

stabilisateur est cette fois à longue portée [151]. 

I-3- 2- Principe de la conduction 

Dans tout matériau, la conductivité électrique résulte du transport de charges électriques. Les 

charges positives sont accélérées dans le sens du champ électrique appliqué, et les charges 

négatives sont accélérées dans le sens inverse. Lorsque ces charges sont des électrons, on 

parle de conduction électronique ; ce qui représente le cas le plus courant des matériaux 

conducteurs [131]. Dans les polymères, le caractère conducteur est dû à la présence d’un 

système conjugué, c’est à dire à l’alternance de liaisons simples et doubles entre atomes de 

carbone le long de la chaîne du polymère. 

Lorsque deux atomes de carbone sont reliés par une double liaison, l’atome de carbone est dit 

d’hybridation sp2 (carbone trigonal) : il possède 4 électrons de valence, mais n’a que 3 

voisins. Ainsi, l’un des électrons de valence du carbone trigonal, appelé électron π, se situe 

                                                 
21 Polyélectrolytes : La structure des solutions de polyélectrolytes conjugués résulte de la compétition entre deux forces antagonistes : d’une part 
l’attraction de Van der Waals entre les squelettes conjugués rendus hydrophobes par la délocalisation des électrons ! et d’autre part la répulsion 
électrostatique induite par les charges localisées des groupements latéraux 
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sur une orbitale atomique pz qui pointe perpendiculairement aux orbitales hybrides sp. Le 

recouvrement de deux orbitales pz de deux carbones voisins, doublement liés, forme une 

orbitale moléculaire π (liaison π) comme le montre la figure 15 :  

Ainsi, l’électron peut passer librement d’un atome de carbone à un autre. Si les atomes voisins 

possèdent eux aussi une orbitale pz, comme dans le cas du thiophène, un système d’orbitales 

π délocalisées se crée le long de la chaîne. Ce système continu d’électrons π est à l’origine de 

la conduction dans les matériaux organiques.                           

a) Représentation des orbitales π et σ
de la molécule simple d’éthylène

b) Représentation des orbitales π

et σ du motif thiophène  
Figure 15: Représentation des orbitales moléculaires ;  a) Ethylène, b) Thiophène 

 

La conductivité dépend aussi d’autres facteurs tels le nombre de porteurs de charge et leur 

déplacement le long de la chaîne du polymère. Le poly(3-alkylthiophène) dopé  avec des 

accepteurs d’électrons tels que I2, FeC13, AsF3 possède une conductivité plus élevée que sa 

forme originale [145]. Dans leur état initial (non dopé), les polymères conducteurs sont de 

simples semi-conducteurs ou des isolants [152, 153]. Leur caractère conducteur électrique 

apparaît lorsqu’ils sont dopés par des donneurs ou les accepteurs d’électrons (c'est-à-dire 

lorsque les électrons ou les trous sont injectés dans le système π conjugué de ces polymères). 

Dans le poly(3-alkyl thiophène), plus le groupement alkyl est long, plus la conductivité  du 

film diminue [152]. 

 Plusieurs études ont montré que la conductivité22 des films de polymères π conjugués varie 

avec l’exposition à certains gaz (NxOy, SxOy, CO, NH3, H2S, H20, CH4, C3H8) [35, 112, 154, 

155].  

                                                 
22 Conductivité électrique : La conductivité  électrique est l'aptitude d'un matériau à laisser les charges électriques se déplacer librement. La conductivité 

est la résultante de la délocalisation électronique le long de la chaîne polymère,  d'où parfois leur qualification de «  métaux synthétiques ». 
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On note par exemple la sensibilité du polythiophène à l’oxyde d’azote (NO2) et au sulfure 

d’hydrogène (H2S) et celle du polypyrrole à l’ammoniac. La sensibilité du polypyrrole à 

l’ammoniac est due à la présence de l’atome d’hydrogène relié à l’atome d’azote sur le cycle 

pyrrole alors que le polythiophène ne présente pas de liaison hétéroatome - hydrogène dans sa 

structure. Hanawa et al ont rapporté dans leurs travaux que la résistance des polythiophènes 

est de l’ordre de plusieurs kΩ lorsqu’ils sont fabriqués avec des appareils sensibles aux gaz. 

En effet, le NO2 décroit la résistance du film de polythiophène tandis que H2S et NH3 

augmente cette résistance. Les autres gaz comme CH4, C3H8, C3H6, CO, SO2, NH3 n’ont 

aucun effet remarquable sur la résistance du polythiophène [154] 

I-3- 3- Stabilité et comportement des polymères conducteurs 

Les polythiophènes sont thermodynamiquement stables [122, 156]. Ils sont plus stables en 

présence d’oxygène et d’humidité que leur homologue polypyrrole [154]. Leurs usages dans 

les batteries rechargeables, les fiches électrochromiques et les appareils électroniques ont été 

démontrés [154, 157]. 

I-3- 3- 1- Régiorégularité des polythiophènes 

La régiorégularité est le taux d'enchaînement régulier de motifs monomères asymétriques le 

long de la chaîne polymère. Elle permet une bonne organisation des chaînes polymères entre 

elles qui se traduit par un π stacking et l'obtention d'une structuration lamellaire du polymère 

favorisant le transport de charge. Le taux de régiorégularité constitue le paramètre 

caractéristique des chaînes formées. Deux monomères peuvent s’enchaîner de trois manières 

différentes. L’enchaînement tête-queue (TQ) résulte d’un couplage entre les positions 2 et 5’ 

de deux monomères successifs. Les enchaînements tête-tête (TT) et queue-queue (QQ) sont 

issus de couplages entre les positions 2 et 2’ et 5 et 5’ respectivement. La régiorégularité de la 

chaîne est définie à partir des enchaînements possibles de trois monomères successifs. Il 

existe statistiquement quatre différents arrangements possibles au sein d’une triade.  

 

La régiorégularité des chaînes a une influence directe sur la délocalisation des électrons π. 

Celle-ci est maximale lorsque tous les motifs monomères sont en conformation planaire. 
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L’introduction de groupements latéraux génère une répulsion stérique entre eux et une 

rotation des unités répétitives le long de la chaîne. La planéité de la macromolécule est 

considérée comme maximale si l’enchaînement TQTQ prédomine. En première 

approximation, une maîtrise de la régiorégularité TQTQ des chaînes est donc essentielle pour 

maximiser les propriétés électroniques des polythiophènes. Toutefois, une plus grande 

conjugaison présente un inconvénient non négligeable. En effet, plus la délocalisation est 

importante, plus la polarisabilité des chaînes augmente. Dans le cas où la répulsion stérique 

due au groupement latéral est trop faible, les chaînes s’agrègent. Afin d’aboutir à des chaînes 

moléculairement dispersées possédant des caractéristiques satisfaisantes, il est nécessaire de 

trouver un compromis entre la taille du groupement latéral, la régiorégularité des chaînes et la 

délocalisation des électrons π. La figure 16 représente l’arrangement des chaînes de 

polythiophènes à la surface de l’électrode. 

 
Figure 16: Arrangement des chaînes de polythiophène à la surface de l'électrode[158] 

 

Les propriétés physiques (c’est à dire : conductivité,  stabilité… etc) dépendent de la nature et 

de la régiorégularité des polymères. Il a été démontré que le degré de régiorégularité a une 

influence sur la conformation, la longueur de la conjugaison, la cristallinité et les propriétés 

des porteurs de charge[115]. Sirringhaus et al ont également démontré que le degré de 

régiorégularité et la masse molaire ont un impact majeur sur l’organisation des chaînes de 

polymères (lorsque ceux-ci sont préparés par spin coating). Par exemple, lorsque l’on a une 

bonne régiorégularité (~ 96% de liaison T-Q) et une masse moléculaire élevée, le poly (3-

hexylthiophène produit des cristallites23 dans lesquelles les chaînes ont une direction 

d’empilement π parallèle au plan du film (voire figure 17). Ce qui est le contraire dans le cas 

des faibles masses moléculaires et faible régiorégularité (~81 % T-Q), où le poly(3-

hexylthiophène forme de petites cristallites avec un empilement π perpendiculaire au plan du 

film [115].  

                                                 
23 Cristallites : cristal de dimensions extrêmement réduites  
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Figure 17: Image AFM du poly (3-hexylthiophène) régiorégulier sur  verre et mode d'empilement des 

chaînes [115] 

 

I-3- 3- 2- Méthodes de synthèse des polythiophènes 

Les polythiophènes sont généralement synthétisés de trois manières :  

• Par oxydation électrochimique (transformation de la matière sous l’influence d’un 

courant électrique) autrement appelée électropolymérisation. On obtient le polymère 

sous formé dopé. 

• Par polymérisation chimique  

• Par couplage organométallique [122, 137, 140, 159-162].  Ces deux dernières 

méthodes conduisent à la formation du polymère à l’état neutre.  

I-3- 3- 2- 1- Electropolymérisation 

I-3- 3- 2- 1-1- Mécanisme d’électropolymérisation 

Dans une polymérisation électrochimique, le monomère, dissous dans un solvant approprié 

contenant le sel dopant est oxydé à la surface de l’électrode par application  d’un potentiel 

anodique (d’oxydation). Le choix du solvant et de l’électrolyte (sel dopant) est d’une 

importance capitale car ils doivent être stables au potentiel d’oxydation du monomère et 

produire un milieu ionique conductif.  Deux mécanismes possibles sont proposés pour 

l’électropolymérisation oxydative des composés hétérocycliques à 5 atomes : Le couplage 

radical- radical et le couplage radical- monomère[99]. 

 

substrat Axe fibril  
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Figure 18: Mécanisme par couplage radical-radical 

 

Après oxydation, le monomère donne un radical cation, qui se combine à un autre radical 

cation pour former un dimère bicationique qui va ensuite se déprotonner (perdre 2 

hydrogènes)  pour donner un dimère neutre. Ce dimère neutre va aussi s’oxyder pour donner 

un autre radical cation dimérique qui se combinera à un radical cation monomérique pour 

donner un trimère. La réaction s’enchaîne pour finalement former le polymère de chaine plus 

étendue. Ce mécanisme est plus utilisé pour l’électropolymérisation du pyrrole en 

polypyrrole. 
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Figure 19: Mécanisme par couplage radical- monomère 

 

 Dans ce mécanisme, le radical cation formé par perte d’un électron au monomère réagit 

directement avec un autre monomère pour former un dimère cation. Ce dimère cation perd un 

autre électron et 2 protons pour former un dimère neutre. Ce deuxième mécanisme est celui 
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adopté pour l’électropolymérisation du thiophène et ses dérivés.  Ce qui donne le mécanisme 

final suivant pour la synthèse électrochimique du polythiophène. 

Figure 20: Mécanisme de synthèse électrochimique 

 

L’état final des chaînes de polythiophène formées par électropolymérisation dépend 

grandement des paramètres expérimentaux. Suivant la nature de l’électrode, l’intensité du 

courant, la température, le solvant utilisé, la concentration en monomère, il est possible 

d’obtenir des chaînes linéaires ou branchées.  

L’électropolymérisation présente plusieurs avantages [99] à savoir : 

- De faibles quantités de monomères sont requises et on n’a pas besoin de catalyseurs ; 

- Le polymère est obtenu directement sous forme de films minces ; 

- L’épaisseur et la morphologie du polymère obtenu est contrôlable instrumentalement 

via les paramètres électrochimiques ; 

- La thermodynamique du système peut être contrôlée par application de potentiel à 

l’électrode de travail ; 

- La vitesse de la réaction peut être contrôlée via la courant à l’électrode de travail ; 

- La polymérisation électrochimique donne rapidement des informations sur les 

caractéristiques et propriétés des matériaux électropolymérisés. 

Néanmoins l’électropolymérisation présente quelques désavantages : 

L’électrooxydation du thiophène requiert un haut potentiel (au dessus de 1,6V) avec  

l’électrode de calomel saturé comme électrode de référence dans la majorité des solvants. Ce 

haut potentiel pourrait irréversiblement dégrader la structure moléculaire conjuguée du film 

de polymère à cause de la suroxydation. Par conséquent, les films de polythiophène formés à 

partir des solvants électrochimiques sont de mauvaise qualité et d’assez faible conductivité 

[99]. 

Il est difficile de maîtriser parfaitement les masses des chaînes obtenues par cette méthode. De 

plus, la présence de nombreux couplages 2,4 entre monomères réduit de manière drastique 
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l’efficacité de la conjugaison. Enfin, les quantités de polymère sont généralement faibles et 

inférieures à celles obtenues par les synthèses chimiques. 

Malgré tout, ce type de polymérisation est encore fréquemment utilisé car sa mise en oeuvre 

est pratique et ne nécessite aucune purification du produit.  

I-3- 3- 2- 1-2- Dopage du polymère obtenu 

Comme mentionné précédemment, le polymère conducteur à son état initial peut être semi-

conducteur ou isolant. Pour le rendre conducteur, on procède à un dopage par un accepteur ou 

un donneur d’électron. Dans le cas d’accepteur d’électron, plusieurs électrons sont enlevés de 

la chaîne polymère. Lorsque la longueur de la chaîne du polymère est importante, les 

changements géométriques allant de l’état neutre à l’état ionique (monovalent ou divalent) 

sont limités à quelques cycles. La charge positive + e et le spin ½ sont localisés sur quelques 

cycles avec un changement de géométrie. Cette espèce ainsi formée est appelée polaron 

positif et correspond au radical cation [153] (voire figure 21). Le  changement de géométrie et 

le  transfert de charge sont dus  aux interactions électron - trou. Lorsqu’un autre électron est 

enlevé au polaron positif, on obtient une charge +2 e- localisée sur plusieurs cycles. L’espèce 

ainsi formée est appelée bipolaron positif (possède une charge + 2 e-, le spin 0) et porte 

l’acronyme bication. Si le bipolaron est instable, il va conduire à la formation de deux 

polarons. Dans le cas du dopage par un donneur d’électron, le polaron négatif et le bipolaron 

négatif sont formés. 
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Figure 21: Structures schématiques du polaron positif (a), bipolaron positif (b), deux polarons positifs(c) 

dans le polythiophène 
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I-3- 3- 2- 2- Synthèse par polymérisation chimique 

La polymérisation par voie oxydante a été décrite pour la première fois par Yoshino, 

Sugimoto et al. Elle consiste en une réaction chimique entre le monomère et un acide de 

Lewis24. La plupart du temps, l’acide de Lewis considéré est le chlorure ferrique FeCl3 mais 

d’autres réactifs sont également efficaces comme le chlorure de molybdène MoCl5, le 

chlorure de ruthénium RuCl3, le perchlorate de fer Fe(ClO4)3 ou l’acétyleacétonate de 

vanadium (VO(acac)2) [151, 160]. 

Jen et al. , Osterholm et al[163] se sont servis du réactif de Grignard25 pour la préparation du 

poly (3-alkyl)thiophène. Sugimoto et al. quant à eux ont développé la polymérisation en une 

étape par oxydation du monomère à l’aide du chlorure ferrique (FeCl3). Dans les deux cas de 

synthèse, on obtient un polymère dans lequel le cycle thiophène est essentiellement couplé 2,5 

engendrant une délocalisation π accrue et complètement soluble dans les solvants organiques 

[122, 163, 164]. La polymérisation utilisant le chlorure ferrique comme oxydant/ catalyseur 

offre l’avantage par rapport au processus de Jen et al et Osterholm et al [163](utilisant le 

réactif de Grignard) d’être très facile à mettre en œuvre ; on obtient des polymères 

régioréguliers [165] et de plus haut poids moléculaire [157, 160].  

Comme désavantage, cette méthode requiert une quantité stœchiométrique (condition qui 

consiste à mélanger les réactifs en respectant les proportions indiquées dans l'équation 

équilibrée) de chlorure ferrique et génère beaucoup d’effluents [122, 163].   

Mécanisme de synthèse par FeCl3 

 
Malgré le nombre important d’études réalisées sur la polymérisation par voie oxydante, le 

mécanisme exact des réactions mises en jeu n’est pas encore parfaitement compris de même 

que les conditions expérimentales permettant un contrôle des masses molaires. Dans la 

littérature, il est généralement admis que la réaction a lieu à la surface des grains de chlorure 

ferrique FeCl3 [163] qui possède un fort caractère d’acide de Lewis dû à l’orbitale vacante. 

C’est aussi ce caractère d’acide de Lewis qui explique la forte hygroscopie du FeCl3.  Niémi 

et al [163] ont décrit dans leurs travaux l’activité du FeCl3.  Il en découle que la 

polymérisation à partir de cet acide de Lewis peut se réaliser en absence de solvant ou en 

                                                 
24

 Acide de Lewis : C’est une entité chimique dont un des atomes la constituant possède une lacune électronique, ce qui la rend susceptible d'accepter un 

doublet d'électrons 
25 Réactif de Grignard : C’est  toute classe de réactifs organométalliques, ayant la formule générale RMgX, où R est un groupe organique et X est un 

atome d'halogène utilisé dans la synthèse de composés organiques.  
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présence de solvant qui ne solubilise pas complètement le chlorure ferrique. Par exemple, 

dans la synthèse où le FeCl3 est complètement dissous dans le chloroforme, aucun polymère 

n’est formé. Le solvant est utilisé dans ce protocole pour dissoudre le polymère formé qui se 

précipitera ensuite à la surface de FeCl3 et FeCl2 et rendre le lavage du polymère difficile 

[163].   

Selon la littérature, le monomère et le chlorure ferrique sont dissous dans le solvant à 

température ambiante suivant l’équation suivante : 

 

S

R

+ 2n FeCl3

S

R

n

n + 2n FeCl2 + 2n HCl

 

Il a été démontré par Niémi et al que la polymérisation à partir du Chlorure ferrique par voie 

radicalaire procède comme suit : 
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Figure 22: Mécanisme de synthèse chimique du polythiophène 

 

I-3- 3- 2- 3- Synthèse par couplage organométallique 

Pour parvenir à des chaînes  de polymères présentant exclusivement un enchaînement tête –

queue, tête- queue (TQTQ), différentes méthodes de synthèse ont été mises au point. L’idée 

principale est de synthétiser un monomère asymétrique pour lequel la réactivité des sites 

diffère. Dès le début des années 1990, l’utilisation d’halogènes pour fonctionnaliser les 

monomères a été largement développée. Cette méthode permet l’obtention de chaînes 100% 

régiorégulières TQ.  L’activation du monomère doit être effectuée à très basse température 

(entre –40 et –80°C) pour n’aboutir qu’à un seul type de monomère substitué par un halogène 
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(en position 2) et un organomagnésien (en position 5). La polymérisation a lieu par ajout de 

catalyseur à température ambiante. Les conditions opératoires sont donc sévères. De plus, 

bien que la régiorégularité des chaînes soit améliorée, les produits synthétisés par cette 

méthode présentent une grande polydispersité. Une étape de fractionnement est donc 

indispensable comme dans le cas d’une synthèse par voie oxydante.  

Cette synthèse a ainsi fait l’objet de plusieurs recherches par différentes équipes de recherche 

et les littératures [166-168]  illustrent les protocoles expérimentales.  
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Figure 23: Mécanisme de McCullough d'une polymérisation contrôlée de poly (3-alkylthiophène) 

 

 

La littérature [167]  décrit  la synthèse du même composé à partir de la réaction de Rieke   

(utilisant l’organozinc) et la régiorégularité a été obtenue avec un rendement de 98,5%. Voire 

le l’équation suivante : 
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R
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Br
Zn

THF S

R

ZnBrBr
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BrBrZn
n

Br Ni(dppe)Cl2+

 

Toutes ces techniques de polymérisation ont conduit à l’obtention d’un polymère 

régiorégulier de hauts poids moléculaires. En effet, la masse finale des chaînes est directement 

liée au rapport molaire entre les monomères et le catalyseur. De plus, la polydispersité26 des 

échantillons reste faible (de l’ordre de 1.2) quelles que soient les masses des chaînes obtenues. 

Par cette méthode, il devient donc possible de synthétiser des poly (3-alkylthiophènes) à 

masse et à régiorégularité contrôlée. Cette voie est d’autant plus intéressante que les 

conditions réactionnelles sont peu exigeantes. En effet, la synthèse du monomère activé est 

faite à 0°C tandis que la polymérisation a lieu directement à température ambiante. A priori, 

cette stratégie de synthèse peut s’appliquer à d’autres substituants des thiophènes que les 

chaînes alkyles. 

Elles présentent néanmoins un inconvénient du fait de l’usage des réactifs organométalliques 

souvent dangereux et toxiques et de la nécessité d’un monomère très pur pour le processus 

[122]. Dans le cadre de nos travaux, nous avons choisi une synthèse par voie électrochimique 

                                                 
26 Polydispersité :  La polydispersité est l’état d'une solution colloïdale dans laquelle les particules ont des dimensions très différentes  
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du poly(N,N-diéthyl-4-(2-thiophen-3-yl-éthoxymethyl)benzènesulfonamide) qui est plus 

rapide, le polymère obtenu est autodopé et nécessite l’usage de très peu de solvants et de 

réactifs. Ce composé sera fonctionnalisé ensuite pour remplacer le groupement 

benzènesulfonamide en chlorure de benzènesulfonyle. Le groupement chlorure de sulfonyle 

constitue la fonction d’ancrage dans le cadre de notre projet pour capturer les molécules 

biologiques. 

I-3- 4- Techniques de caractérisation des polythiophènes  

Plusieurs techniques sont décrites dans la littérature pour caractériser les polymères 

conducteurs. Nous allons plus nous attarder sur celles concernant les polythiophènes. Nous 

pouvons citer la microscopie à force atomique (AFM) [127], la reflectivité des rayons X, 

l’absorption UV visible [140], la spectroscopie infrarouge [169], la résonance magnétique 

nucléaire proton et carbone (1H et 13C) [164], spectroscopie d’absorption électronique, la 

spectroscopie Raman. De toutes ces techniques, nous avons choisi la spectroscopie Raman  

comme principale technique de caractérisation et les raisons motivant notre choix sont 

décrites dans le paragraphe suivant. 

 Caractérisation par spectroscopie Raman 

Beaucoup de travaux dans la littérature ont été réalisés sur les polythiophènes, à savoir leur 

synthèse et leur caractérisation par spectroscopie Raman. Nous citons le cas de Louarn et al. 

[170, 171] qui ont démontré dans leurs travaux que la spectroscopie Raman est un excellent 

outil pour l’étude des changements de structure induits par le dopage des chaînes de 

polymères conjugués. Le spectre Raman du poly (3-decylthiophène) est décrit ici et on note 

plusieurs bandes caractéristiques de ce polymère. Nous avons une bande à 1518 cm-1 

attribuable à la vibration antisymétrique de liaison Cα- Cβ du cycle thiophène, une bande entre 

1445 et 1455 cm-1 attribuable à la vibration de déformation symétrique de la liaison Cα- Cβ, 

une bande à 1378 cm-1 attribuable à la vibration de déformation Cβ- Cβ du cycle thiophène. 

Deux bandes à 1210 et 1186 cm-1 dues à la vibration symétrique inter cycle Cα- Cα’ et la 

liaison de déformation Cβ-H. Une bande à 1021 cm-1 due à la vibration Cβ- Csubst. Cette 

bande serait absente dans le cas du monomère non substitué en position β et enfin une bande à 

726 cm-1 caractéristique de la vibration de déformation  de la liaison C-S-C du cycle 

thiophène. Outre les travaux de Louarn et al, Shi et al [172], Holze [173] ont rapporté les leurs 
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également sur la caractérisation des polythiophènes par spectroscopie Raman et ont observé 

les mêmes effets.  

Il existe donc de nombreuses techniques d'investigation des polymères conducteurs plus 

particulièrement le polythiophène dont il est important de connaître les caractéristiques et les 

possibilités pour en faire une utilisation judicieuse. Les unes et les autres présentent des 

avantages et des inconvénients ; deux critères nous paraissent importants pour guider le 

choix :  

-  la quantité de matière nécessaire et le caractère non destructif de leur utilisation 

- le type d'information atteint, analyse élémentaire ou moléculaire, structure cristalline, 

composition s'il y a mélange.  

Dans cette optique, la spectrométrie Raman présente une spécificité intéressante qui en fait un 

outil analytique bien adapté à l'étude des matériaux polymères. Cette technique fera l’objet de 

notre prochaine partie et sera utilisée dans notre projet pour le suivi étape par étape du 

processus de synthèse et d’immobilisation des biomolécules. En outre, même si comme nous 

l’avons déjà souligné, la diffusion Raman n’est pas la seule technique adaptée à la 

caractérisation des polythiophènes. Elle est dans le cadre de ce projet de mise en œuvre d’un 

biocapteur via une double signature, la technique centrale de reconnaissance des éléments 

biologiques d’où son utilisation naturelle en amont pour l’étude des polymères.  
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I-4- Interaction rayonnement- matière 
 
L’objet de ce paragraphe est d’expliciter la relation entre la matière et le rayonnement, qui 

véhicule une énergie liée à sa fréquence. Ainsi, par action d’une radiation lumineuse, il est 

possible de faire passer une molécule d’un état d’énergie E1 vers un état d’énergie supérieure 

E2. Comme l’illustre la figure 24, si les radiations incidentes sont de faible énergie (longueur 

d’onde de l’ordre du millimètre), seule l’énergie de rotation de la molécule est modifiée : c’est 

la spectroscopie micro-onde ou hertzienne. Si le rayonnement incident est de forte énergie 

(visible et proche ultraviolet), le spectre obtenu est en général complexe en raison de la 

superposition de transitions de vibration et de rotation. L’interaction rayonnement - matière 

peut très schématiquement se diviser en trois classes de phénomènes : l’absorption, la 

diffusion et l’émission. L’absorption et la diffusion sont des phénomènes contribuant à 

l’affaiblissement d’un faisceau traversant un milieu matériel alors que l’émission correspond 

au rayonnement thermique émis par tout corps en équilibre thermique avec son 

environnement, à la température T [174]. 
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Figure 24: Valeurs respectives des contributions électroniques, vibrationnelles et rotationnelles d’une 

molécule  

 

La mécanique quantique établit que l’énergie d’un tel oscillateur est quantifiée et dépend d’un 

nombre entier n, dit nombre quantique de vibration : 

0
1

2
)(n hE nν= +  
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En fait, la courbe réelle d’énergie potentielle d’une molécule diatomique, ne s’identifie à celle 

de l’oscillateur harmonique que pour de faibles déplacements par rapport à la distance 

internucléaire d’équilibre. Au contraire, elle s’en démarque pour les très faibles distances 

internucléaires, (elle croît très vite à cause de la difficulté d’un trop grand rapprochement des 

noyaux), et pour les grandes distances internucléaires (au-delà d’une certaine séparation des 

noyaux, la molécule est dissociée). Toutes ces caractéristiques de l’énergie sont incompatibles 

avec l’hypothèse de vibration strictement harmonique ; cependant elles apparaissent 

naturellement en supposant la vibration anharmonique : la force de rappel exercée par 

l’oscillateur n’étant plus uniquement proportionnelle au déplacement. La théorie montre 

qu’alors l’énergie de l’oscillateur dépend en outre d’un nouveau paramètre : le paramètre 

d’anharmonicité  χe . 

2
0 0

1 1

2 2
) (( ) en h n hE n ν χ ν−= + +  

I-4-1- Absorption 

Un milieu matériel est caractérisé par un ensemble de niveaux d’énergie. Si un faisceau 

lumineux le traverse, et si la fréquence du rayonnement est telle que l’énergie véhiculée par 

l’onde correspond à une différence d’énergie entre deux niveaux, alors il pourra y avoir 

absorption par l’échantillon des photons de la fréquence correspondante. La molécule sera 

alors portée à un état excité. L’absorption aura effectivement lieu (c'est-à-dire avec une 

probabilité non négligeable) si les niveaux d’énergie concernés et la polarisation du 

rayonnement incident vérifient certaines propriétés : on parle de règles de sélection. Une 

condition nécessaire d’absorption s’exprime donc par : 

0hE ν∆ =  

 avec :    

ν0 : fréquence du rayonnement incident 

h : constante de Planck 

∆E : différence entre deux niveaux d’énergie (électroniques, vibrationnels ou rotationnels) 

caractérisée par des nombres quantiques différents. 

Macroscopiquement, l’atténuation du rayonnement traversant un échantillon homogène 

d’épaisseur d s’exprime par : 
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0

exp( )tI
kd

I
= −  

avec :  

I0 : intensité du rayonnement incident  

I t : intensité du rayonnement transmis. 

Le coefficient k est le coefficient d’absorption de l’échantillon ; il dépend de la longueur 

d’onde et a les dimensions de l’inverse d’une longueur (pour l’eau : k = 2,4 m–1 pour 

λ = 0,8 µm). Pour les gaz, on trouve fréquemment que k est proportionnel à la masse 

volumique. Dans le cas d’une substance liquide absorbante dissoute dans un solvant 

transparent, on considère que k est égal à la concentration C. On définit l’absorbance par la loi 

de Bouguer – Beer- Lambert :  

0 tΑ(λ)=log( I I ) = ε(λ).C.d 

ε : (mol–1 · L · cm–1) coefficient d’extinction molaire dont la valeur reflète la probabilité de la 

transition : une forte valeur de ε caractérise une transition autorisée par les règles de sélection. 

Remarquons que, pour l’absorbance, l’atténuation est définie à partir du logarithme décimal. 

L’atténuation est par contre définie à partir du logarithme népérien pour le coefficient 

d’absorption k. Si ε et d sont donnés, l’absorbance apparaît comme proportionnelle à la 

concentration. Cependant, cette linéarité n’est observée en pratique que pour les solutions très 

diluées, en l’absence d’interactions soluté / solvant. Par ailleurs, compte tenu de la sensibilité 

des détecteurs usuels, la loi de Beer - Lambert n’est vérifiée que dans un domaine limité 

d’absorbance, situé en général entre 0 et 2.  

I-4-2- Diffusion 

La diffusion rassemble l’ensemble des phénomènes par lesquels le rayonnement change de 

direction de propagation à la traversée d’un milieu. La diffusion peut être avec changement de 

longueur d’onde (diffusion inélastique) ou sans changement de longueur d’onde (diffusion 

élastique). Citons comme exemple de diffusion inélastique le cas de la diffusion Raman [175], 

ce qui permet d’obtenir des informations sur l’état vibrationnel des molécules et que nous 

détaillerons dans le paragraphe suivant. Les origines de la diffusion élastique sont variées : 

elle peut être due à des fluctuations locales de l’indice de réfraction ou à des phénomènes de 

diffraction par les bords de grains ou de particules (obstacles). Dans ce dernier cas, la 

diffusion est maximale lorsque les grains ont une taille sensiblement de l’ordre de la longueur 

d’onde du rayonnement.  



Etude bibliographique : Interaction rayonnement- matière 

 50 

 

I-4-3- Modes de vibration d’une molécule 

Une molécule formée de N atomes possède 3N degrés de liberté. Parmi eux, trois représentent 

la translation de la molécule dans son ensemble (le long des trois axes du repère x, y, z) et 

trois autres définissent la rotation de la molécule autour de chacun de ces axes. Finalement, 

les mouvements internes de vibration de la molécule seront déterminés par les 3N – 6 

coordonnées restantes, (3N – 5 si la molécule est linéaire). Les fréquences de vibration 

dépendent des masses des atomes et des forces de liaison. Il est d’usage de classer en deux 

groupes les vibrations moléculaires. On distingue, d’une part, les vibrations de valence ou 

d’élongation (symétriques ou antisymétriques) qui font intervenir une (des) variation(s) de(s) 

longueur(s) de liaison(s), les angles que forment ces liaisons restant constants, et, d’autre part, 

les modes de déformation, pour lesquels, l’angle des liaisons varie alors que les longueurs 

restent constantes (figures 25).   

 
Figure 25: Modes de vibration : exemple des vibrations localisées du groupement CH2 d’une molécule. 

 

Il a été observé expérimentalement que la présence dans un spectre de certaines fréquences 

caractérise un groupe chimique donné. Le mouvement de la vibration de la molécule est 

essentiellement localisé dans le groupe chimique considéré. 

La figure 26 résume les fréquences de vibrations des principaux groupes moléculaires 

rencontrés. 
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Figure 26: Correspondance entre les groupements d’une molécule et les pics observés 
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 I-5- La spectroscopie Raman 
 

I-5-1- Historique 

L’effet Raman fut découvert simultanément en 1928 Par Raman et Krishman lors de l’étude 

de la diffusion de la lumière par les liquides et par Landsberg et Mandelstam dans des travaux 

sur les solides [175-179]. Raman en fut récompensé par l’attribution du prix Nobel de 

physique en 1930 [175, 180-182]. Cet effet correspond globalement à un phénomène de 

diffusion inélastique de la lumière émise par un échantillon soumis à une radiation lumineuse 

monochromatique. Le spectre obtenu est la signature vibrationnelle du matériau étudié et est 

unique par type de composé. Le spectre d’intensité très faible est difficile à observer près de la 

lumière diffusée sans changement de fréquence. Le rayonnement émis par des molécules 

éclairées contient donc des photons de même fréquence que ceux du rayonnement incident, 

mais aussi des photons de fréquences différentes (approximativement 1 photon sur 1 million 

(0.0001%). Ce processus a été ensuite appelé du nom de Sir Chandrashekhara Venkata 

Raman, premier à l’avoir observé [183-187]. A la fin des années 1930, la spectroscopie 

Raman était devenue une méthode  courante non-destructive d'analyse chimique.  

Mais après la Seconde Guerre Mondiale, la spectroscopie infrarouge est devenue la méthode 

la plus répandue, principalement du fait qu'elle s’avère être beaucoup plus facile à utiliser, 

mais aussi grâce au développement de capteurs infrarouges très sensibles, de nouvelles 

sources IR et des progrès de l'électronique. Les mesures par spectroscopie infrarouge 

devinrent une pure routine, alors que la spectroscopie Raman nécessitait des physiciens  

qualifiés. Le système nécessitait d’être constamment réglé  et calibré car les longueurs d’onde 

utilisées dépendaient largement des conditions ambiantes. En outre, des analyses fiables et des 

données bibliographiques tabulées n’étant pas répandues à l’époque voire figure 27 [184]. 

Pendant les trois premières décennies qui ont suivi sa découverte, des milliers de spectres 

Raman de toutes sortes de substances à l’état liquide, solide ou même gazeux ont été 

répertoriés et ont apporté des données essentielles à l’établissement des structures et 

conformations moléculaires [188]. Bien que la complémentarité des spectres IR et Raman et 

la nécessité de les utiliser conjointement soient reconnues, le développement des 

spectromètres infrarouge industriels, d’emploi facile et adaptés aux besoins analytiques vers 

les années 1940 et 1950 sonna le déclin de la techniques Raman [175] jusque dans les années 

1960. Pendant de nombreuses années, elle est ainsi restée une technique confidentielle, basée 



Etude bibliographique : La spectroscopie Raman 

 53 

 

sur la diffusion inélastique de la lumière pour laquelle une lampe à arc au mercure couplée à 

un prisme pour la monochromaticité était utilisée dans les premiers stades de son 

développement. Elle nécessitait de longues durées d’acquisition (exposition de films) pour 

atteindre des niveaux de signaux acceptables.  Puis, l'effet Raman connut deux périodes 

importantes de croissance et un intérêt renouvelé: (i) dans les années 1960 avec la 

généralisation des lasers comme sources intenses de lumière monochromatique, (ii) dans les 

années 1980 avec les progrès des détecteurs en particulier , CCD (charge coupled device), le 

couplage avec des microscopes pour l’analyse de petits échantillons [180, 184, 189-191]. 

Mais, c’est probablement dans les deux dernières décennies, après 1990, que le phénomène de 

diffusion Raman a connu sa plus forte croissance en termes de champ d'application à des 

problématiques scientifiques  mais aussi en terme de développement en ligne appliqué à 

l’industrie.  

Le Laser fut donc le germe d’une véritable révolution pour la spectroscopie Raman qui s’est 

depuis poursuivie et amplifiée par l’apport de multiples améliorations. La spectroscopie 

Raman devint dès lors un nouvel outil de caractérisation de routine avec de  larges  

applications: matériaux cristallisés, amorphes, polymères, analyses environnementales, 

contrôles de procédés industriels, diagnostics médicaux [188, 192]. les spectres de très petits 

volumes d’échantillons, des échantillons colorés, des solides, des liquides, des gaz, des 

échantillons de hautes températures, des solutions très diluées et des échantillons dans des 

conditions non standard peuvent être obtenus [192]. 

 
Figure 27: Histogramme du nombre de publication parues sur la diffusion Raman et la diffusion Raman 

de Résonnance (par décennie) [184] 
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Comme déjà indiqué, le spectre Raman est caractéristique de l’échantillon étudié et est lié aux 

vibrations des édifices atomiques constituant l’échantillon observé. La spectroscopie Raman 

constitue avec la spectroscopie IR et la diffusion inélastique de neutrons, une des branches de 

la spectroscopie de vibration. Elle permet à ce titre la caractérisation d’échantillons et des 

applications en analyse qualitative ou quantitative.  

I-5-2- Mise en œuvre 

I-5-2- 1- Principe de la spectrométrie Raman 

En spectrométrie Raman, l’analyse se fait par excitation du matériau. Porté à un niveau 

énergétique virtuel par une puissante source lumineuse monochromatique de type laser, il 

réémet ensuite une radiation de fréquence ou énergie différente qui est collectée puis analysée 

par un détecteur adéquat. Cette radiation comporte deux types de signaux. Le premier très 

majoritaire correspond à la diffusion Rayleigh : la radiation incidente étant diffusée 

élastiquement (c'est-à-dire sans changement d’énergie). Le second correspond à des photons 

en nombre très limité pouvant interagir avec la matière. Celle-ci absorbe (ou cède) de 

l’énergie aux photons incidents produisant ainsi les radiations Stokes (ou anti-Stokes). La 

variation d’énergie observée sur le photon nous renseigne alors sur les niveaux énergétiques 

de rotation et de vibration de la molécule concernée.  

I-5-2- 2- Structure d’un spectromètre Raman 

Un spectromètre Raman dispersif est constitué : 

• d’une source de lumière monochromatique qui est généralement un laser ; 

• d’un monochromateur, élément dispersif à haute résolution pour la séparation de 

fréquences (souvent un ou plusieurs réseaux) ; 

• d’un détecteur  pouvant être monocanal (photomultiplicateur) ou multicanal (détecteur 

CCD) ; 

• d’une platine porte échantillon couplé à un microscope équipé en transmission ou/et en 

réflexion. Ce microscope permet de sélectionner des zones particulières dans 

l’échantillon et d’accéder simultanément à l’information spatiale et spectrale ;   

• un système d'amplification et d'enregistrement ; 

• tous les spectromètres en fonction de leur destination ne sont pas équipés d’un 

microscope et peuvent seulement avoir une entrée dite macroscopique ;  
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• d’un ordinateur de pilotage équipé d’un logiciel d’acquisition et éventuellement de 

traitement des spectres. 

La figure 28 le schéma général d’un spectromètre Raman multicanal.  

 

 
Figure 28: Schéma simplifié d'un spectromètre Raman dispersif  

 

I-5-2- 3- Imagerie Raman 

L'imagerie par spectroscopie Raman permet, de manière non destructive et sans préparation 

d'échantillon, d'identifier les phases constituantes d'un matériau et d'en visualiser leur 

répartition en 2D et/ou en 3D (microscope confocal). Les analyses peuvent se faire sous 

contrainte dynamique pour comparer des échantillons entre eux ou pour comprendre et 

expliquer des phénomènes de vieillissement ou de rupture. Cette technique peut être utilisée 

pour analyser des substances ayant un signal Raman  à l’exemple des produits 

pharmaceutiques, agro-alimentaires, peintures ou vernis, fibres en science du vivant, matières 

et films plastiques. 

I-5-3- Théorie de la diffusion Raman 

L’effet Raman est la diffusion inélastique d’un photon par un milieu. Cette inélasticité 

implique l’échange d’énergie entre le photon et la molécule. Deux types d’approches peuvent 

être menés pour expliquer l’effet : une approche électromagnétique classique, une approche 

quantique. 
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I-5-3- 1- Traitement classique 

Lorsqu’une molécule est placée dans un champ électrique, les électrons sont repartis 

relativement au noyau et de ce fait créent un moment dipolaire électrique [192, 193] de par la 

distorsion du nuage électronique. Ce moment dipolaire induit iµ
���

 sous l’effet du champ 

électrique E
��

 s’écrit : 

 

A l’exception des molécules isotropiques27 (par exemple CCl4), la polarisabilité montre les 

propriétés directionnelles et le moment dipolaire iµ
���

 n’est pas parallèle au vecteur champ 

électrique [190]. 
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α est la polarisabilité (facilité avec laquelle le nuage électronique peut se déformer sous l’effet 

d’un champ électrique appliqué) de la molécule. Les fluctuations du champ électrique 

produisent une fluctuation du moment dipolaire de la même fréquence. Les radiations 

électromagnétiques génèrent un champ électrique d’expression :  

0  0= cos2πν tE E
�� ���

     (2) 

E0 est la valeur du champ à l’équilibre et ν0 est la fréquence angulaire de la radiation. 

Considérons le cas particulier d’une molécule diatomique qui vibre avec une fréquence νv. Si 

elle est représentée par une simple vibration harmonique, la coordonnée qv le long de l’axe de 

vibration à un instant t est donnée par :  

v 0 vq =q cos2πν t         (3) 

En se limitant à une polarisabilité scalaire, si la polarisabilité change pendant la vibration, sa 

valeur pour une petite amplitude de vibration sera donnée par : 

                                                 
27 Isotropique : même propriété dans toutes les directions 

 = i Eµ α
��� ��
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0

0

v
v

q
q

αα α
 ∂= +  ∂ 

                     (4) 

Substitution de l’équation (3) dans l’équation (4) :  

0
0

0

cos 2 v
v

q t
q

αα α πν
 ∂= +  ∂ 

          (5) 

Si la radiation incidente de fréquence ν0 interagit avec la molécule, de l’équation (1) et (2), on 

a : 

0  0 =  α cos2πν ti E Eµ α =
��� �� ���

                        (6) 

Substitution de l’équation (5) dans l’équation (6) : 

0
i 0 0 0 0 v 0

0

µ =α E cos2πν t+ E q cos2πν t cos2πν t
vq

α ∂
 ∂ 

 

Soit ( ) ( )0 0 0
i 0 0 0 v 0 v

0

E q
µ =α E cos2πν t × cos2π ν +ν t+cos2π ν -ν t

2vq

α ∂+     ∂ 
  

(7) 

Le premier terme de l’équation 7 (terme en ν0) correspond à la diffusion Rayleigh. L’émission 

de la lumière se fait à la même fréquence que celle de l’onde incidente. Ce phénomène se 

produit pour 1 photon incident sur 10000. 

Le deuxième terme correspond à la diffusion Raman. Un phénomène plus faible que le 

précédent. On estime en effet que 1 photon sur 1 000 000 est diffusé inélastiquement. 

Cette équation 7 montre donc que la lumière est diffusée avec une fréquence selon trois 

contributions :  

0ν        correspond à la diffusion Rayleigh 

0 vν ν±  correspond à la diffusion Raman 

Cette équation 7 montre aussi que la diffusion Raman ne peut avoir lieu que lorsque la 

polarisabilité de la molécule au cours de la vibration est non nulle.     
0

0
vq

α ∂ ≠ ∂ 
 

Donc, la diffusion Raman existe uniquement pour les mouvements donnant lieu à une 

variation de la polarisabilité de la molécule, ce qui détermine les règles de sélection de la 

technique.  
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I-5-3- 2- Apport de la mécanique quantique 

Une molécule non linéaire possède 3N-6 modes normaux de vibration et une molécule 

linéaire en possède 3N-5 (N étant le nombre d’atomes contenus dans la molécule) et l’énergie 

de chacune des vibrations est quantifiée et s’écrit : 

1
2

( )nE h nν= +  

h est la constante de Planck (6,6260755  10–34 J. s), 

n est le nombre quantique de vibration de la molécule. 

Dans la plupart des cas réels, cette approximation harmonique n’est pas valable et il faut alors 

prendre en compte le terme du 3e ordre. L’énergie devient alors :  

2

3

3

1 1

2 2
( ) '( )

'étant une fonction de 

nE h n h n

x

ν ν

νν

= + + +

 ∂
 ∂ 

 

 
Figure 29: Interaction entre un photon et la matière caractérisée par des niveaux d’énergie vibrationnelle 

 

Dans ce formalisme où l’énergie de vibration est quantifiée en niveaux discrets, l’interaction 

entre la lumière caractérisée par un photon d’énergie hν et une  molécule se trouvant dans un 

état donné peut engendrer différents phénomènes : 
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Si ν = νv , la transition la plus probable est la transition 1ν ν→ + .  C’est le phénomène 

d’absorption infrarouge. Pour la possibilité 1ν ν→ − , on a l’émission stimulée (base du 

rayonnement laser).  

Si ν >> νv, le phénomène le plus probable est la diffusion et le mécanisme est décrit comme 

suit : lors de l’excitation par le photon d’énergie hν, la molécule transite dans un état virtuel et 

redescend sur un niveau réel. Seuls les niveaux ν – 1, v et ν + 1 sont possibles, ce qui amène à 

une diffusion de photons d’énergie hν (diffusion Rayleigh), h(ν-νv) appelé diffusion Raman 

Stokes et h(ν+νv) la diffusion Raman anti Stokes. La diffusion Rayleigh est la plus probable, 

alors que les diffusions Stokes et anti-Stokes sont très peu favorisées. 

À une température donnée, la répartition en niveaux d’énergie d’un ensemble de molécules 

obéit à une distribution de Maxwell-Boltzmann et seules celles se trouvant dans un état excité 

pourront donner une transition anti-Stokes de type 1ν ν→ − . Cela explique le fait 

expérimentalement observé que les raies Stokes sont plus intenses que les raies anti-Stokes. 

Le rapport des intensités des raies Stokes Is et anti-Stokes IAS est déterminé par la relation :  

0

0

AS

A

I
exp

I
v v

v

h

kT

ν ν ν
ν ν
 +  = −   −   

 

23 1

0

k = constante de Boltzmann (1,380658. 10J. )

T= température thermodynamique

 fréquence de l'onde excitatrice

k

ν

− −

=
 

 

En conclusion : comme la spectroscopie IR, la spectroscopie Raman met en jeu les états 

d’énergies vibrationnels d’une molécule et donne des renseignements sur la structure des 

composés : nature et environnement atomes, distances interatomiques, symétrie, constantes de 

force, structures cristallines. Un spectre Raman constitue donc une forme d’emprunte 

vibrationnelle (voire rotationnelle) du composé analysé au niveau moléculaire et/ou cristallin. 

Il se présente comme un ensemble de raies d’intensités variables dont les positions 

correspondent aux fréquences de vibrations existantes dans la molécule (ou groupement 

moléculaire) et dont l’observation est permise par les règles de sélection de la symétrie 

moléculaire.  
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I-5-4- Avantages et inconvénients de la spectroscopie Raman 

I-5-4- 1- Avantages 

• La spectroscopie Raman est utilisée pour la caractérisation de presque tous les types de 

matériaux : matériaux cristallisés, amorphes, verres, catalyseurs, semi- conducteurs, 

matériaux carbonés, composés inorganiques et organométalliques, minéraux, 

polymères. Elle est utilisée aussi pour l’étude des transitions de phase sous contraintes 

(haute pression, haute et basse température).  

• L’échantillon n’est pas dégradé. La méthode est non-destructive et non intrusive, ce 

qui permet de l’appliquer à des systèmes réels. 

• Elle est facile à mettre en oeuvre. Le temps de préparation est nul ou quasi nul.  

• La nature des échantillons solide, liquide, ou gazeuse n’intervient pas. Elle ne requiert 

de plus qu’une faible quantité d’échantillon. 

• Elle peut être utilisée dans un grand nombre de cas (matériaux hétérogènes, 

échantillons dont la structure peut être orientée ou non). 

• Elle peut être couplée avec d’autres méthodes analytiques, et offre la possibilité de 

mesures in situ. 

• Elle est applicable aux solides atomiques 

• Elle est utilisable sur des échantillons de très petite taille (jusqu’à 10-18 m3) 

• Elle permet de travailler en milieu ‘hostile’, notamment à haute température, en 

           présence de phénomènes radioactifs ou sous atmosphère contrôlée. 

• Elle est sensible aux petites structures (identification des systèmes amorphes, analyses 

des films très fins pour lesquels les méthodes de diffraction sont parfois difficiles à 

réaliser).  

• aucune polarisation permanente des molécules n’est nécessaire (méthode efficace sur 

les molécules diatomiques homonucléaires) 

• la présence d’eau n’est pas gênante car l’eau diffuse très peu en Raman (l’eau peut 

ainsi être utilisée comme solvant) 

• l’utilisation de cellules en verre est possible car le verre est transparent dans les 

domaines spectraux concernés et son spectre Raman est assez faible (dépend 

cependant des applications). 

• les échantillons peuvent être utilisés sous n’importe quelle forme, sans être dilués ni 

altérés ; 
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Dans la plupart des cas, la spectroscopie Raman permet d’obtenir le même type 

d’informations que la spectroscopie infrarouge, bien que le principe de la méthode soit 

différent et que les modes de vibrations observés soient parfois complémentaires. L’effet 

Raman est indépendant de la longueur d’onde excitatrice utilisée, ce qui permet de supprimer 

certains phénomènes indésirables (fluorescence, décomposition des substances colorées...) en 

choisissant une longueur d’onde adéquate. 

La spectroscopie Raman est une technique optique qui permet de mesurer des excitations de 

faibles énergies dans les cristaux, tels que les phonons, les plasmons, les magnons [194]. Elle 

est aussi très sensible aux excitations “Zeeman”: transition de spin (retournement de spin ou 

“spin- flip” électronique et magnétique.  

La vitesse avec laquelle un spectre Raman est obtenu dépend du système de détection et de 

l’utilisation des analyseurs multicanaux. Un spectre Raman peut par exemple sur des cas 

simples être obtenu moins d’une seconde [192].  

I-5-4- 2- Inconvénients 

• L’intensité du signal Raman est faible et est proportionnelle à la quatrième puissance de la 

fréquence excitatrice. Il vaudrait donc mieux utiliser de courtes longueurs d’ondes, ainsi, 

cette propriété conduit à un signal plus faible dans le proche IR (à 1064 nm) que dans le 

visible (488 nm) [195]. 

• L’émission du corps noir dû à l’échauffement de l’échantillon peut parfois gêner les 

enregistrements. 

• La luminescence28: elle peut être plus intense que l’effet Raman en fonction de 

l’échantillon à étudier et de la longueur excitatrice. La luminescence masque parfois la 

totalité du signal Raman, mais on peut l’éviter en sélectionnant une longueur d’onde ad-

hoc. Pour les systèmes biologiques, les longueurs d’ondes rouges sont recommandées. La 

décomposition des substances colorées par réactions photochimiques. 

• La décomposition des échantillons par échauffement. 

Ces inconvénients peuvent parfois être contrebalancés par la spectroscopie Raman à 

Transformée de Fourier. 

                                                 
28 Luminescence : c’est l’émission de lumière à basse température lors d’une excitation par des rayonnements qui ne sont ni lumineux, ni thermiques 
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Cette technique nécessite l’utilisation d’une raie excitatrice peu énergétique (radiation à 1064 

nm du laser Nd : YAG dans le proche infrarouge.  Ce qui permet de pallier au problème de 

luminescence. Les substances colorées ne risquent pas de se décomposer. Cette technique 

évite de plus l’échauffement et la dégradation des échantillons. L’analyse est plus rapide car 

tous les éléments spectraux sont mesurés simultanément. La sensibilité est meilleure car une 

plus grande quantité de photons est détectée dans le même temps ; 

Les fréquences sont déterminées avec précision grâce à un laser qui mesure la position du 

miroir mobile de l’interféromètre. 

La diffusion Raman dans l’UV est aussi parfois utilisée notamment en biologie. 

I-5-5- Applications de la spectroscopie Raman 

Les domaines d’applications sont extrêmement vastes et pas encore complètement explorés 

car un échantillon peut avoir n’importe quelle origine: 

• minérale, 

• biologique, 

• organique, 

• géologique, 

• synthétique 

Avec l’amélioration et l’automatisation des instruments, la spectrométrie Raman s’est 

maintenant bien implantée dans l’industrie, aussi bien pour le contrôle-qualité que pour le 

contrôle en ligne dans les unités de fabrication. Cette évolution est essentiellement due, d’une 

part à l’apparition sur le marché de microspectromètres Raman compacts très performants 

permettant aux laboratoires industriels à l’aide du même appareil, de mener des recherches 

fondamentales et d’effectuer du contrôle (analyse de défauts par exemple), et d’autre part, à la 

possibilité d’effectuer des analyses à distance par utilisation de fibres optiques ; l’unité 

d’analyse et de contrôle pouvant ainsi se trouver à plusieurs centaines de mètres du site de 

production.  

Les informations apportées par la spectroscopie Raman sont relativement étendues: 

• identification de phases ou de composés chimiques ; 

• caractérisation des matériaux (au sens large) ; 

• détermination de la structure moléculaire ; 

• détermination de concentration ; 

• imagerie chimique; 
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• La méthode spectroscopique dotée de la meilleure résolution (un micron) pour 

l’identification et la caractérisation de composés ou de phases. 

Remarque : L’augmentation résonante du signal Raman  permet de l’appliquer à l’étude des 

excitations de faibles énergies dans les structures de puits quantique. La spectroscopie Raman 

permet de sonder les transitions de spins électroniques et magnétiques (ions Mn2+) de façon 

continue en fonction du champ magnétique [194]. 

I-5-5-1- Applications à la santé et aux milieux biologiques 

Brands et al ont rapporté dans leur travaux que la spectroscopie Raman est utilisée pour le 

suivi de la progression/régression des plaques athérosclérotiques chez l’homme ou l’animal 

[196]. Il a été également démontré par Witkowski que la spectroscopie Raman est une 

technique expérimentale douée pour l’analyse des contrefaçons suspectes des dosages 

pharmaceutiques [192, 197], le contrôle de production en pharmacie [198], la discrimination 

de deux fournisseurs d’un même excipient a été possible par l’obtention et la comparaison des 

spectres Raman de leurs produits respectifs [198], dans les tests biologiques et diagnostic 

médical [180, 196, 198-210].  

Cette technique est utilisée dans les laboratoires judiciaires pour analyser les traces d’ADN 

présents sur le vêtement des victimes en cas de crimes sexuels et également la drogue 

dissimulée dans le tissu [211]. Il a été démontré que la spectroscopie Raman est utilisée dans 

l’analyse de calculs urinaires, les microcristaux dans les myxomycètes, les concrétions 

intracellulaires [212]. L’identification rapide des bactéries et des champignons est opérée 

grâce à cette technique [213] et également la détection de disfonctionnement de vésicules 

chez les enfants et adulte [204]. L’étude des virus et des cellules infectées peut être menée en 

utilisant cette méthode [180]. 

Tout comme la spectroscopie infrarouge, la spectroscopie Raman donne des informations sur 

la composition chimique, la structure moléculaire et les interactions moléculaires d’une 

cellule ou d’un tissu. Il est également possible d’analyser les systèmes biologiques complexes 

comme les cellules ou les tissus dans le domaine du cancer [214-216] ou d’identifier les 

microorganismes [217].  Plusieurs travaux dans la littérature rapportent l’utilisation de la 

spectroscopie Raman en biologie. Notons ceux de Schwartz et al pour la caractérisation par 

spectroscopie Raman de la composition chimique des biofilms [218] sur les filtres tels que le 

sable et le charbon actif. Ces biofilms agissent comme des filtres biologiques et constituent 

finalement un élément très important dans le traitement des eaux.  
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L’étude des microorganismes par spectroscopie Raman apparaît être une méthode fiable, non 

destructive, rapide et sensible pour la caractérisation et l’identification des cellules 

biologiques. Les méthodes biologiques, bien qu’elles soient de plus en plus perfectionnées 

sont limitées. Elles nécessitent un temps considérable environ 3 à 4 jours selon les analyses.  

La spectroscopie Raman est capable de rendre compte de l’état physicochimique d’une 

bactérie qui varie avec l’état physiologique de la cellule, son âge et son environnement.  Cette 

méthode est sensible aux changements moléculaires induits par les variations de composition 

chimique. Le spectre d’une bactérie est spécifique, car la proportion des différents 

constituants protéiques, lipidiques, glucides et minéraux varie selon la nature des 

microorganismes.   

La technique de diffusion Raman est la principale technique de caractérisation utilisée dans 

notre projet car comme nous l’avons déjà spécifié, elle ne nécessite que de très faibles 

volumes d’échantillons, elle est très rapide à mettre en œuvre, ne nécessite pas de préparation 

de l’échantillon, donne la possibilité d’utiliser l’eau comme solvant  et permet précisément 

dans notre projet d’explorer la zone de faible fréquence (< 1000 cm-1) correspondant aux 

acides nucléiques, détails que la spectroscopie infrarouge par exemple ne peut fournir. 

I-5-5-2- Applications variées de la spectroscopie Raman 

Pour résumer l’ensemble, le tableau VI regroupe l’ensemble des champs d’applications de la 

diffusion Raman.  

 

Tableau VI: Champs d'application de la diffusion Raman 
 
Domaines d’applications Utilisations 

Art et musées 

- analyse des pigments, 

- des anciennes poteries, 

- des peintures murales des églises en Macédonie, 

Nanomatériaux 
- caractérisation des nanotubes de carbone, 

- des films de polymères, 

Biologie 

- caractérisation in vivo du corps humain, 

- analyse des lymphocytes, 

- détection des microorganismes sur les cellules, 

- investigation du processus d’athérosclérose pour le contrôle 
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de dépôts de cholestérol et d’acide gras, 

Pharmacie 
- contrôle des produits pharmaceutiques, 

- caractérisations des excipients dans les comprimés, 

Chimie du carbone 
- caractérisation du diamant coloré, 

- évaluation de le dureté du carbone, 

Polymères - prédiction des propriétés physiques et chimiques, 

Etat solide - caractérisation insitu des réactions catalytiques hétérogènes, 

Suivi insitu des réactions 

- études des batteries au lithium, 

- suivi en chaîne de la fabrication de produits chimiques, 

- chimie du phosphore en industrie, 

- étude microscopique de la diffusion, 

Corrosion 
- suivi de la cinétique d’oxydation sur les surfaces d’alliages 

en aluminium, 

Semi conducteur - contrôle de dépôts des couches de Si sur les substrats SiGe, 

Composites 

- caractérisations des circuits intégrés, 

- analyse des réactions chimiques à l’état solide dans les 

matériaux composites, 

Justice 

- identifications des stupéfiants, 

- identifications des explosifs, 

- analyse des encres (empruntes digitales), 

Géologie - analyse des matériaux géologiques, 

Verre - analyse des matériaux en verre. 
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I- 6 - La microbalance à cristal de quartz 

 

Les mesures de variation de masse sont généralement réalisées à l’aide de balances dont le 

fonctionnement est basé sur une mesure mécanique ou électromagnétique de forces. 

Cependant, ces instruments ne permettent, en général, qu’une mesure à l’air. Dans le cas de 

phénomènes de dépôt ou de dissolution en solution, la mesure ne peut donc être réalisée qu’ex 

situ et les processus ne peuvent pas être suivis en continu. De plus, la limite de détection 

d’une ultramicrobalance d’analyse se situe autour de 0,1 µg [219]. Cette limite est insuffisante 

pour la mesure d’une ou plusieurs monocouches d’atomes sur une surface. La microbalance à 

quartz offre une sensibilité 100 fois plus élevée, se situant dans le domaine du nanogramme 

[219]. Cette méthode permet la réalisation de mesures dans des milieux variés, notamment les 

milieux liquides. Un autre avantage est que la précision de la mesure résulte de la géométrie 

du capteur, appelé résonateur, et de l’électronique qui mesure les variations de propriétés de 

ce capteur, ceci rend l’étalonnage à priori inutile si ces paramètres sont parfaitement 

contrôlés. 

I-6-1- Principe de fonctionnement de la microbalance  

 

Un cristal piézoélectrique subit une oscillation suite à une stimulation piézoélectrique 

appliquée par des électrodes. La fréquence de résonance du cristal est corrélée à sa masse. 

Tout ajout ou retrait de masse provoque une variation de la fréquence de résonance ; en 

mesurant cette différence de fréquence ∆f, on peut calculer la différence de masse ∆m grâce à 

la relation de Sauerbrey [220].  

 

∆ f =
-2 fo2 ∆m

A√µq ρq  

 

∆f = variation de la fréquence de résonance du cristal de quartz 

∆m = variation de la masse du cristal de quartz 

fo = fréquence de résonance propre du cristal de quartz 

A  = surface active (métallisée) du cristal de quartz 

µq = module de cisaillement du cristal de quartz (2,947. 1011g.cm-1.s-2) 
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ρq = densité du cristal de quartz (2,648g.cm-3) 

Le quartz présente un certain nombre d’avantages par rapport à d’autres matériaux : 

• il offre une faible résistance à la propagation des ondes acoustiques et un module de 

cisaillement élevé ; 

• il peut être préparé sous une forme très pure et très bien cristallisée ; 

• il présente une très grande stabilité chimique, notamment au contact de solutions. 

I-6-2- Exemples d’applications de la microbalance à cristal de quartz 

Les matériaux piézoélectriques possèdent la propriété de se polariser électriquement sous 

l’action d’une force mécanique (effet direct) et, réciproquement, de se déformer lorsqu’on 

leur applique un champ électrique (effet inverse). Ces caractéristiques particulières en font des 

matériaux de choix pour la réalisation de capteurs, de moteurs, de transducteurs ou de 

transformateurs.  

Ce dispositif peut se révéler très utile pour évaluer l’accrochage d’ADN sur un substrat lors 

des étapes d’immobilisation ou d’hybridation et permet le suivi in situ de la fréquence de 

résonance du cristal de quartz [221-223]. Ce dispositif est largement utilisé pour étudier les 

interactions entre les biomolécules en raison de sa haute sensibilité et la mesure des 

interactions en temps réel [224]. Ce qui justifie son utilisation pour le suivi de 

l’immobilisation des protéines et des anticorps [224] et l’étude des réactions anticorps 

antigènes [222].  La littérature abondante concernant la microbalance à cristal de quartz 

utilisée dans le domaine de la biologie témoigne de ses multiples possibilités d’applications. 

Outre ses capacités d’immunodosage et d’immunodétection, cette technique est utilisée pour 

détecter l’agglutination de billes de latex recouvertes d’anticorps [225], pour doser les 

protéines totales urinaires après précipitation, pour contrôler la croissance bactérienne [1]. 

Pour ses applications en immunocapteur, la microbalance est utilisée pour détecter les 

entérobactéries par immobilisation d’anticorps spécifiques sur l’électrode du quartz et pour 

détecter la présence d’anticorps anti-VIH dans le sérum en quelques minutes par un 

revêtement de peptides de VIH sur la surface. L’immunocapteur piézoélectrique est aussi 

employé pour contrôler l’adsorption des protéines sur l’or [226]  et pour étudier la cinétique 

de fixation d’immunoglobulines sur une couche de protéine A immobilisée sur le 

transducteur. 

Ce dispositif constitue ainsi une base intéressante pour élaborer un biocapteur car elle permet 

de déterminer en temps réel la masse des molécules retenues sélectivement par la partie 
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bioreceptrice de la surface du transducteur. C’est ce qui a motivé notre choix de cette 

technique comme outil d’analyse complémentaire à la diffusion Raman. Nous avons ainsi la 

deuxième technique parfaitement complémentaire, l’une quantitative mais non spécifique (la 

microbalance à cristal de quartz) et l’autre parfaitement qualitative (la diffusion Raman).  
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Conclusion : 

 

Cette étude  bibliographique nous a ainsi permis de comprendre ce qu’est un biocapteur, son 

principe de fonctionnement ainsi que les éléments constitutifs. Elle nous a permis également 

de comprendre les modes  d’accroche du bioélément ; de recenser les techniques de 

fonctionnalisation de surface généralement utilisées dans l’immobilisation des biomolécules 

en identifiant leurs avantages et leurs inconvénients et enfin les techniques de caractérisation 

comme la diffusion Raman et la microbalance à cristal de quartz. Notre choix s’est orienté 

vers un mode d’accroche covalent et une fonctionnalisation de surface par voie 

électrochimique. En effet, l’accroche covalente permet de former des liaisons très stables et 

irréversibles et est  ainsi adaptée pour réaliser des systèmes performants sur de longues 

durées. Nous avons également choisi une fonctionnalisation par voie électrochimique dans le 

but de former plus rapidement nos surfaces, de limiter les étapes de réaction  et l’utilisation 

des réactifs, par conséquent limiter les coûts de synthèse. Dans la même optique, nous avons 

choisi une technique de caractérisation comme la diffusion Raman aussi rapide à mettre en 

œuvre et nécessitant de très faible volume d’échantillon pour l’analyse.  
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II- 1-  Synthèse du polythiophène 

 

Cette partie concerne la synthèse du polymère conducteur qui servira par la suite de support 

d’immobilisation d’éléments biologiques détectables par spectroscopie vibrationnelle.  

Nous avons rappelé que d’après la littérature, les matériaux polymères avec des composants  

biologiquement actifs sont d’une grande importance dans le domaine des  biotechnologies.  

Dans le même ordre d’idée, le poly (N,N-diéthyl-(2-thiophén-3yl-éthoxyméthyl)benzène-  

sulfonamide) a été synthétisé. Après dopage et transformation du groupement sulfonamide  en 

chlorure de sulfonyle, une protéine a été immobilisée de façon covalente pour orienter un 

anticorps spécifique en surface capable de détecter une bactérie. Le  polythiophène a été 

choisi pour plusieurs raisons : 

• Sa stabilité électrochimique ; 

• La possibilité de dopage n (décrochage potentiel des entités biologiques accrochées 

d’où la recyclabilité de la surface),  

• Il maintient son électroactivité  sur les différents  cycles et on peut le rendre 

conducteur par dopage électrochimique ou chimique. 

 

II-1-1- Critère de choix du monomère : N,N-diéthyl-(2-thiophén-3yl-

éthoxyméthyl)-benzènesulfonamide (M) 

S

O

SO2NEt2

 

La méthode de synthèse est issue de la littérature [227].  Notre travail a consisté à cette étape 

à la purification du monomère déjà présent au laboratoire UCO2M  (UMR 6011) de 

l’Université du Maine.  

Le choix du monomère s’est fait par leurs propriétés intéressantes en milieu organique et 

aqueux. Ce monomère possède : 

• un motif thiophène dont les positions α α’ à l'atome de soufre sont libres et peuvent 

être engagées par oxydation dans la formation des chaînes de polymères ; 
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• un groupement arylsulfonamide qui conduira au groupement chlorure de sulfonyle: 

fonction d'ancrage de l'anticorps ; 

• une chaîne carbonée qui sépare le groupement électropolymérisable de la fonction 

d'ancrage, ce qui permet l'accessibilité du groupement fonctionnel. La présence d’un 

atome d’oxygène dans la chaîne carbonée augmente la mouillabilité des chaînes de 

polymère et améliore son électroactivité en milieu aqueux.  

II-1-2- Synthèse du monomère 

Le monomère est obtenu en deux étapes avec un rendement de 59%.  La première étape est la 

substitution nucléophile du chlore de la fonction chlorure de sulfonyle par la diéthylamine 

conduisant au sulfonamide avec un rendement de 90%. Cette première réaction constitue une 

étape de protection du chlorure de sulfonyle. La deuxième étape consiste en une substitution 

nucléophile du brome par le 2-thiophén-3-yl-éthanolate et conduit au monomère avec un 

rendement de 65%. 

SO2Cl

Br

NHEt2/NEt3
Et2O, T.A.
Rdt= 90%

S

OH

+

SO2NEt2

Br t-BuOK, THF
Rdt= 65%

S

O

SO2NEt2

 

Schéma 1 : Mécanisme de synthèse du monomère 
 

II-1-3- Purification du monomère 

Cette expérience s’est faite par chromatographie sur colonne sur gel de silice au système 

éluant cyclohexane/ acétate d’éthyle (60/40).  Deux produits ont été obtenus et analysés par 

RMN 1H et 13C. L’élucidation des structures des composés a permis d’identifier le monomère 

nécessaire à la formation du film de polythiophène. Les spectres RMN 1H et 13C sont 

représentés respectivement par les figures 30 et 31 confirmant bien l’obtention du monomère 

pur. 
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Figure 30: Spectre RMN 1H du N, N-diéthyl-(2-thiophén-3yl-éthoxyméthyl)benzènesulfonamide 

 

 

Sur le spectre RMN 1H (200 MHz, CDCl3, δ en ppm/TMS), on observe les signaux suivants :  

7,71 - 7,79 (2H, système AA’, H aromatique) ;  7,32 - 7,40 (2H, système BB’, Haromatique) ; 7,25 

(1H,dd, Hthiophène) ; 7,03 (1H, dd, Hthiophène), 6,98 (1H,dd,  Hthiophène) ; 4,58 (2H, s, O-CH2-Ph) ; 

3,73 (2H, t, CH2-O) ; 3,23 (4H, q, CH2-N) ; 2,97 (2H,t,  CH2-thiophène) ; 1,14 (6H, t, CH3). 
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Figure 31: Spectre RMN 13C du N, N-diéthyl-(2-thiophén-3yl-éthoxyméthyl)benzènesulfonamide 

 

Sur le spectre RMN 13C ci-dessus, on observe les déplacements chimiques que l’on peut 

attribuer de la manière suivante : 
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II-1-4- Formation du poly (N,N-diéthyl-(2-thiophén-3yl-éthoxyméthyl) –

benzènesulfonamide ( PolyM) 

Le film de Poly(M) est formé par oxydation du monomère (10 mM) dans une solution 

d'acétonitrile et 0,1M d'hexafluorophosphate de tétra-n-butylammonium(Bu4NPF6) employé 

comme électyrolyte. La solution électrolytique est préalablement séchée sur alumine activée à 

300°C pendant 3h puis désaérée par un courant d'argon.  Les études électrochimiques ont été 

réalisées avec un montage à trois électrodes. L'électrode de travail est une feuille de platine. 

L'électrode de référence consiste en un fil d'argent plongeant dans une solution d'acétonitrile 

contenant un sel d'argent (AgNO3). La contre électrode est un fil de platine. Le potentiel 

anodique est imposé entre l'électrode de travail et l'électrode de référence tandis que le 

courant circule entre l'électrode de travail et l'électrode auxiliaire (contre électrode). De cette 

façon, le système de référence de potentiel n'est pas perturbé au cours de l'étude 

électrochimique et les courbes intensité - potentiel peuvent être enregistrées.  Le schéma  

suivant représente l’équation d’électropolymérisation. La figure 18 (page 39) démontre la 

formation de la chaîne de  polythiophène de proche en proche à travers les couplages 

radicalaires.  

 

O

S

N

O

O

S

n         -2n'e-; -2n'H+
O

S

N

O

O

S n
 

 

La figure 32 présente la superposition de plusieurs voltammogrammes enregistrés sur une 

plaque de platine de 1,20 cm2 avec une vitesse de balayage de 100 mV/s. 

 

Légende : Les symboles suivants seront utilisés dans les paragraphes suivants :  

I = Intensité de courant 

E = Potentiel à l’électrode 

∆F = Variation de fréquence 
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Figure 32: Voltammogrammes cycliques successifs enregistrés sur une plaque de platine plongée dans une 

solution contenant le monomère dans CH3CN/Bu4NP6, V= 100 mV s-1 

 

L’expérience a été reprise sur  un cristal de quartz platiné pour enregistrer les prises de masse. 

Les mêmes conditions expérimentales ont été adoptées : 10 mM du composé M1 et 0,1M 

d'hexafluorophosphate de tétra-n-butylammonium (Bu4NPF6) employé comme électrolyte, 

une électrode de référence constituée d’un fil d'argent plongeant dans une solution 

d'acétonitrile contenant un sel d'argent (AgNO3), une contre électrode constituée d’ un fil de 

platine. La même vitesse de balayage de 100 mV.s-1. Lorsque l’électrode de travail est un 

cristal de quartz platiné comme c’est le cas ici, l’analyseur de fréquence (microbalance à 

cristal de quartz) permet de suivre les variations de la fréquence de résonance du cristal de 

quartz. Comme démontré dans la partie bibliographique, ces variations de fréquence peuvent 

être traduites en variations de la masse de l’électrode de travail [220].  

∆ F =
-2 fo2 ∆m

A√µq ρq  

Cette relation permet de déduire que ∆m = -1,066 ∆F. La relation de Sauerbrey est vérifiée si 

la masse de polymère déposée sur l’électrode est inférieure à 15µg.  

Les figures 33 et 34 illustrent les voltammogrammes observés et la prise de masse enregistrée 

pour 11 cycles.  
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Figure 33: Voltammogrammes cycliques successifs enregistrés sur un cristal de quartz platiné pour 11 
cycles, V= 100 mV s-1 
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Figure 34: Courbe de suivi gravimétrique observée sur du cristal de quartz platiné pour 11 cycles de 

voltamétrie cyclique. 

 

Il ressort de la figure 33 de voltamétrie cyclique qu’au premier balayage de potentiel, il y a 

une augmentation du courant d’oxydation à partir de 1,2 V. Ce courant correspond à 

l’oxydation du monomère en solution donnant lieu à la formation de radicaux cations.  Dès le 

second balayage aller, un système réversible apparaît à un potentiel (0,6V)  inférieur au 

potentiel d’oxydation du monomère. L’apparition de ce système correspond à l’oxydation du 

polymère formé à l’électrode. Les balayages supplémentaires montrent une augmentation de 

l’intensité de ce système attribuable à la formation d’un film électroactif qui croît à la surface 
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de l’électrode. La croissance du film de polymère est également confirmée par l’augmentation 

de la masse comme l’illustre la figure 34 de suivi gravimétrique. On observe sur cette figure 

une variation totale de fréquence de 12000 Hz correspondant à une prise de 12792 ng pour 11 

cycles de voltamétrie cyclique.  On remarque que cette valeur est proche de la condition 

limite de Sauerbrey (15µg). Ce qui permet de conclure dans notre cas que pour rester dans 

cette condition, le nombre de cycles lors de l’électropolymérisation doit être limité (moins de 

15 cycles).  

II-1-5- Etude électrochimique du film poly (N,N-diéthyl-(2-thiophén-3yl-

éthoxyméthyl)benzènesulfonamide 

Le film a ensuite été étudié dans la solution électrolytique d’acétonitrile dépourvue de 

monomère afin de rendre compte du comportement intrinsèque de polymère obtenu 

précédemment. 

II-1-5- 1- Comportement anodique 

En choisissant le domaine de potentiel entre -0.3V et +0.9 V, on obtient une courbe 

d'oxydation caractéristique du dopage p du poly(M). Le dopage p consiste en une perte 

d'électron. Ce qui entraine la création d'une lacune électronique à l'origine du mouvement des 

électrons π le long de la chaîne. Des exemples de dopage p sont représentés ci-dessous où on 

observe un polaron (forme radical cation), un bipolaron (forme bicationique) et deux polarons 

dans la même molécule macromolécule.  
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Pour assurer l'électroneutralité du système, chaque charge positive est compensée par l'entrée 

dans le polymère poreux d'un anion PF6
- provenant de la solution électrolytique. On obtient 

alors une conduction ionique et électronique avec un taux de dopage contrôlable en fonction 

de la quantité de charges introduites par unité monomérique dans le polymère à un potentiel 

donné. 

 Comme observé sur la figure 35, l'intensité du courant mesurée pendant le dopage p du 

poly(M) reste stable à partir du deuxième balayage de potentiel (superposition des 

voltammogrammes) ; ce qui indique une bonne stabilité du dopage p de ce polymère. Cette 

stabilité est corroborée par la courbe de suivi gravimétrique.  
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Figure 35: Voltammogrammes cycliques enregistrés sur plaque de platine recouvert du film de poly(M) 

obtenu précédemment. Ce film est plongé dans la solution de CH3CN/ Bu4NPF6 (vitesse de balayage, 
100 mV s-1) 
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Figure 36: Courbe de suivi gravimétrique du dopage p du poly(M) 
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Cette courbe de suivi gravimétrique du dopage p (figure 36) montre une réversibilité du 

processus. En effet, nous observons une prise de masse constante au fil du temps  (~ 6µg) 

enregistrée aux différents balayages allers. Par la suite, une masse concomitante (~ 6µg)  de 

même nature (figure 36) est quant à elle observée pendant la neutralisation du film enregistrée 

aux balayages retours. Cette recherche d’électroneutralité au sein du polymère durant les 

différents cycles correspond à un processus de rentrée-sortie d’anions PF6
-. La régularité de la 

courbe (figure 36) démontre une bonne stabilité électrochimique du dopage, et donc du 

polymère. 

II-1-5-2- Comportement cathodique 

 
Le comportement cathodique du poly(M) a été étudié sur le domaine de potentiel 0V à -2,5V 

dans une solution d'acétonitrile contenant Bu4NPF6 (0,1M) et préalablement séchée sur 

l'alumine activée, puis désaéré par un courant d'argon. Le voltammogramme (figure 37) 

montre un système réversible centré à -2,3V correspondant au processus de dopage n 

(création de charges négatives) dans la chaîne de poly(M). L’application d’un potentiel très 

cathodique peut conduire à la dégradation des chaînes polymères [228, 229]. Dans le cas du 

polythiophène qui nous occupe, l’application d’un potentiel cathodique limite de -2,5V 

permet la réduction des fonctions sulfonamides tout en conservant l'intégrité de la matrice 

(dopage p et n stables). Par ailleurs, comme indiqué précédemment nous observons un début 

de vague de réduction vers -2,5V traduisant la coupure cathodique de la liaison S-N de la 

fonction sulfonamide pour conduire aux ions sulfinates SO2
-. On note sur la figure 37 une 

intensité plus grande du pic de réduction au premier balayage. Ce phénomène est attribué à un 

courant de rémanence et correspond à la réduction d’une fraction de polymère non réduite 

entre +0 ,8V et -0,1V lors de la neutralisation du dopage p [228]. Ce phénomène de 

rémanence disparaît dès le second balayage et les voltamogrammes suivants se stabilisent en 

maintenant l’intensité du dopage n. Ainsi, le film est préservé à l’issue de plusieurs balayages 

du potentiel dans un intervalle compris entre 0V et -2,5V.   



RESULTATS ET DISCUSSION : Synthèse du polythiophène 

 81 

 

-3 -2,5 -2 -1,5 -1 -0,5 0
-0,4

-0,3

-0,2

-0,1

0

0,1

0,2

0,3

E(V)/Ag+/Ag

I(
m

A
)

 
Figure 37: Voltammogrammes cycliques enregistrés à 100mV. s-1de 0 V à -2,5V sur une plaque de platine 

recouverte d’un film de poly(M). Le film est plongé dans CH3CN/Bu4NPF6 

 

 

Par ailleurs, l’étude a été poursuivie en enregistrant la variation de masse à l’électrode de 

travail au cours du processus électrochimique. Les figures 38 et 39 illustrent le phénomène 

observé. 
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Figure 38: Voltammogrammes de coupure cathodique des liaisons S-N 
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Figure 39: Courbe de suivi gravimétrique de la coupure cathodique des liaisons S-N 

 

 
L’étude du comportement cathodique du poly(M) a permis de mettre en évidence la coupure 

des liaisons S-N des fonctions sulfonamides du polymère. Sur la figure 38 correspondant à 

l’étude cathodique du film de polymère sur cristal de quartz, on note deux pics de réduction 

autour de -1,7 V et de -2,45V. Celui à - 1,7 V correspond au dopage n du film de polymère 

tandis que celui à - 2,45 correspond à la coupure des liaisons S-N. Ceci est en accord les 

données de la littérature [230, 231]. Sur la courbe de gravimétrique (figure 39), on observe une 

perte brutale de masse à l’électrode au premier balayage et ensuite une stabilité du signal  

pendant les autres balayages. Cela indique que la coupure des liaisons S-N est quantitative 

lors du premier balayage de potentiel. Ceci corrobore avec les voltammogrammes 

correspondants (figure 38).  

 Le bon contrôle de la coupure de ces liaisons est important car cette étape est très 

déterminante pour la préparation de la fonction d’ancrage (SO2Cl). En effet, les anions 

sulfinates (SO2
-) créés lors de la coupure cathodique de la fonction SO2NR2 sont 

refonctionnalisés en chlorure de sulfonyle par introduction du polymère dans une solution 

(3,4.10-2M)  de N-chlorosuccinimide (NCS) dans l’acétonitrile pendant 15mn à température 

ambiante en accord avec les études préliminaires issues des littératures [230, 231].  
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Ces études montrent également que le groupement chlorure de sulfonyle réagit à température 

ambiante avec des nucléophiles faibles (alcools, amines primaires et secondaires) pour 

conduire à des esters sulfoniques ou sulfonamides. C’est ce qui a d’ailleurs motivé le choix 

d’un polymère possédant ce groupement fonctionnel dans notre projet pour accrocher de 

manière covalente les biomolécules cibles. Ces biomolécules, essentiellement constituées 

d’acides aminés contiennent  en effet plusieurs groupements amines. Le polythiophène ainsi 

synthétisé est analysé par spectroscopie Raman pour confirmer sa nature mais aussi pour avoir 

un spectre de référence qui permettra de faire des comparaisons avec les surfaces possédant 

des biomolécules immobilisées.  La littérature faite sur la synthèse des polythiophènes nous a 

permis d’interpréter les spectres et de comparer les valeurs expérimentales des bandes de 

vibrations obtenues à celles de la littérature [171-173, 232]. La figure 40 représente le spectre 

Raman (T64000 : Jobin-Yvon, CCD refroidi à l'azote liquide) du polymère fonctionnalisé 

synthétisé.   
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Figure 40: Spectre Raman du poly [chlorure 4-(2-thiophèn-3-yl-éthoxyméthyle)benzènesulfonyle] 
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Plusieurs publications dans la littérature traitent des polythiophènes et bon nombres de 

techniques de caractérisation sont utilisées parmi lesquelles la spectroscopie Raman. Le 

tableau VII compare les déplacements Raman des bandes de vibrations des polythiophènes 

dans la littérature et ceux  que nous avons obtenus expérimentalement. 

 

Tableau VII: Interprétation du spectre Raman du poly[chlorure 4-(2-thiophén-3-yl-
éthoxyméthyl)benzènesulfonyle] 

 
Fréquences (cm-1)  issues 

de la littérature [170, 171] 

Fréquences 

expérimentales (cm-1) 
Attributions 

1550-1630 1597,9 Dérivé du benzène 

1518 1521 
Cα=Cβ vibration de valence 

antisymétrique 

1445 - 1455 1471,5 
Cα=Cβ vibration de valence 

symétrique 

1378 1370.2 Cβ –Cβ vibration de valence 

1325 -1425 1326,9 SO2 - Cl 

1210 1224,4 Cα –Cα’ 

1186 1177,8 Cβ- H 

1145 1151,6 SO2 

1125 1115,1 SO2 - Cl 

1050 1042,3 Noyau aromatique 1,4-substitué 

1021 1018 Cβ’ - Cδ 

930 946,6 
C-O-C vibration de valence 

symétrique. 

720- 830 769- 853,3 Benzène 1,4-disubstitué 

500 - 750 493 – 688,2 
C- S-C vibration de déformation des 

cycles thiophènes. 

 

D’après les résultats du spectre Raman, les bandes de vibrations du polythiophène que nous 

avons observées confirment les données issues de la littérature et par conséquent valident 

notre synthèse. Nous nous sommes intéressés  aux polythiophènes en tant que matrice support 

potentielle pouvant être fonctionnalisée avant immobilisation d’éléments biologiques. Dans ce 
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cadre, les biomolécules sont essentiellement des protéines, il apparaît donc important de bien 

distinguer par diffusion Raman le signal provenant des polythiophènes de celui provenant des 

protéines, en particulier dans la zone 500 - 1700 cm-1. La figure 41 représente le spectre 

comparatif de la protéine A et du polythiophène. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 41: Comparaison entre le spectre Raman de la protéine A et le spectre du polythiophène 

 

L’étude comparative de ces spectres est faite dans le tableau VIII ci-dessous. 

 

 

Tableau VIII: Comparaison des bandes Raman de la protéine A et du poly[chlorure 4-(2-
thiophén-3-yl-éthoxyméthyl)benzènesulfonyle] 
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Protéine A Polythiophène  

synthétisé 

1665 1597,9 

1518 1521 

1490 

1445 

1425 

 

1471,5 

1372 1370.2 

1229 1326,9 

1101 1224,4 

1132 1177,8 

1125 1151,6 

1050 1115,1 

1003 1042,3 

936 1018 

901 946,6 

855 769- 853,3 

755 493 – 688,2 

 

En comparant les bandes de vibrations de la première protéine que nous allons immobiliser à 

savoir la protéine A avec celles du polymère précédemment synthétisé, on note que les bandes 

de vibrations du polymère recouvrent toute la région comprise entre 500 cm-1 et 1700         

cm-1(zone caractéristique des acides nucléiques et des lipides : acides gras des protéines). Il 

apparaît ainsi très difficile à terme de reconnaître par spectroscopie Raman les signaux 

caractéristiques des biomolécules immobilisées sur un support polythiophène même si la 

procédure est validée. Le polythiophène, bien qu’il possède de nombreux avantages (ceux 

cités précédemment) n’est donc pas un support adéquat pour l’immobilisation des 

biomolécules choisies et leur identification par spectroscopie Raman dans ce projet.  Ainsi, 

nous avons donc envisagé une autre technique de caractérisation des biomolécules 

immobilisées sur le support polymère à savoir la microscopie à fluorescence et la 

microbalance à cristal de quartz.  
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II-1-6- Immobilisation des biomolécules sur le support polymère 

Comme présenté dans le paragraphe précédent, il est difficile de confirmer par spectroscopie 

Raman l’immobilisation des biomolécules sur le support polythiophène. Nous avons 

finalement  opté dans cette partie pour un suivi par microbalance à cristal de quartz et par 

microscopie à fluorescence. Le film de polymère synthétisé précédemment est analysé par 

fluorescence pour avoir un spectre de référence. La figure 42 représente l’image de 

fluorescence du poly [chlorure 4-(2-thiophén-3-yl-éthoxyméthyl)-benzènesulfonyle].  

 

 
 

Figure 42: Image de fluorescence du poly[chlorure 4-(2-thiophén-3-yl-éthoxyméthyl-benzènesulfonyle] 

 

On observe sur la figure 42 une tache de fluorescence confirmant bien la synthèse du 

polymère. Cette image sera comparée à celle sur laquelle sera immobilisée l’IgG fluorescent 

afin de valider le processus d’immobilisation.  

Le but du projet étant de détecter une bactérie dans un échantillon donné, il est forcément 

nécessaire d’immobiliser au préalable un anticorps spécifique à cette bactérie. Pour optimiser 

et favoriser la  reconnaissance spécifique anticorps-antigène, l’anticorps doit être bien 

immobilisé en préservant ses sites de reconnaissance de l’antigène. Pour cela, une protéine A 

ayant des interactions spécifiques avec l’anticorps est préalablement ancré sur notre support 

avant toute immobilisation de l’anticorps.  Cette protéine A permet de bien orienter 

l’anticorps à la surface.  

II-1-6-1-  Immobilisation de la protéine A 

La solution de protéine A est préparée dans le tampon phosphate (PBS) à une concentration 

de 50 mg/l. La surface polymère synthétisée et fonctionnalisée est montée dans une cellule à 

microbalance à cristal de quartz. 400 µl de tampon sont introduites dans la cellule pour faire 

le point zéro et en même temps éviter la saturation de la microbalance. Une fois le signal 
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stabilisé 10 µl de solution de protéine A sont introduites dans le milieu. Après la nouvelle 

stabilisation, 10 µl sont encore introduites dans le milieu et ceci jusqu’à l’observation de 

l’invariance du signal en fonction de l’ajout de solution de protéine. La surface est ensuite 

lavée à l’eau ultrapure et séchée. La figure 43 présente les variations de fréquence observées 

pendant l’immobilisation. 
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Figure 43: Courbe de suivi gravimétrique de l'immobilisation de la protéine A sur le poly(M) 

fonctionnalisé 

 
Sur la courbe de suivi gravimétrique ci-dessus (figure 43), on observe une variation de 

fréquence de l’ordre de 5500 Hz correspondant à une variation de masse de 5863 ng. Nous 

notons que cette prise de masse importante n’est possible que pour une quantité de polymère 

déjà présente sur la surface inférieure à 10µg. Ces résultats nous permettent bien de confirmer 

que la protéine A a été immobilisée.  

II-1-6-2-  Immobilisation de l’IgG spécifique à Salmonella 

Une solution de 10 mg/l d’IgG est préparée dans le tampon PBS. L’échantillon précédent est 

remonté dans la cellule, une première injection de 100 µl de tampon est faite toujours pour la 

stabilisation du signal et constituer le point initial. Les additions de 10 µl de solution d’IgG 

ont été faites jusqu’à l’invariance du signal de la microbalance. La figure 44 représente les 

variations de fréquence observées.  
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Figure 44: Courbe de suivi gravimétrique de l’immobilisation de l'IgG  

 
La figure 44 montre une variation de fréquence de l’ordre de 700 Hz correspondant à une 

prise de masse calculée d’IgG immobilisé de 746,5 ng. En conclusion, l’IgG a été bien 

immobilisé même si les quantités restent légèrement faibles. 

II-1-6-3-  Immobilisation de l’IgG fluorescence  

Pour obtenir des contrôles d’immobilisation supplémentaires, nous avons choisi à cette étape  

de confirmer l’immobilisation de l’IgG précédent par un autre IgG fluorescent qui lui est 

spécifique.  Pour cela, une solution d’IgG fluorescent de concentration 140 mg/l a été 

préparée suivi des injections de 10 µl dans la cellule sur laquelle est monté l’échantillon 

portant le premier IgG. Un contrôle positif d’immobilisation du premier IgG sera marqué par 

des prises de masse au niveau de la microbalance à cristal de quartz et une fluorescence 

abondante sur l’image de la microscopie à fluorescence. Les figures 45 et 46 présentent les 

résultats obtenus.  
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Figure 45: Courbe de suivi gravimétrique de l’immobilisation de  l'IgG fluorescent   

 
 
Cette figure indique une variation de fréquence de l’ordre de 1200 Hz ; donc une prise de 

masse calculée de 1279,2 ng. D’où, l’anti- IgG fluorescent est bien immobilisé. Ces résultats 

sont corroborés par l’image de fluorescence.  

 

      
 

Figure 46: Image de fluorescence après immobilisation de l'anticorps fluorescent sur deux endroits 
différents de la surface 

 

Les deux images de la figure 46 représentent la fluorescence de l’IgG fluorescent sur deux 

endroits différents de l’échantillon. On remarque que quelque soit la position où l’on se trouve 

sur l’échantillon, la fluorescence est plus marquée comparée à celle du polymère tout seul 

(figure 42). Ces résultats nous permettent de confirmer que la biomolécule fluorescente a été 
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immobilisée. Cette dernière étant spécifique à un premier IgG, on conclut par conséquent que 

le premier IgG a été au préalable bien immobilisé.  

II-1-6-4-  Immobilisation de la bactérie  (salmonella) 

L’applicabilité   du polythiophène pour détecter  une bactérie a été réalisée sur  salmonella et 
la figure 47 présente les résultats obtenus.  
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Figure 47: Suivi de l'immobilisation de salmonella 

 

On observe sur la figure 47, une variation de fréquence de l’ordre de 1400 Hz correspondant à 

une variation de masse de 1492,4 ng confirmant très bien l’immobilisation de la bactérie.  

Nous avons ainsi pu valider la détection d’une bactérie par le polythiophène.  

En conclusion 

Cette partie nous a permis de synthétiser un polymère conducteur par électropolymérisation ; 

ce polymère a été caractérisé par spectroscopie Raman, microbalance à cristal de quartz et 

microscopie à fluorescence. Les essais  d’immobilisation de la protéine A, l’anticorps 

spécifique à la salmonelle, un anticorps fluorescent spécifique à l’anticorps contre salmonelle 

et la salmonelle elle-même ont été entrepris. Un des objectifs de ce travail étant 

principalement les caractérisations du support et de matériels biologiques par spectroscopie 

Raman,  il s’avère  que le polythiophène n’est pas adapté à la caractérisation par 

spectroscopie Raman de ces biomolécules bien que le processus d’immobilisation soit positif. 

Nous avons donc envisagé une nouvelle voie avec un autre type de surface que nous 

présenterons dans la partie suivante. 
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II-2- Modification de la surface d’or par le chlorure 
de parabenzènesulfonyle 

 

La partie précédente sur la synthèse du polythiophène a démontré que ce polymère 

n’était pas le meilleur candidat pour l’immobilisation des biomolécules en vue d’une 

détection Raman. Il est donc question dans cette partie d’élaborer une nouvelle surface 

spécifique permettant l’ancrage facilité des bioéléments et ne présentant pas un spectre 

Raman recouvrant le domaine fréquentiel des biomolécules. De plus, la technique principale 

de caractérisation étant la diffusion Raman, le choix du support à fonctionnaliser est de grande 

importance afin d’éventuellement coupler effet d’exaltation du signal attendu facilitant la 

détection des biomolécules. Plusieurs surfaces présentent cette propriété potentielle 

d’exaltation. Nous pouvons citer : l’or, l’argent, le platine.  Nous avons choisi l’or en raison 

des études préliminaires sur les fonctionnalisations de surface pour l’immobilisation de 

biomolécules. Il ressort de la littérature que le soufre forme des liaisons covalentes avec la 

surface d’or. En revanche, la procédure de synthèse nécessite beaucoup de temps, d’étapes, de 

solvants  et de réactifs mis en jeu.  L’idée de notre projet est d’utiliser une molécule chimique 

qui va également former une liaison covalente avec de l’or comme dans le cas du soufre mais 

ceci en nécessitant moins d’étapes, de réactifs et de solvants. Nous avons choisi de 

fonctionnaliser la surface d’or avec le chlorure de benzènesulfonyle pour rester dans le but du 

projet à savoir une fonction d’ancrage en chlorure de sulfonyle et aussi parce qu’on est 

capable pour greffer facilement cette molécule de manière covalente sur la surface d’or.  

II-2-1- Synthèse électrochimique du chlorure de parabenzènesulfonyle  

Nous avons utilisé deux méthodes pour la synthèse de ce composé donc nous allons 

développer tour à tour chacune en présentant ses avantages et ses inconvénients. 

II-2-1-1- Synthèse à partir du chlorure de 4-nitrobenzène 

sulfonyle 

Le solvant utilisé dans ce protocole est l’hexafluorophosphate de n-tétrabutylammonium dans 

l’acétonitrile : CH3CN/Bu4NPF6 (0,1M). Le chlorure de 4-nitrobenzènesulfonyle (2,9 mg) est 

dissous avec 5,5 mg de nitrite de sodium (NaNO2) dans 5 ml de solvant.  Une faible portion 

d’acide chlorhydrique (200 µl) est associée au mélange pour permettre la conversion des 
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groupements nitro en groupements amines qui réagiront avec le nitrite de sodium NaNO2 pour 

former le diazonium. La solution a été introduite dans une cellule électrochimique  en téflon 

d’une capacité de 12 ml. Les études électrochimiques ont été réalisées avec un montage à trois 

électrodes.  Une électrode de travail constituée d’une plaque d’or sur quartz (Φ= 5 mm), une 

électrode de référence constituée d’un fil d’argent plongeant dans une solution d’acétonitrile 

contenant un sel d’argent (AgNO3 à 0,1M) et un fil de platine comme contre électrode. Le 

mécanisme de cette synthèse est résumé par l’équation ci-dessous.  
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De cette équation, il ressort qu’une fois les fonctions nitro réduites en amine, le nitrite de 

sodium dans le milieu réagit avec la fonction amine pour donner un sel de diazonium. Ce sel 

de diazonium est ensuite transformé en radical libre (avec dégagement de l’azote) qui à son 

tour formera des liaisons covalentes avec la surface de l’or.  La surface d’or est ainsi modifiée 

par une monocouche organique avec un groupement chimique. Si la réaction n’est toutefois 

pas bien contrôlée, une réaction secondaire peut intervenir par la réaction des fonctions 

chlorure de sulfonyle avec des fonctions amines pour former des groupements sulfonamides. 

Dans ce cas, on n’aura pas seulement la  formation d’une monocouche mais aussi, de petites 

chaînes de polymères à la surface de l’or entrainant une rugosité de surface plus importante. 

Ce phénomène est illustré par le mécanisme ci-dessous :  
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Schéma 2 : Mécanisme de formation du produit secondaire 
 
 

La modification de la surface d’or a été en outre suivie par voltamétrie cyclique et par 

microbalance à cristal de quartz. Les résultats sont enregistrés sur les figures 48 et 49. 
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Figure 48: Voltamétrie cyclique de modification de la surface d'or à partir du 
chlorure de 4-nitrobenzènesulfonyle, V= 100mVs-1 
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Nous avons réalisé, comme observé sur la figure  48, cinq cycles  de réduction de +0,5V à  

-0,5V correspondant au passage du sel diazonium au radical libre dans la solution 

d’acétonitrile. Au premier balayage de potentiel, l’intensité du courant de réduction est 

importante    (-0,13mA). Cette intensité diminue progressivement jusqu’à un seuil intervenant 

au  troisième balayage. Cela signifie au premier balayage, la modification de la surface d’or 

est plus importante et diminue graduellement jusqu’à un stade où la monocouche est réalisée 

(plus de surface d’or disponible). Ce phénomène est corroboré avec la courbe gravimétrique 

(figure 49). Sur celle-ci, on observe une prise de masse importante au premier balayage suivi 

d’une diminution progressive.  

II-2-1-2- Synthèse à partir de l’acide sulfanilique (acide 4-amino 
benzènesulfonique) 

Le solvant utilisé est l’acide chlorhydrique. L’acide paraaminobenzènesulfonique (4,3 mg) et 

le nitrite de sodium (5,2 mg) sont dissous dans 5 ml de HCl (1M). Cette solution a été ensuite  

introduite dans une cellule électrochimique à trois électrodes. Une électrode de travail 

constituée de la surface d’or sur quartz, une électrode de référence au calomel saturé (ECS) et 

une contre électrode constituée de platine. On réalise ensuite une voltamétrie cyclique sur un 
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Figure 49: Suivi gravimétrique de la modification de la surface d'or à partir du chlorure de 4-nitro               
benzènesulfonyle 
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domaine de potentiel compris entre 0,3V et – 0,4Vet simultanément un suivi gravimétrique 

par microbalance à cristal de quartz est effectué. Après cette étape, la surface d’or sur quartz 

modifiée est ensuite introduite dans une solution de PCl5/CH2Cl2 pour transformer les 

fonctions acides sulfoniques en chlorure de sulfonyle. Cette dernière constitue  notre fonction 

d’ancrage,  très réactive, spécifique  et  nécessaire à la capture des biomolécules. Le 

mécanisme de la réaction est présenté ci-dessous :  
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Nous avons réalisé cette synthèse à partir de trois équivalents de NaNO2. Dans ce deuxième 

protocole de synthèse, la fonction amine réagit toujours avant le nitrite de sodium pour former 

le sel de diazonium qui va se transformer en radical libre et former une liaison covalente avec 

la surface d’or. Ceci se fait électrochimiquement par voltamétrie cyclique à 100 mVs-1 dans 

un domaine de potentiel compris entre 0,25V et -0,4V. Les résultats suivants confirment bien 

la synthèse du composé attendu. 
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Figure 50: Voltamétrie cyclique de modification de la surface d’or sur quartz à partir de l’acide 
sulfanilique 
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Sur les voltammogrammes enregistrés (figure 50), l’intensité du courant au premier balayage 

de potentiel est très importante et diminue de façon très significative à partir du deuxième 

balayage et varie ensuite peu. Ce phénomène indique une passivation de l’électrode. C'est-à-

dire une modification presque totale de la surface au premier balayage. Cette passivation 

caractérise  la formation d’une monocouche de chlorure de benzènesulfonyle à la surface de 

l’or.  Le processus de sulfonylamidation marqué dans le précédent protocole n’a pas lieu dans 

celui-ci.  En effet, les groupements hydroxyles des fonctions acides sulfoniques ne constituent 

pas de bons groupements partants et ne peuvent réagir avec les fonctions amines. Par ailleurs, 

sur la figure 50 de voltamétrie cyclique, on observe une vague irréversible à 0,1V marquant la 

réduction du sel de diazonium en radical libre. Ce dernier va ensuite assurer une liaison 

covalente avec la surface d’or. Le phénomène de passivation est corroboré par la prise de 

masse sur la microbalance à cristal de quartz. Sur la figure 51, on observe une grande prise de 

masse au premier balayage et ensuite une stabilité pour les autres balayages de potentiel. Ce 

qui signifie que la surface d’or est totalement modifiée dès le premier balayage. La variation 

globale de fréquence observée pendant la fonctionnalisation de la surface d’or est de l’ordre 

de 160 Hz et correspond à une variation de masse de l’ordre de 170 ng. Le nombre d’unité de 

fonctionnalisation présent sur la surface d’or peut être calculé à partir de la variation de masse 

obtenue sur la microbalance.  Ce nombre d’unités est de 9.6866110-10 mole. La diffusion 

Raman a été réalisée sur cette surface pour avoir un spectre de référence du substrat avant 

immobilisation des biomolécules. La figure 52 représente le spectre Raman de la surface d’or 

modifiée au chlorure de parabenzènesulfonyle. 
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Figure 51: Suivi gravimétrique de la modification  de la surface d’or 
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Figure 52: Spectre Raman de la surface d'or modifié au chlorure de parabenzènesulfonyle 

 

Sur ce spectre, on observe deux bandes de vibration caractéristiques de la monocouche 

synthétisée. Une bande à 1595 cm-1 attribuable au cycle benzène et une bande à 1127cm-1 

attribuable à la fonction SO2Cl (liaison S-Cl). Ces informations sont bien compatibles avec la 

structure de la molécule. Les groupements SO2Cl réagiront ensuite de manière covalente avec 

la protéine A. Et comme nous l’avons déjà mentionné la caractérisation de la protéine 

accrochée se fera principalement par diffusion Raman d’où la nécessité d’avoir au préalable 

un spectre du substrat bien dégagé pour pouvoir identifier les vibrations propres à la 

biomolécule. La figure 53 représente la juxtaposition du spectre de la monocouche et celui de 

la protéine A. 
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Figure 53: Spectre comparatif du substrat et de la protéine A 

 

En comparant ce spectre de la monocouche avec celui de la protéine A, on remarque que la 

surface d’or fonctionnalisée présente peu de pics, de surcroît dans un domaine différent de 

celui de la protéine A. Donc, les signaux caractéristiques des biomolécules immobilisées sur 

ce type de substrat devraient être plus aisément identifiables. La surface d’or modifiée est 

ainsi prête pour l’ancrage des biomolécules.  

II-2-2- Contrôle de la fonctionnalisation de la surface d’or par AFM 

Cette expérience a été réalisée à partir d’une surface d’or de faible rugosité (0,9 nm).  Le 

microscope à force atomique (ou AFM  pour atomic force microscope) est un type de 

microscope à sonde locale qui sert à visualiser la topographie de la surface d'un échantillon. 
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Doté d’une pointe à extrémité métallique de 10 nm de rayon placée sur un levier flexible, ce 

microscope enregistre les interactions entre les atomes de la pointe et ceux de la surface à 

analyser. Il se produit soit une attraction, appelée force de Van der Waals, soit une répulsion 

(à très faible distance). Ces forces provoquent des déplacements de la pointe, entraînant des 

déviations du levier qui sont enregistrées et traitées par ordinateur pour reproduire le relief. 

Pour l’expérience AFM, une surface de dimension 5x5µm de l’échantillon d’or pur est dans 

un premier temps analysée seule pour avoir une idée de la topographie. Cette surface est 

ensuite fonctionnalisée par le chlorure de benzènesulfonyle selon le second protocole présenté 

précédemment : c'est-à-dire à partir de l’acide sulfanilique. Les résultats de ces expériences 

sont représentés sur les figures 54 et 55. 

 

 
Figure 54: Image AFM de la surface d'or non fonctionnalisée 

 

 
 

Figure 55: Image AFM de la surface d'or fonctionnalisée 
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Les résultats AFM ont montré que la surface d’or pure possède une rugosité de 0,9 nm. Après 

fonctionnalisation avec du chlorure de parabenzènesulfonyle, on a observé une augmentation 

de la rugosité (1,3 nm) signifiant qu’un dépôt de matière a été effectivement réalisé. On note 

de plus sur les images, une homogénéité de la surface d’or à l’état pur et fonctionnalisé. Sur 

les images de la surface d’or fonctionnalisée, des objets ovales de couleur jaunâtre et de 

dimension de l’ordre de quelques nanomètres ont été repérés.  La présence de ces nano objets 

est probablement due à la contamination de la surface. Ce détail sensibilise sur la précaution à 

prendre lors de la fonctionnalisation de surface à savoir, bien rincer la surface après 

fonctionnalisation pour éliminer les résidus de matières non réagies et ensuite bien protéger 

correctement avant une expérience d’AFM pour éviter la présence de polluants extérieurs.  

 II-2-3- Immobilisation des biomolécules 

L’immobilisation de protéines et des anticorps, les interactions spécifiques et non spécifiques 

et des modifications structurelles sont les mécanismes importants largement examinés dans le 

développement d'immuno-essais et des biocapteurs. Leur immobilisation sur support solide 

permet généralement d'augmenter leur stabilité au cours du temps. Comme déjà décrit dans la 

partie bibliographique, on distingue plusieurs techniques d’immobilisation des bioéléments 

sur le transducteur :  

Adsorption physique : La fixation des biomolécules sur le support peut se faire soit par des 

forces de dispersion29 (Van der Waals), soit par des forces polaires résultant de la présence de 

champs électriques dans les micropores, soit par des liaisons hydrogènes dues aux 

groupements hydroxyles ou amines. Ce procédé est réversible et la désorption peut survenir 

au cours de la mesure. De plus, par cette méthode, on ne fixe qu’une faible quantité de 

bioélément sur le substrat ce qui diminue la limite de détection.  

Confinement : Il s’agit de conserver l’élément sensible près de la surface du capteur sans 

toutefois le lier physiquement à cette même surface. Dans ce cas, le biorécepteur, qui va rester 

libre en solution à l’intérieur d’un compartiment fermé par une membrane sélective et semi-

perméable, conserve une activité maximale. Cette technique, bien qu’offrant en théorie 

d’excellents résultats est très peu utilisée du fait de la complexité de sa mise en œuvre.  

Liaisons covalente : Le couplage covalent se fait généralement avec un support 

fonctionnalisé insoluble dans l’eau. Il modifie la structure moléculaire du soluté et rend en 

général le processus irréversible.   Lorsque cette technique est utilisée avec un élément 

                                                 
29 Force de dispersion : La force d'attraction qui existe entre les molécules qui n'ont aucun dipôle permanent 
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biologique, la réaction doit impliquer les sites qui ne sont pas essentiels à l’activité biologique 

de la molécule. Ce type d’immobilisation évite le phénomène de désorption et permet de 

mieux contrôler les quantités de matières fixées. C’est celle que nous avons choisi pour 

immobiliser nos biomolécules au regard des différents avantages qu’elle présente.  

II-2-3- 1- Immobilisation de la protéine A 

La protéine A est un récepteur superficiel cellulaire fortement stable produit par plusieurs 

lignées de Staphylococcus aureus. Elle est constituée d’une simple chaîne polypeptidique de  

poids moléculaire 42 kDa, contenant quatre domaines répétitifs riches en acide aspartique et 

en  acide glutamique, mais exempt de cysteine. Elle contient peu ou pas de carbohydrate, 4 

résidus tyrosine. La protéine A  est capable de se lier à la partie Fc (fragment cristallisable) 

d'immunoglobines, particulièrement l’anticorps IgG, d'un grand nombre d'espèces. Elle joue 

ainsi un rôle très important dans les biocapteurs pour la détection de microorganismes. En se 

liant aux immunoglobulines par leur fragment cristallisable, elle permet une reconnaissance 

aisée d’un microorganisme spécifique via le fragment Fab (fragment antigen binding) de 

l’IgG.  Les travaux préliminaires démontrent qu’elle  est constituée de cinq domaines de 

récepteurs  disponibles pour interagir avec les IgG [233].  

Le contrôle d’immobilisation de toutes les biomolécules a été réalisé conjointement  

par diffusion Raman et par microbalance à cristal de quartz.  

II-2-3- 1- 1- Protocole d’immobilisation de la protéine A 

Une solution de 50 mg/l de protéine A a été préparée à l’aide du tampon phosphate (pH 7,4). 

La poudre de protéine A est d’origine commerciale (référence P6031- Sigma).  La surface 

d’or modifiée avec du chlorure de benzène sulfonyle est immergée dans la solution de 

protéine A pendant 2h. La surface a été ensuite lavée au tampon phosphate et à l’eau ultrapure  

plusieurs fois et séchée à température ambiante. La diffusion Raman a ensuite été réalisée sur 

cette surface à l’aide du spectromètre Xplora de Horiba Jobin Yvon en utilisant la longueur 

d’onde λ = 785 nm. Pour le suivi par microbalance, la surface d’or fonctionnalisée est montée 

dans une cellule électrochimique et connectée à la microbalance. 500 µL de solution de 

tampon phosphate sont introduites initialement dans la cellule pour la stabilisation du signal 

de la microbalance, des injections de 10 µl de solution de protéine A se sont poursuivies 

successivement. La surface est enfin démontée de la cellule électrochimique puis lavée et 

séchée à température ambiante pour poursuivre l’immobilisation des autres biomolécules. 
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II-2-3- 1- 2- Identification de la protéine A 

 Comme nous l’avons précédemment introduit, les recherches actuelles en terme de détection 

de bioélément et en particulier de pathogènes, s’orientent vers des méthodes rapides, 

sélectives et sensibles. A ce titre, la spectroscopie Raman est une des techniques les plus 

prometteuses pour la détection directe et l'identification rapide [203, 206, 234, 235]. 

L’efficacité démontrée de la  spectroscopie Raman pour l’identification de la conformation, 

l'orientation, la configuration de chaînes, des résidus d'acides aminés et des interactions est 

extrêmement utile dans l'identification des biomolécules tout en maintenant l’intégrité 

fonctionnelle de la molécule [236-238]. Cette technique nous permet sans ambiguïté 

d’identifier  les biomolécules immobilisées et présente l’avantage de ressortir les bandes de 

vibrations des résidus d’acides aminés détails que la spectroscopie Infrarouge ne révèle pas. 

La figure 56 ci-dessous représente le spectre Raman de la poudre de protéine A réalisée dans 

la gamme spectrale 400 cm-1- 3500 cm-1 avec un temps d’acquisition de 300 s, longueur 

d’onde de 785 nm et un objectif de microscope x100. Le spectre de la protéine A immobilisée 

sur la surface fonctionnalisée sera ensuite comparé à celui de la poudre de protéine A afin de 

confirmer l’immobilisation.   
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Figure 56: Spectre Raman de la poudre de protéine A 
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Figure 57: Spectre Raman de la protéine A immobilisée sur la surface d'or fonctionnalisée 

 

 

Le spectre de la figure 56 est pris comme référence pour le contrôle d’immobilisation de la 

protéine A par spectroscopie Raman. Ce spectre présente les vibrations liées aux C-H de 

valence entre 2860 cm-1 et 2940 cm-1, une bande amide I autour de 1657cm-1, les bandes de 

vibration liées à la phénylalanine apparaissent autour de 1610 cm-1 et 1002 cm-1, le 

tryptophane apparaît autour de 1553 cm-1 et 1421cm-1
, les vibrations de déformation des CH2 

apparaissent autour de 1445 cm-1, les bandes observées à 1395 cm-1 sont attribuables aux 

vibrations de déformations CH3, une bande amide III à 1327cm-1, les vibrations de valence des 

liaisons C-C sont observées autour de 1123 cm-1 et 1031 cm-1, une bande à 937 cm-1 

attribuable à la vibration de balancement des liaisons CH3
 des structures terminales en hélice 

α. Les bandes à 895 cm-1 et 880 cm-1 sont attribuables aux vibrations de balancement des 

liaisons CH2,  les bandes de vibrations caractéristiques de la tyrosine sont observées à 853cm-1, 

830 cm-1, 760 cm-1 et 644 cm-1. Les bandes de vibration que nous observons sont bien en 

accord avec la littérature. Sur la figure 57 qui représente le spectre de la protéine A 

immobilisée sur la surface,  on observe bien une bande entre 2860 cm-1 et 2940 cm-1 

attribuable à la vibration de valence  C-H; la bande à 1654 cm-1 attribuable à la fonction 

amide I ; la bande à 1443 cm-1 attribuable à la vibration de déformation CH2 ; la bande entre  

1304 cm-1- 1258 cm-1 attribuable à la fonction amide III en hélice α ; les bandes de vibration 

de balancement de CH2 autour de 875 cm-1. Les bandes de vibration correspondantes aux 

résidus d’amino acides tels que la phénylalanine entre 1001 cm-1 et 1601 cm-1 ; le tryptophane 

à 1542 cm-1 ; la tyrosine entre   829 cm-1 et 756 cm-1et enfin les vibrations de valence des 
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liaisons C-C autour de 1078 cm-1.  La présence de ces différentes bandes de vibrations sur le 

spectre de la protéine A immobilisée permet bien de confirmer sa fixation sur la surface. Les 

études préliminaires montrent que les surfaces d’or exaltent le signal Raman. Ce qui nous 

permet à partir de la spectroscopie Raman conventionnelle d’obtenir des données de meilleure 

qualité.  Ces résultats sont corroborés avec ceux observés sur la courbe de suivi gravimétrique 

(figure 58).  
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Figure 58: Suivi gravimétrique de l'immobilisation de la protéine A 

 

La courbe de suivi gravimétrique qui présente une variation de la fréquence de résonance du 

cristal de quartz en fonction du temps montre une variation de fréquence de l’ordre de 225 Hz. 

D’après la relation de Sauerbrey, cette variation de fréquence correspond à une variation de 

masse de l’ordre de  240 ng.   Le nombre de moles de protéine A déposée sur la surface est de 

5.7142910-12mole. Cette donnée permet d’obtenir le nombre de fonctionnalisation par 

protéine A greffée à la surface. On observe sur cette courbe, un dépôt graduel de masse sur la 

surface. Ce qui laisse penser à une réaction thermodynamiquement  stable de la protéine avec 

la surface fonctionnalisée. Pour s’assurer du couplage covalent entre la  protéine A et le 

substrat, les tests d’adsorption ont été réalisés. Pour cela, les injections de 10 µl de la solution 

de protéine utilisée pour l’immobilisation ont été menées sur une surface d’or non modifiée et 

suivies par microbalance à cristal de quartz. La figure 59 présente les résultats obtenus. 
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Sur cette figure 59, on remarque que l’injection de la solution de protéine A n’entraine pas de 

variation de la fréquence de résonance du cristal de quartz.  Après plusieurs injections, il n’est 

pas observé de variation de fréquence. On peut donc conclure à l’absence de prise de masse : 

la protéine A ne s’adsorbe pas sur la surface d’or. Nous confirmons ainsi que les prises de 

masses observées dans la procédure d’immobilisation de la protéine sur la surface d’or 

fonctionnalisée sont bien spécifiques. L’interaction entre la protéine A et la surface 

fonctionnalisée résulte de la substitution nucléophile  du chlore de la surface fonctionnalisée 

par des groupements amines de la protéine A formant ainsi des liaisons sulfonamides très 

stables.  

II-2-3-2- Immobilisation de l’immunoglobuline : IgG humain 

Les anticorps, aussi appelés " immunoglobulines", sont une des deux molécules de protéine 

importantes du système immunitaire qui interviennent dans la reconnaissance de pathogènes. 

Ils sont constitués de quatre chaînes polypeptidiques reliées par des ponts disulfures et 

possèdent un poids moléculaire de 150 kDa. Ils possèdent une structure en Y et comportent 

deux extrémités remarquables. Le fait d’avoir préalablement immobilisé une protéine A sur la 

surface permet à l’anticorps de se greffer spécifiquement via son fragment Fc sur la protéine 

afin de laisser disponible les sites de reconnaissance de l’antigène à travers les fragments Fab 

(fragment antigen binding) region. Le fragment CDR (Complementarity Determining 

Regions)  détermine la spécificité de la molécule et établit  le  contact avec un antigène. 
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Figure 59: Contrôle d'adsorption de la protéine A 
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II-2-3-2- 1- Protocole d’immobilisation de l’immunoglobuline : 

IgG humain 

Une solution d’IgG de concentration 1g/l a été préparée pour l’immobilisation à partir du 

tampon phosphate.  La surface d’or modifiée et portant la protéine A est introduite dans la 

solution d’IgG pendant 2h puis lavée au tampon et à l’eau stérile et séchée à température 

ambiante et soumise au contrôle Raman. Pour les études gravimétriques,  500 µl de la solution 

tampon ont été introduits dans la cellule à microbalance à cristal de quartz  et suivis jusqu’à la 

stabilisation du signal. Des injections de 10 µl de solution d’IgG sont ensuite réalisées 

successivement dans la cellule de microbalance. A la fin de l’immobilisation, la surface est 

lavée plusieurs fois au tampon et à l’eau stérile puis séchée à température ambiante et 

remontée dans la cellule à microbalance pour l’immobilisation de l’antigène. 

II-2-3-2- 2- Identification de  l’immunoglobuline: IgG humain 

La figure 60 représente le spectre Raman de la poudre d’IgG. L’interprétation du spectre de 

référence de la poudre d’IgG a été faite sur la base des données de la littérature [236]. La 

prédominance de la structure de l’IgG en hélice β est marquée par la bande amide I autour de 

1671 cm-1 et la bande la plus intense de l’amide III à 1242 cm-1.  Dans la protéine, où l’hélice 

α prédomine, la bande amide III à 1327 cm-1 est plus intense que celle à 1242 cm-1. Les autres 

bandes liées à la vibration de valence des liaisons C-H, vibration de déformation des liaisons 

C-H, vibration de balancement des groupes CH2, vibrations liées aux résidus d’acides 

aminés : phénylalanine, tyrosine, tryptophane apparaissent aux mêmes fréquences que celles 

de la poudre de protéine A. 
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Figure 60: Spectre Raman de la poudre d'IgG 

 

Il ressort d’ici que la spectroscopie Raman permet de distinguer directement et rapidement la 

protéine A et l’IgG à partir des bandes de vibration de la fonction amide III où l’on aura une 

structure d’hélice α pour la protéine A et une structure en feuillet β pour l’IgG. 
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Figure 61: Spectre Raman de l'IgG immobilisé sur le substrat fonctionnalisé et la protéine A 
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Sur la figure 61, on observe des bandes entre 2860 cm-1 et 2940 cm-1 attribuable à la vibration 

de valence des liaisons C-H, une faible bande autour de 1661 cm-1 attribuable à la fonction 

amide I, une bande à 1443 cm-1 lié à la vibration de déformation des groupes CH2, une bande 

entre 1258 cm-1 et 1304 cm-1 lié à la fonction amide III, une bande autour de 1078 cm-1 liée à 

la vibration de valence des liaisons C-C, une bande à 756 cm-1 et 829 cm-1 attribuable à la 

tyrosine. Ces différentes bandes présentes dans le spectre de l’IgG immobilisé permettent de 

conclure qu’après immobilisation, les biomolécules conservent leur structure. De ce fait, les 

bandes de vibrations caractéristiques des biomolécules ne sont pas modifiées. Les faibles 

shifts observés pour certaines fréquences de vibration par comparaison au spectre de référence 

peuvent être dus à l’environnement chimique des différents groupes fonctionnels. En effet, en 

considérant un modèle très simple, on peut admettre que la fréquence (f) de vibration est liée à 

la constante de force de la liaison (k) et à la masse des atomes (m) ou molécules par une  

relation « grossière » du type : 

k
w

m
=    où w est la pulsation = 2π f 

 

La calibration du spectromètre est menée systématiquement à partir du silicium qui possède 

une seule raie à 520 cm-1 et de manière à éviter les raies Rayleigh très intense pouvant 

masquer le signal Raman. Les conditions expérimentales (temps d’acquisition spectrale, le 

nombre de d’acquisition, diamètre du diaphragme confocal) sont aussi choisies de manière à 

éviter au mieux le phénomène de fluorescence pouvant masquer partiellement ou même 

totalement le spectre Raman. 
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Figure 62: Suivi gravimétrique de l'immobilisation de l'IgG 

 

Les expériences de suivi gravimétrique ont été répétées pour le cas d’immobilisation de l’IgG 

et la figure 62 nous montre une variation de fréquence de l’ordre de 350 Hz correspondante à 

une variation de masse d’IgG déposée sur la surface de 373 ng. On remarque que 

l’immobilisation de l’IgG se fait de manière plus rapide que la protéine A. A t = 250s, on 

observe une variation brusque de la fréquence. Ce qui pourrait s’expliquer par les interactions 

spécifiques très fortes entre la protéine A déjà présente  sur la surface et l’IgG.  

II-2-3-3- Reconnaissance anticorps-antigène 

Les travaux réalisés jusqu’ici ont permis de vérifier la validité de notre protocole de 

fonctionnalisation. Il est à noter que, tous les produits biologiques utilisés étaient sans danger 

pour l’expérimentateur, de même nous avons choisi un antigène spécifique à l’anticorps 

précédent, sans que ce soit forcément une bactérie. L’anti IgG humain a été utilisé ici et 

présente une grande spécificité avec l’IgG. Les interactions anticorps-antigène se font à 

travers le fragment Fab (fragment antigen binding) de l’anticorps. La reconnaissance entre 

l’anticorps et l’antigène se fait via les liaisons hydrogènes. D’autres interactions faibles de 

type Van der Waals, interactions hydrophobiques et forces électrostatiques peuvent aussi 
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entrer en jeu dans le processus de reconnaissance.  La figure 63 illustre le phénomène 

d’interaction anticorps-antigène.  

 
Figure 63: Illustration des interactions anticorps - antigène 

 
Les molécules d’eau en bleu clair comblent les espaces entre l’anticorps et  l’antigène. Les 

molécules en vert correspondent à l’antigène et celles multicolores correspondent à 

l’anticorps.  Les molécules d’eau contribuent de façon significative à l’énergie de liaison par 

création des liaisons hydrogènes supplémentaires entre l’anticorps et l’antigène. Les 

interactions entre un anticorps et l’antigène n’étant pas covalentes, la réaction est réversible. 

Le tableau IX illustre les diverses interactions [239]. 

 

Tableau IX: Types et origine des interactions 
 
Forces non covalentes Origines illustrations 

Forces électrostatiques Attraction entre charges opposées NH3 OOC 

 

Liaison hydrogène 

Hydrogène partagé entre atomes 

électronégatifs (N,O) 
N H CO
δ δ δ δ  

 

Forces de Van der Waals 

La fluctuation dans les nuages 

électroniques autour des 

molécules polarise de manière 

opposée les atomes voisins 
 

Forces hydrophobes 

Le groupe hydrophobe n’interagit 

pas avec l'eau et a tendance à 

s’amasser pour exclure des 

molécules d'eau. L'attraction 

implique aussi des forces de Van 

der Waals  



RESULTATS ET DISCUSSION : Modification de la surface d’or 

 112 

 

II-2-3-3-1- Protocole d’immobilisation de l’antigène 

Une solution de 1,07g/l de l’anti IgG a été préparée à partir du tampon phosphate. La surface 

d’or utilisée dans l’immobilisation des précédentes étapes a été introduite dans cette dernière 

solution pendant 2h, lavée au tampon plusieurs fois et séchée à température ambiante et 

soumise aux études Raman. Le suivi par microbalance a été opéré de la même manière que les 

étapes précédentes.  

II-2-3-3-2- Identification de l’antigène 

Le spectre Raman a été réalisé dans les mêmes conditions expérimentales que les étapes 

précédentes. Rappelons ici que les antigènes possèdent  des sites de reconnaissance bien 

précis pour l’anticorps. Ce qui fait qu’un antigène ne réagira qu’avec un anticorps spécifique 

particulier. Par exemple, une bactérie type Escherichia coli ne réagira pas avec un anticorps 

spécifique à salmonella. La figure 64 représente les résultats obtenus à l’issue de 

l’immobilisation de l’anti IgG.  
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Figure 64: Spectre Raman de l'anti IgG immobilisé 

 

Par comparaison des spectres Raman avec les étapes précédentes d’immobilisation de la 

protéine A et de l’IgG, on observe des pics supplémentaires et bien résolus confirmant 

l’immobilisation de l’anti IgG. On note par exemple le pic à 1661 cm-1 correspondant à la 

bande amide I qui est intense et très résolu. Ce pic était très faible dans les autres étapes et son 
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accroissement d’intensité ne peut provenir que de cette biomolécule antiIgG d’un point de vue 

global. Ces résultats sont corroborés par la courbe de suivi gravimétrique (figure 65).  

temps(s)

0 500 1000 1500 2000

∆ f
(H

z)

-300

-250

-200

-150

-100

-50

0

50

 
Figure 65: Suivi gravimétrique de l'immobilisation de l'anti IgG 

 

Le suivi gravimétrique de l’immobilisation de l’anti IgG montre une variation de fréquence de 

275 Hz (figure 65)  correspondante à la variation de masse calculée de 293 ng. On note aussi 

une prise de masse rapide autour de 300s. Cette observation peut être liée aux interactions 

spécifiques entre l’IgG et l’anti-IgG. Cette réaction est donc très rapide du fait des interactions 

très fortes entre les deux entités. 

II-2-4-Contrôle d’immobilisation des biomolécules par AFM 

II-2-4-1- Contrôle d’immobilisation de la protéine A 

La surface d’or utilisée pour cette expérience est une plaque d’or de très faible rugosité (0,9 

nm) fabriquée au laboratoire de Physique de l’Etat Condensé de l’Université du Maine.  Les 

surfaces précédemment employées pour le Raman et la microbalance à cristal de quartz n’ont 

pas été utilisée du fait de leur forte rugosité. En effet, pour un faible dépôt de matière sur une 

surface fortement rugueuse, le dispositif AFM pourrait ne pas détecter la matière. C’est la 

raison pour laquelle de nouvelles surfaces d’or plus lisses ont été dédiées aux études AFM.   

Une solution de protéine A de concentration 50 mg/l est préparée à partir du tampon PBS. La 

surface d’or fonctionnalisée est immergée dans cette solution pendant 2h, lavée au tampon 

phosphate,  séchée à température ambiante et visualisée au microscope AFM. L’image 

obtenue est représentée par la figure 66. 
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Figure 66: Visualisation AFM de la protéine A immobilisée sur la surface d'or fonctionnalisée 

 

L’expérience est réalisée sur une portion de la surface de dimension 5x5 nm. Il ressort de 

l’image obtenue une rugosité de 1,1nm.  Cette donnée est incompatible avec les résultats 

obtenus pour la fonctionnalisation de la surface. Cette étape donnait une rugosité de 1,3nm. 

Théoriquement, nous attendions une rugosité plus importante que celle de la première étape 

parce qu’une nouvelle quantité de matière est ajoutée à la surface. Le résultat obtenu 

insatisfaisant pourrait s’expliquer par plusieurs raisons : soit par une très faible quantité de 

protéine présente à la surface et très faiblement détectable par l’instrumentation, soit une 

répartition non uniforme des entités greffées sur la surface.  Ce résultat non satisfaisant 

permettrait  en revanche  de conclure quant à la non adsorption de la protéine sur la surface 

d’or utilisée. Car une adsorption forte de la protéine serait détectée sur toute région de la 

surface.  

II-2-4-2- Contrôle d’immobilisation de l’IgG 

Etant donné qu’une protéine réagit spécifiquement avec les immunoglobulines, la présence 

d’une protéine A sur la surface sera détectée par l’IgG. Une solution d’IgG anti Escherichia 

coli  de concentration 0,35g/l a été préparée. L’échantillon fonctionnalisé comportant la 

protéine A est immergé dans cette nouvelle solution pendant 2h puis lavée au tampon et 

séchée à température ambiante. La visualisation AFM de cette nouvelle surface donne les 

résultats suivants : 
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Figure 67: Visualisation AFM de l'IgG immobilisée sur la surface fonctionnalisée 

 

 
Figure 68: Profil de hauteur de l'IgG immobilisé 

 

Sur la figure 67, on observe une membrane qui recouvre partiellement  la surface de 

l’échantillon. Le profil de hauteur de cette membrane est représenté à la figure 68. Nous 

notons qu’elle possède une épaisseur de 3,5nm. Cette information est conforme à une 

présence d’IgG. La présence de l’IgG à cette étape nous permet alors de répondre à une 

question posée lors de l’étape précédente. Est-ce que la protéine A a effectivement été greffée 

sur des fonctionnalisations ? En supposant que la membrane obtenue est issue des interactions 

spécifiques, on peut affirmer que la protéine A était immobilisée, même si faiblement. La 

présence d’une membrane bien visible après l’immobilisation de l’IgG pourrait aussi bien 

s’expliquer par le fait les IgG sont des macromolécules de poids moléculaires importantes 150 

kDa contre 42 kDa pour la protéine A.  
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II-2-4-3- Contrôle d’immobilisation de l’IgG Fluore scent 

L’IgG fluorescent utilisé dans cette expérience est marqué à l’isothiocyanate fluorescéine 

(FITC). FITC est une petite molécule organique qui se  conjugue aux protéines  par 

l'intermédiaire des amines primaires.  Dans le cadre de notre expérience le FITC se  couple de 

façon covalente à des amines primaires (lysines) de l'immunoglobuline (IgG) déjà présente 

sur la surface. L’utilisation de cet IgG fluorescent pour déceler la présence d’un anticorps 

préalablement immobilisé sur la surface offre l’avantage d’un test complémentaire à savoir la 

microscopie à fluorescence.  

La préparation de l’échantillon a été réalisée par immersion d’une surface d’or fonctionnalisée 

avec la protéine A et l’IgG préalablement immobilisés, dans une solution d’IgG fluorescent de 

concentration 1g/l. Au bout de 2h, l’échantillon a été lavé au tampon, puis à l’eau ultrapure et 

séchée à température ambiante avant d’être   analysé par AFM. La microscopie à force 

atomique réalisée à cette étape de l’expérience présente les résultats des figures  70 et 71. 

 

 

 
Figure 69: Structure de la molécule FITC 
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Figure 70: Visualisation AFM de l'IgG fluorescent 

 

 
Figure 71: Profil de hauteur de l'IgG fluorescent immobilisé 

 

Sur la figure 70 de microscopie AFM, on note de nouveau la présence d’une membrane 

d’épaisseur plus importante que celle de l’étape précédente laissant croire qu’il y a un 

nouveau dépôt de matière sur la surface. Le profil de hauteur de cette membrane représenté 

par la figure 71 permet d’estimer une épaisseur de 5nm qui pourrait s’expliquer par la 

présence de l’IgG fluorescent immobilisé. La dimension de la membrane de 5nm nous laisse 

croire qu’en plus de la membrane de 3,5 nm attribuable au premier anticorps immobilisé 

(l’IgG), nous avons une seconde membrane de dimension 1,5nm.  L’ensemble de ces 

informations  nous permet à travers l’AFM de conclure que les différentes biomolécules ont 

été immobilisées.  
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II-2-4-4- Contrôle d’immobilisation de l’IgG fluore scent par 
microscopie à fluorescence 

Les échantillons initialement non fluorescents, l’immobilisation de l’IgG fluorescent 

spécifique au premier IgG montre les résultats de la figure 72 confirmant bien 

l’immobilisation.  

 
Figure 72: Image de microscopie à fluorescence de l'IgG fluorescent 

                    

 

 

Conclusion 

Nous avons élaboré un nouveau protocole de fonctionnalisation des surfaces d’or très rapide, 

très réactif et spécifique. La validation de l’ensemble du processus a été vérifiée par 

l’immobilisation successive sur la surface d’or de la protéine A, l’IgG et l’anti IgG. Nous 

avons aussi démontré qu’il est possible à partir de la spectroscopie Raman conventionnelle 

(c’est-à-dire dispersive et sans amplification spécifique) de détecter les signaux des 

biomolécules immobilisées sur le support et de visualiser une monocouche bien que les 

signaux caractéristiques soient très faibles. Les techniques supplémentaires de contrôle, 

comme la microbalance à cristal de quartz, la microscopie AFM et la microscopie à 

fluorescence ont permis de confirmer la fonctionnalisation de la surface d’or et de vérifier son 

potentiel d’application à la fixation de biomolécules. Cette fonctionnalisation peut être 

étendue à tout type de biomolécules et présente des perspectives très intéressantes dans la 

réalisation de biocapteurs pour le contrôle de qualité, en industries agroalimentaires 

notamment.  
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I-3-  Etude des interactions entre biomolécules 

 

Dans cette partie, nous nous sommes intéressés à un aspect plus fondamental à savoir,  les 

interactions mises en jeu dans les procédés biologiques.  Les interactions de type protéine - 

protéine et les interactions protéine- surfaces jouent un rôle clé dans beaucoup de processus 

biologiques comme la transduction de signal, le contrôle d'expression de gène, l’inhibition 

d'enzyme, la reconnaissance antigène-anticorps [240]. Ces différents phénomènes trouvent 

leurs applications dans les bio-implants, les bio-fouling, les immuno-essais et les biocapteurs 

[241]. Il demeure cependant encore difficile de justifier pleinement les raisons qui expliquent 

l’établissement d’une interaction entre une séquence particulière de la biomolécule  et sa 

surface cible. Les caractéristiques moléculaires des chaînes latérales des acides aminés de 

chaque séquence spécifique, leur position relative et la formation spontanée de conformations 

préférentielles du polypeptide interviennent dans un processus de reconnaissance. La 

compréhension des mécanismes à l'origine des interactions initiales et des assemblages 

protéiques offre la possibilité de contrôler et d'orienter le processus de formation ainsi que la 

nature et les propriétés fonctionnelles des structures supramoléculaires résultantes.  Ce travail, 

en avant de l’objectif initial de type biocapteur a consisté à : 

-  expliquer les interactions d’une part entre la  protéine A et l’anticorps et d’autre part  entre 

la protéine A et les surfaces fonctionnalisées par spectroscopie Raman.   

- établir l’efficacité de l’ordre de réactivité entre les différentes entités : c'est-à-dire vérifier si 

les interactions entre deux protéines successivement ancrées sur un substrat sont les mêmes 

que les interactions entre ces deux protéines ancrées simultanément. 

- vérifier par diffusion Raman l’adsorption de la protéine sur une surface d’or. 

II-3-1-  Origine des interactions entre protéines  

Les protéines sont des hétéropolymères, linéaires, ayant une séquence bien définie. Les 

monomères étant des acides aminés, une protéine donnée aura toujours le même nombre de 

monomères enchaînés dans un ordre particulier [242]. Les relations complexes qui relient la 

séquence à la fonction découlent de la propriété qu’a la chaîne linéaire de se replier dans une 

conformation tridimensionnelle donnée. C’est cette structure tridimensionnelle qui détermine 

la fonction de la protéine. La position relative des différents atomes qui composent une 

protéine est décrite sur la figure 73. 
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Figure 73: a) Structure tridimensionnelle d'une protéine[242] ; b) Représentation schématique de la 

structure tridimensionnelle 

 

Cette structure qui détermine la composition en acides aminés et la conformation en trois 

dimensions de la protéine est très complexe  si bien que la représentation classique de la 

molécule comme le montre la figure 73(a) est inutilisable. Les changements de structure et 

d’orientation des protéines résultent des interactions qui dépendent-elles mêmes des facteurs 

tels que les réactions spécifiques ou non spécifiques, l’hydratation ou la déshydratation, 

l’encombrement stérique, la désorption et les conditions expérimentales [243, 244]. Une 

représentation schématique d’une molécule de protéine peut être comprise, en visualisant les 

boucles et les structures secondaires comme les hélices. L'hélice alpha est caractérisée par 

l'enroulement des liaisons peptidiques autour d'un axe. Cet enroulement se fait vers la droite 

(hélice droite).  Dans le feuillet plissé béta, les 2 chaînes sont disposées parallèlement l'une à 

l'autre et orientées en sens inverse.  Cette disposition est dite antiparallèle (voire figure 75). 

 

Figure 74: Structure secondaire d'une protéine [242] 

 

b a 
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Figure 75: Illustration des structures α et β des protéines [245] 
 
 

II-3-2- Nature des interactions 

Les interactions rencontrées dans les assemblages protéiques peuvent être différentes de par 

leur nature, leur énergie (force) et leur spécificité selon la nature de l’assemblage protéique et 

les conditions physico-chimiques du milieu. De plus, plusieurs types d’interaction sont 

susceptibles d’être impliqués entre les protéines à la fois dans la formation de l’assemblage 

protéique et dans sa stabilité. Il apparaît donc nécessaire de rappeler brièvement les 

principales caractéristiques des interactions moléculaires rencontrées lors des assemblages 

protéiques. 

II-3-2-1- Les liaisons covalentes 

Les liaisons covalentes sont spécifiques et résultent de la mise en commun d’électrons entre 

deux atomes. Elles peuvent aussi bien se former au sein d’une même protéine qu’entre 

plusieurs protéines. Ces liaisons sont très énergétiques (200 à 800 kJ.mol-1). Elles peuvent 
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s’établir entre les groupements carboxyliques et les groupements amines des acides aminés 

des protéines pour former des liaisons de type peptidique. La formation de ce type de liaison 

nécessite fréquemment un catalyseur qui peut être physique (température, pression), 

biologique (certaines enzymes comme la transglutaminase) ou encore chimique 

(glutaraldéhyde). Des liaisons covalentes peuvent également s’établir par l’intermédiaire des 

groupements thiols des résidus cystéine pour former des ponts disulfures intra et/ou 

intermoléculaires. La formation de ces liaisons est également favorisée par des températures 

élevées. Les liaisons covalentes jouent un rôle primordial dans la conformation des protéines 

et leur stabilité. A titre d’exemple, les ponts disulfures intramoléculaires confèrent une grande 

stabilité aux protéines.  

II-3-2-2- Les interactions électrostatiques 

Les interactions électrostatiques s’établissent entre des protéines portant des charges 

électriques opposées. L’énergie de ces interactions est fortement dépendante (i) des charges  

portées par les protéines (q1 et q2), (ii) de la distance entre les protéines (r) et (iii) de la 

constante diélectrique (ε) du milieu dans lequel ces protéines interagissent. La force des 

interactions électrostatiques est décrite classiquement par la loi de Coulomb et s’exprime 

selon l’équation suivante : 

1 2
2

04 r

q q
F

rπε ε
=  

ε0 correspond à la constante diélectrique du vide et εr correspond à la constante diélectrique du 

milieu. Les interactions électrostatiques entre protéines sont influencées par les charges des 

protéines et les conditions physico-chimiques du milieu dans lesquelles les complexes 

protéiques sont formés (pH, force ionique, nature des ions et température). L’énergie associée 

à ce type d’interaction est de l’ordre de 25 à 50 kJ.mol-1. 

II-3-2-3- Les liaisons hydrogènes 

Les liaisons hydrogènes sont de type dipôle-dipôle. Elles s’établissent entre un atome 

d’hydrogène (accepteur d’électrons) lié à un atome électronégatif (N, O) et un autre atome 

électronégatif (donneur d’électrons). L’établissement des liaisons hydrogènes est favorisé à 

basse température. L’énergie de ces liaisons est dépendante de l’électronégativité des atomes 

et de leur orientation dans la liaison : l’énergie la plus élevée est obtenue lors de l’alignement 
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des deux atomes électronégatifs et de l’atome d’hydrogène impliqués dans la liaison. 

L’énergie d’une liaison hydrogène s’échelonne entre 10 et 30 kJ.mol-1. 

II-3-2-4- Les liaisons de Van der Waals 

 Les liaisons de Van der Waals sont des liaisons non-spécifiques de type dipôle permanent - 

dipôle permanent, dipôle permanent - dipôle induit et dipôle induit – dipôle induit. Ces 

liaisons s’établissent à courte distance entre les domaines d’une même protéine ou entre 

plusieurs protéines. Elles résultent de la distribution asymétrique des charges électroniques 

d’un atome qui induit un moment dipolaire sur ce même atome. Ce moment dipolaire altère la 

distribution électronique des atomes voisins ce qui entraîne la mise en place de liaisons de 

Van der Waals entre ces atomes. 

 
Figure 76: Illustration des interactions type Van der Waals 

 

 
Les liaisons de Van der Waals sont attractives ou répulsives selon la distance entre les 

partenaires de l’interaction. En fonction des distances entre entités, elles sont d’abord 

attractives,  ce qui provoque le rapprochement des atomes et deviennent répulsives lors du 

rapprochement trop important de ceux-ci du à la répulsion des nuages électroniques et à 

l’impénétrabilité des atomes (Figure 76). L’énergie des liaisons de Van der Waals est 

proportionnelle à 1/r6 (r étant la distance entre deux atomes). Elle est de l’ordre de 1 à 20 

kJ.mol-1 et est globalement inférieure à celle des interactions électrostatiques et des liaisons 

hydrogènes.  

II-3-2-5- Les associations hydrophobes  

Les protéines peuvent également interagir et s’assembler pour former des complexes via des 

associations hydrophobes. Elles s’établissent entre des molécules apolaires ou présentant des 
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domaines apolaires dans des solvants aqueux. Ces associations hydrophobes sont de nature 

entropique et sont fortement dépendantes de la température. Elles sont favorisées pour des 

températures élevées. L’énergie de ces associations hydrophobes est de l’ordre de 2 à 10 

kJ.mol-1.  Les protéines globulaires contiennent des acides aminés apolaires. Des associations 

hydrophobes s’établissent entre ces acides aminés ;  ce qui contribue au repliement des 

protéines globulaires et à leur stabilité. L’organisation et le repliement des protéines sont tels 

que la majeure partie de ces acides aminés se retrouvent enfouis au cœur des protéines, là où 

l’accessibilité au solvant est restreinte (excepté pour les protéines membranaires dont les 

acides aminés apolaires sont exposés à la surface des protéines). Par conséquent, 

l’établissement d’associations hydrophobes entre protéines nécessite fréquemment une 

modification conformationnelle et structurale de ces dernières afin d’exposer les acides 

aminés apolaires à leur surface.  

 
Figure 77: Illustration des interactions protéiques [245] 

 

II-3-3- Outils de détections  des interactions 

Plusieurs outils d’analyse permettent de caractériser les interactions et  les comportements 

physico-chimiques des protéines [246-249]. Parmi ces outils, les techniques spectroscopiques 

vibrationnelles telle que la spectroscopie Raman, sont utilisées pour déterminer les 

conformations secondaires et la structure des interactions [238, 250]. La conformation ou la 

configuration des éléments  présents dans la protéine tels que les groupements amide III, la 

chaîne latérale, les résidus d’acides aminés  et le mécanisme d’interactions impliquent des 

changements de polarisabilité dans la molécule.  La diffusion Raman est particulièrement 

adaptée à la détection et l’analyse des changements de polarisabilité des biomolécules [236, 
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238, 250]. Cette technique optique non destructive, non invasive permet une mesure  rapide, 

sensible et reproductible de tous les échantillons biologiques. La bande amide III 

généralement bien résolue dans le spectre Raman des protéines a été utilisée pour déterminer 

précisément leur conformation secondaire [236]. Les changements spectraux associés aux 

acides aminés aromatiques comme la  tyrosine, la phénylalanine et des résidus tryptophane 

ont été utilisés pour suivre les interactions impliquant des modifications structurelles [251].  

Dans le cas d’une interaction entre un substrat et une protéine, la modification du site actif 

rend la protéine inactive. La figure 78 présente le site actif d’une protéine.  

 
Figure 78: Représentation du site actif d'une protéine 

 

Une représentation du site actif  permet de mettre en évidence les interactions clefs entre la 

protéine et le substrat. Cette figure met en évidence la sensibilité de la reconnaissance 

structurale entre le substrat et la protéine : la simple modification d'un oxygène en NH 

(mutation Glu/Gln) conduit à une protéine quasiment inactive. 

II-3-4- Identification  des interactions 

II-3-4-1- Fonctionnalisation du substrat 

Le substrat choisi pour étudier les interactions est une plaque d’or de rugosité 15 nm. Cette 

surface est fonctionnalisée avec du glutaraldéhyde.  Pour se faire, la plaque d’or est lavée 

successivement à l’eau et à l’éthanol pendant 20 min et  est ensuite immergée dans 250 mM 

de solution de thio-urée dans l’eau stérile pendant 24h. Cette surface est alors activée avec 

une solution de glutaraldéhyde (5%  en volume) dans du tampon phosphate pendant 20 mn,  
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rincée avec du tampon pour éliminer le reste de matière non réagie, séchée à température 

ambiante et utilisée pour l’immobilisation des protéines.   

II-3-4-2- Immobilisation des protéines A et IgG 

Pour étudier les interactions entre les deux protéines et le substrat d’or fonctionnalisé au 

glutaraldéhyde, deux expériences d’immobilisations des protéines ont été réalisées : 

• L’immobilisation successive des deux protéines : la surface d’or fonctionnalisée est 

immergée dans la solution de 0,1 mg/ml de protéine A pendant 2h, lavée 

successivement au tampon et à l’eau et  séchée à température ambiante. Les 

interactions issues de la protéine A et du substrat ont été ensuite décelées par diffusion  

Raman. Cette même surface a été utilisée pour suivre les interactions entre la protéine 

A et l’IgG. De ce fait, l’échantillon de surface d’or fonctionnalisée portant la protéine 

A a été immergé dans une solution de 0,1 mg/ml d’IgG pendant 2h, lavé au tampon et 

séchée à température ambiante et enfin analysé par diffusion Raman.  

• L’immobilisation simultanée des deux protéines : ceci en préparant préalablement une 

solution de la protéine A  et d’IgG de même concentration et enfin de mélanger les 

deux solutions pour laisser interagir les deux entités pendant 1h avant de procéder à 

leur immobilisation sur le substrat.  Les deux solutions de protéine ont été préparées à 

la  concentration de 0,1 mg/ml chacune. 

II-3-4-3- Identification des interactions 

Toutes les études d’interactions sont menées en utilisant la diffusion Raman. Les spectres de  

référence de la protéine A et de l’IgG ont été réalisés sur les poudres lyophilisées de chaque 

entité. Le mélange de solution de Protéine A et d’IgG  a aussi été analysé par la même 

technique afin de distinguer les   interactions qui proviennent de la réaction entre les deux 

protéines et celles issues de la réaction avec la surface fonctionnalisée. L’adsorption des 

protéines sur la surface d’or a aussi été contrôlée. Les spectres ci-dessous (figure 79) 

présentent les résultats obtenus des  différentes expériences.  
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Figure 79: Spectre de référence de la protéine A et de l'IgG (poudre) 

 

La protéine A et l’IgG sont des protéines globulaires de poids moléculaires 42 kDa et 150 

kDa respectivement. La conformation secondaire de la protéine A montre qu’elle est 

constituée d’environ 54% d’hélice α et d’environ 10 à 20% d’hélice β. Les molécules d’IgG 

sont constituées majoritairement d’hélice β (environ 47%) et 7% d’hélice α. Une 

représentation schématique des deux hélices est représentée sur la figure 80. 

 
Figure 80: Représentation des hélices α et β 
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Sur le spectre Raman ces hélices α et β sont marquées par les bandes de vibration entre 1240 

cm-1 et 1350 cm-1 correspondante à la fonction amide III. Pour l’hélice α, l’intensité de la 

bande à 1336 cm-1 est plus importante que celle de la bande à 1243 cm-1 et c’est l’inverse pour 

l’hélice β. Une autre caractéristique de l’hélice β est déterminée par la bande amide I à 1673 

cm-1 dans le spectre de l’IgG. Rappelons que les spectres Raman de référence de la  protéine 

A et de l’IgG sont décrits dans la partie précédente.  
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Figure 81: Spectre Raman du mélange de la solution de PA + IgG 

 

Le spectre de la figure 81 représente les données Raman obtenues à partir du mélange de la 

solution de protéine A et l’IgG de même concentration. On note des caractéristiques 

spectrales spécifiques résultant de l’interaction entre les deux protéines. La bande amide I 

apparaît  à 1672 cm-1et est liée à la prédominance de  l’hélice β de l’IgG. L’amide III est 

présent en hélice α, la bande à 932 cm-1 correspondante à l’hélice α des groupements CH3 de 

la protéine A est plus intense que celle observée dans le spectre de référence de la protéine A. 

Ces observations nous permettent de conclure que le mélange de solution de protéine A et de 

la solution d’IgG présente principalement les caractéristiques de la protéine A.  Les autres 

bandes de vibrations dans le spectre du mélange en l’occurrence celles à 2934 cm-1, 1612     

cm-1
,  1549 cm-1, 1125 cm-1, 858 cm-1, 832 cm-1, 645 cm-1, 448 cm-1sont les mêmes que celle 

du spectre de référence de la protéine A et de l’IgG. On note à l’issue de l’interaction entre la 

protéine A et l’IgG la disparition de la bande de vibration à 1032 cm-1 attribuable à la chaîne  

carbonée de conformation cis de la protéine A et de l’IgG. On pourrait penser que 
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l’interaction entre ces deux entités implique cette chaîne carbonée (se fait à partir de cette 

chaîne). 
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Figure 82: Spectre Raman des biomolécules immobilisées successivement;   

a) Immobilisation de la protéine A ;  b) Immobilisation de l'IgG 

 

La protéine A est immobilisée sur la surface d’or fonctionnalisée via glutaraldéhyde. Les 

analyses Raman ont permis d’obtenir les résultats de la figure 82 a. Sur ce spectre, on note les 

bandes caractéristiques de la protéine A avec un décalage en fréquence pour certaines bandes 

notamment celles à 1311 cm-1, 1263 cm-1. Ce « shift » comme nous l’avons déjà explicité 

dans la partie précédente est lié à l’environnement chimique du groupement fonctionnel 

impliqué. L’environnement chimique peut être constitué non seulement des atomes voisins de 

cette fonction amide de la protéine étudiée, mais aussi de la présence des atomes provenant de 

la surface fonctionnalisée. Sur la figure 82b, on note également des bandes de vibrations 

caractéristiques de l’IgG et aussi un « shift » associé à ces bandes de vibrations. On note la 

présence des pics bien résolus et plus intenses, caractéristiques de la tyrosine et du 

tryptophane à l’issue des interactions.  En conclusion, nous pouvons affirmer que la structure 
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de la chaine latérale et amide des protéines immobilisées sur la surface est modifiée par 

comparaison à leur structure initiale et que les résidus d’acide d’acides aminés tels que la 

tyrosine et le tryptophane sont bien mis en évidence.  

déplacement Raman (cm
-1

)

1000 1500 2000 2500 3000

In
te

ns
ité

 (
co

up
s)

3.0

3.5

4.0

4.5

5.0

5.5

6.0

16
33

14
66

12
78

11
29

944

80
0

637

PA + IgG

 
Figure 83: Spectre Raman de la protéine A et de l'IgG immobilisés simultanément 

 

L’immobilisation successive de la protéine A et de l’IgG nous a permis à travers la 

spectroscopie vibrationnelle Raman d’identifier chaque entité. La question que nous nous 

posons est de savoir ce qui se passerait si les deux biomolécules étaient préalablement 

mélangées avant immobilisation.  Autrement dit, est-ce que l’immobilisation simultanée des 

biomolécules produit le même résultat ou aurait la même efficacité que leur immobilisation 

successive sur une surface ? 

Le spectre de la figure 83 répond partiellement à cette question. Par comparaison à la figure 

82 qui représente les spectres Raman issus de l’immobilisation successive des deux protéines,  

on note des bandes de vibrations communes autour de : 1656 cm-1 et 1633 cm-1correspondant 

à l’amide I, 1444 cm-1 et 1466 cm-1 lié au C-H de déformation, 1263 cm-1  et 1278 cm-1 liés à 

la fonction amide III, 1137 cm-1 et 1129 cm-1 liés à la vibration de valence des liaisons C-C,  

829 cm-1 et 800 cm-1, 681 cm-1 et 637 cm-1 correspondant à la tyrosine. On note également 

dans le cas de l’immobilisation successive des décalages de fréquences par rapport aux 

valeurs de référence. Cette expérience d’immobilisation simultanée a permis fixer les deux 

protéines et on remarque dans le spectre résultant à la fois les caractéristiques de la protéine A 
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et de l’IgG.  Les bandes de vibrations de la tyrosine sont plus marquées et peuvent résulter des 

interactions fortes entre la protéine A et L’IgG. Ces bandes sont d’autant plus intenses que 

dans le spectre de référence de l’IgG. Leur exaltation dans l’étape d’immobilisation 

simultanée laisse penser que, dans le cas de l’immobilisation successive des deux 

biomolécules, la  réaction préalable de la protéine A avec la surface fonctionnalisée  influence 

ces bandes tyrosine. Les résidus tyrosine sont connus comme résultant de l’interaction entre la 

protéine A et l’IgG [252]. On note de plus dans le spectre d’immobilisation simultanée une 

modification dans la structure d’hélice α de la protéine A.  Ces détails permettent de conclure 

que  les interactions entre la protéine A et l’IgG se font à travers la tyrosine présente dans la 

structure α hélice de la protéine. Ce qui pourrait être l’une des raisons pour lesquelles la 

protéine A est utilisée comme récepteur d’IgG dans certains biocapteurs. 

On remarque finalement que la procédure d’immobilisation simultanée est assez efficace et 

peut aussi être utilisée pour immobiliser d’autres biomolécules. De plus, ce protocole 

expérimental est plus rapide que le précédent car un  gain de temps  de 1h  a été réalisé.  

II-3-4-4-  Interactions Protéines- Surface 

Les interactions protéine et surface ont été étudiées à travers les tests d’adsorption de la 

protéine A et de l’IgG sur la surface d’or pur. Comme les étapes d’immobilisation des 

différentes biomolécules dans notre travail ont été  réalisées par incubation durant 2h, le 

contrôle d’adsorption a été vérifié par une incubation à 2h et au-delà de 2h.  Pour cela, la 

surface d’or pur est immergée dans une solution de protéine A de concentration 50 mg/l 

pendant 2h, lavée au tampon, séchée à température ambiante et analysée par spectroscopie 

Raman. La même expérience a été réalisée pour l’IgG d’une concentration de 1g/l. Les autres 

échantillons de surface d’or pur  ont été immergés dans la solution de protéine A, et d’IgG  de 

même concentration que la précédente pendant 16h. Après lavage au tampon et séchage, ils 

ont  été analysés aussi par diffusion Raman. Les résultats de ces expériences sont représentés 

sur les figures 84 et 85.  
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Figure 84: Contrôle d'adsorption,  2h  d'incubation 

 

Sur la figure 84 du contrôle d’adsorption ci-dessus, on n’observe pas de bandes de vibration 

caractéristiques de la protéine A et de l’IgG. Ce qui permet de conclure qu’il n’y a 

vraisemblablement  pas d’adsorption de protéine au bout de 2h sur les surfaces d’or et que les 

interactions observées dans les étapes d’immobilisation via une fonctionnalisation de surface 

sont réellement spécifiques.  
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Figure 85: Test d'adsorption des protéines: 16 h d'incubation 

 

Après 16 h d’incubation, on observe des signaux de faibles intensités sur les spectres de la 

protéine A et de l’IgG comme le montre la figure 85. Sur le spectre de la protéine A, on note 

des bandes à 1560 cm-1, 1418 cm-1, 1368 cm-1 et 1270 cm-1attribuables respectivement au 

tryptophane pour les deux premières bandes et l’amide III pour les deux dernières.  Le spectre 
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de l’IgG montre les bandes de vibrations à 1584 cm-1, 1378 cm-1 et 1264 cm-1 attribuables 

également au tryptophane pour la première et à l’amide I pour les deux dernières. Bien que 

l’on observe l’adsorption des protéines au bout d’une très longue période d’incubation (16h), 

ce phénomène est très faible et ne perturbera pas les interactions covalentes et spécifiques 

entre les protéines et surfaces fonctionnalisées.  

Les interactions entre biomolécules peuvent dépendre de certains facteurs comme la 

conformation de la biomolécule et des paramètres physico-chimiques du milieu réactionnel. 

Pour optimiser le protocole expérimental, nous devons intégrer tous ces critères.  

II-3-5- Paramètres physicochimiques 

Parmi les différents paramètres physico-chimiques, le pH, la force ionique et la température 

sont ceux les plus fréquemment étudiés et modulés lors de la formation et de l’orientation des 

assemblages protéiques. Le pH est un facteur agissant sur le degré d’ionisation des 

groupements portés par les chaînes latérales des acides aminés constituant les protéines. Par  

conséquent, le pH influe directement sur la charge des protéines ce qui peut moduler et 

orienter la morphologie des assemblages protéiques.  

La force ionique est un paramètre physico-chimique pour lequel la formation des assemblages 

protéiques peut être modulée en écrantant les charges de surface des protéines. Dans une 

solution aqueuse, la distribution des ions à la surface des protéines est régit par le potentiel 

électrostatique de surface des protéines : les contre-ions s’accumulent à l’interface des 

protéines pour compenser les charges de surface ; inversement les co-ions sont refoulés de la 

surface des protéines, leur distance à l’interface dépendant de l’intensité du potentiel de 

surface des protéines.  Les interactions entre protéines  peuvent aussi être influencées par la 

température du milieu. Ce facteur module tout d’abord la balance des interactions établies 

entre les protéines impliquées dans l’assemblage. A faible température, la mise en oeuvre 

d’interactions de nature électrostatique entre les protéines est favorisée, alors que 

l’augmentation de la température permet la formation d’assemblages protéiques via des 

interactions de nature hydrophobe.  De plus, au-delà de la modulation des interactions 

impliquées dans l’assemblage, la température influe également sur la conformation des 

protéines : selon leur stabilité thermodynamique, l’augmentation de la température peut 

induire des modifications conformationnelles des protéines qui peuvent être à l’origine de la 

formation d’assemblages protéiques.  
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En conclusion, pour optimiser notre protocole expérimental d’immobilisation de protéines, 

nous devons intégrer ces paramètres physicochimiques pour limiter les phénomènes de 

dénaturation. 
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II-4- Synthèse d’une nouvelle surface spécifique par 
photopolymérisation 

 

Cette partie présente un autre type de fonctionnalisation de surface se faisant par 

photopolymérisation. Le monomère est synthétisé par voie chimique et devra subir une 

polymérisation sous rayonnement UV. Le but de cette nouvelle partie est de proposer  une 

autre technique de fonctionnalisation de surface plus facile à mettre en œuvre qui permettra à 

terme aux industriels de réaliser un contrôle en continu de la qualité de leurs produits. Cette 

dernière fonctionnalisation présente l’avantage majeur de se réaliser sur tout type de surface.  

Deux caractéristiques sont principalement responsables de l’essor industriel des systèmes 

photopolymérisables [253] :  

• la rapidité du processus qui transforme, en une fraction de seconde, la molécule en un 

matériau polymère ; 

• production à des vitesses pouvant atteindre 400 m/min. Elles sont appliquées sur des 

supports variés, tels que des métaux, des matières plastiques, du papier et du carton. 

Les propriétés de surface d’un matériau peuvent être nettement améliorées à l’aide de 

revêtements protecteurs très résistants, tels ceux obtenus par photoréticulation. Divers types 

de matériaux sont actuellement protégés à l’aide de vernis UV, notamment le bois, les 

plastiques, les fibres optiques, le papier, le cuir, les textiles, les métaux, etc. Les films de 20 à 

100 µm d’épaisseur augmentent la durabilité de ces matériaux en ralentissant les phénomènes 

de dégradation, oxydation, corrosion, vieillissement et usure lors de leurs utilisations. 

L’introduction de photostabilisants dans la formulation de la résine confère au revêtement un 

rôle de filtre anti-UV et permet ainsi de décupler la résistance au photovieillissement de 

matériaux polymères. 

Bien que la photopolymérisation soit principalement utilisée pour insolubiliser des films 

photosensibles de faible épaisseur, typiquement entre 1 et 100 µm, cette technologie permet 

de réticuler des échantillons beaucoup plus épais. Pour cela, il convient d’opérer à de faibles 

concentrations en photoamorceurs, en choisissant un composé qui subit une photolyse rapide, 

sans créer de photoproduits absorbants dans le proche UV. Le rayonnement lumineux peut 

ainsi pénétrer progressivement à l’intérieur de l’échantillon et amorcer la polymérisation des 

couches profondes. Divers types de résines acrylates et époxydes ont été réticulées par cette 

photopolymérisation frontale sur des épaisseurs pouvant atteindre plusieurs centimètres. 

L’utilisation du rayonnement solaire permet de réaliser ce changement de phase liquide-solide 
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en quelques minutes à température ambiante et de traiter des panneaux de grande dimension à 

un coût énergétique nul. D’autres applications même si elles ne représentent pas  à l’heure 

actuelle une part de marché importante, n’en présentent pas moins un grand intérêt en raison 

de leurs performances et des nouvelles perspectives qu’elles ouvrent pour le proche avenir 

[253] telles que :  

• la création d’objets tridimensionnels et de prototypes par polymérisation de couches 

successives à l’aide d’un faisceau laser ; 

• le photodurcissement de ciments dentaires ; 

• la fabrication de membranes composites et de plastiques renforcés ; 

• l’enregistrement d’hologrammes à l’aide de photopolymères autodéveloppants ; 

• la fabrication de composants optiques et de guides d’onde par faisceau laser. 

Nous ajoutons dans cette catégorie la synthèse de surfaces spécifiques pour l’ancrage de 

biomolécules qui constitue la troisième voie envisagée dans le cadre de cette thèse. 

II-4-1- Généralités sur la photopolymérisation 

Le traitement par irradiation sous UV est devenu une technologie très répandue qui a trouvé 

plusieurs applications industrielles grâce à ses nombreux avantages [254-258]. Pour être 

polymérisable sous UV, une formulation est essentiellement constituée des deux composés 

chimiques de base suivants : 

• une résine macromoléculaire portant une ou plusieurs fonctions réactives qui, en 

polymérisant, donne naissance à un réseau polymère tridimensionnel ;  

• un photoamorceur qui, sous l’action du rayonnement UV, génère des centres actifs vis-

à-vis du groupement fonctionnel de la résine. 

 

En plus de ces deux constituants principaux, des additifs (stabilisants, agents mouillants, 

charges, pigments ...) peuvent être ajoutés pour améliorer notamment les propriétés finales du 

matériau [253].  

 

II- 4-1-1-  Principe de base de la photopolymérisation 

La photopolymérisation est un processus de polymérisation sous rayonnement UV.  La 

formulation fluide au départ, se transforme en un solide après irradiation. Si le monomère 
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possède une fonctionnalité supérieure à 2, on obtient un réseau tridimensionnel réticulé. Il 

nécessite la plupart du temps l'emploi de petites molécules appelées photoamorceurs. En 

l'absence d'irradiation, ces molécules (photoamorceurs) se trouvent à l'état fondamental. Lors 

de l'absorption d'un photon possédant une énergie suffisante, les molécules passent à un état 

excité se traduisant par un transfert d’électron d’HOMO (Highest Occupied Molecular 

Orbital) à LUMO (Lowest Unoccupied Molecular Orbital). La nature des espèces chimiques 

formées après excitation permet de caractériser le type de photopolymérisation. Lorsqu’un 

radical libre est formé, on parle de photopolymérisation radicalaire et cationique lorsque 

l’espèce chimique formée est un cation. Le schéma général de la photopolymérisation est 

représenté ci- dessous [259] : 

 

 

 

Schéma 3: Etapes de la photopolymérisation 
 

Les excitations conduisent, soit par coupure homolytique, soit par arrachement d’hydrogène 

d'un composé donneur de protons, à la formation de radicaux ou d’ions. En présence de 

monomères, ces espèces actives sont susceptibles d'amorcer la polymérisation. La figure 86 

illustre le comportement du photoamorceur sous irradiation [253]. 

 
Figure 86: Diverses voies de désactivation d’une molécule de photoamorceur excitée 
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Pour être efficace, un photoamorceur doit satisfaire un certain nombre de critères : 

• il doit présenter une forte absorption dans le domaine d’émission de la source 

lumineuse utilisée, en général une lampe à vapeur de mercure; 

• les états excités singulet et triplet doivent avoir une courte durée de vie (quelques 

nanosecondes) pour éviter leur désactivation (quenching) par l’oxygène moléculaire 

ou le monomère; 

• les ions ou radicaux issus des états excités doivent être produits avec un rendement 

quantique aussi élevé que possible et être réactifs envers le groupement monomère ; 

•  il doit présenter une solubilité suffisante dans le mélange ; 

•  sa stabilité au stockage doit être élevée. 

La vitesse d’amorçage est donnée par la relation ci-dessous [253] : 

[ ] 0a aV I 1 exp( 2, 3 )A= Φ − −  

( )

0 

0

t

a

t

Va vitesse d'amorçage

I = intensité de la lumière incidente

 = rendement quantique

IA= log = absorbance de l'échantillonI
I  = Intensité de la lumière transmise 

l'absorbance dépend de la conecntration

=

Φ

[ ]
[ ]

 en photoamorceur PA

A= ε PA

coefficient d'extinction molaire du photoamorceurε =
ℓ

 

Il existe deux principaux types de photoamorceur, selon que leur photolyse libère des espèces 

radicalaires ou ioniques [253]. 

II-4-1-2- Photopolymérisation radicalaire 

Cette réaction consiste à l’association des différents  radicaux formés après l’étape 

d’amorçage. Comme la plupart des monomères ne produisent pas de radicaux amorceurs en 

quantité suffisante lorsqu’ils sont exposés au rayonnement UV, il est nécessaire d’ajouter un 

composé photosensible qui absorbe efficacement la lumière incidente et produise des espèces 

radicalaires ou ioniques avec un rendement quantique élevé30. Une fois amorcée, la réaction 

                                                 
30

 rendement quantique : rapport du nombre de molécules transformées au nombre de photons absorbés. 
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en chaîne se développe comme dans une polymérisation classique. Ce type de polymérisation 

concerne les monomères comportant des insaturations vinyliques tels que les acrylates, les 

méthacrylates et les polyesters insaturés (en présence de styrène). Les acrylates sont parmi les 

monomères les plus réactifs. Ensuite, viennent les monomères possédant des groupements 

méthacrylates, allyliques et enfin vinyliques [259]. 

L’ensemble du processus peut être représenté schématiquement comme suit [260]: 

 

Amorçage:

A A R + R'

R + M RM Va = 2 φa Iabs   avec Iabs = 2,3 I0 ε   [A]

Propagation:

RMn + M RMn+1

hν

kp

Vp = kp [RMn][M]

Transfert:

RMn + R
ktr

RMnH + R Vtr = ktr [RMn][R]

Terminaison:

- monomoléculaire:

RMn RMn

- bimoléculaire:

kt

RMn + R'Mm RMn+mR'kt

Vt = kt[RMn]= Va      (EQS)

Vt = 2kt[RMn]2 = Va    (EQS)

ℓ

*

 

 

Dans le cas de monomères monofonctionnels, en faisant l’hypothèse de l’état quasi-

stationnaire (EQS) et d’une terminaison bimoléculaire,  

2
t t n aV  = 2k RM  V•  =      d’où

a
n

t

V
 RM

2k
•  =  , la vitesse de polymérisation s’écrit :  

( ) [ ][ ]p a 0
0,50,5
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p
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k
V  = 2,3 Φ εI M A

  k
ℓ  
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[ ]

p

t

0

k  = constante de la vitesse de propagation

k  = constante de la vitesse de terminaison

 = rendement quantique d'amorçage

ε = coefficient d'extinction molaire

I  = Intensité du rayonnement incident

A : co

aΦ

[ ]
ncentration en photoamorceur

M : concentration en monomère

 

 

Les divers photoamorceurs radicalaires principalement utilisés aujourd’hui peuvent être 

classés en 2 grandes catégories en fonction de la nature du mécanisme impliqué dans la 

photolyse.  

- Ceux donnant des radicaux par coupure homolytique, dits photoamorceurs de type Norrish I       

[256, 261], 

- ceux donnant des radicaux par arrachement d'hydrogène d'un composé donneur de protons, 

dits photoamorceurs de type Norrish II [262] 

II-4-1-2-1- Photoamorceurs de type I 

Sous irradiation UV, ces photoamorceurs subissent une coupure homolytique conduisant à la 

formation de 2 radicaux susceptibles d’amorcer plus ou moins efficacement la polymérisation 

des composés vinyliques et acryliques.  

 

Les photoamorceurs appartenant à cette classe sont :  
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I-4-1-2-2- Photoamorceurs de type II 

Sous l’effet du rayonnement UV, ces photoamorceurs arrachent un proton  à une molécule 

ayant un hydrogène labile conduisant ainsi à la formation de deux radicaux.  

 

Dans cette catégorie, on trouve une très large gamme de composés portant des groupements 

carbonyles. Parmi les composés les plus représentatifs de cette forme d’amorçage, on peut 

citer la benzophénone, le benzyle, la thioxanthone, l’anthraquinone et les cétocoumarine.  

benzophénone benzyle

thioxanthone anthraquinone cétocoumarines  

 

II-4-1-3- Photopolymérisation cationique 

La photopolymérisation cationique présente l’avantage de ne pas être sensible à l’oxygène de 

l’air. De plus, lors de l’arrêt de l’irradiation, la polymérisation peut continuer en l’absence de 



RESULTATS ET DISCUSSION : Synthèse du monomère photopolymérisable 

 142 

 

réactions de terminaison. Par ailleurs, ce type de polymérisation permet d’obtenir une 

meilleure adhésion sur le support recouvert par la résine. 

Le processus de photopolymérisation par voie cationique fait généralement intervenir deux 

classes de photoamorceurs : 

• ceux qui génèrent des acides de Bronsted (les plus couramment employés), 

• ceux qui génèrent des acides de Lewis 

Ce processus est utilisé pour  polymériser en particulier des monomères de type éther 

vinylique et des monomères hétérocycliques (époxydes, lactones, éthers cycliques...). 

II-4-1-3-1- Photoamorceurs cationiques 

Les amorceurs générant des acides de Bronsted [256, 263, 264]  sont généralement des sels de 

diaryliodonium ou triarylsulfonium. Sous irradiation UV et en présence d'un composé 

donneur d'hydrogène, la photolyse de ces sels génère ainsi des acides forts.  La littérature 

[265] propose le mécanisme de décomposition suivant :  

- Réaction majoritaire 

Ar2 I
+ X- hν

[Ar2I
+ X-]* ArI Ar + X+

ArI + RH ArIH + +   R

ArHI+
ArI  +   H+

[Ar2I
+ X-]*

 

- Réaction minoritaire 

[Ar- RH]+[Ar2I
+ X-]* +    RH +   ArI    +   X-

[Ar- RH]+ Ar- R   +     H+
 

 

Ainsi, plus le caractère nucléophile du contre-ion (X-) est faible et plus la réaction de 

photolyse est rapide. On peut donc classer les différents contre-ions selon leur réactivité 

[265].  

SbF6
- > (C6F5)4 B

- > AsF6
- > PF6

- > BF4
- > ClO4

-
 

La seconde classe de photoamorceur cationique correspond aux sels d'arène [265]. Ils libèrent 

un acide de Lewis de type : C5H6-Fe+X- 
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Fe
X-

 

Les monomères les plus connus pour ce type de polymérisation sont les époxydes et les éthers 

vinyliques, ces derniers sont parmi les monomères les plus réactifs. Le schéma 2 ci-dessous 

recense les différents monomères polymérisables par voie cationique [265, 266].  

Photoamorceur  
cationique

+ hν

 

Schéma 4: Monomères photopolymérisables par voie cationique. 
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II-4-1-3-2- Mécanisme de photopolymérisation cationique 

ArnY
+MX - Arn-1Y  +  R   +  Ar  +  HX

HX  + M HM+X-

HM+X- + nM H(M)nM+X-

H(M)nM+X-  +  M Mn+1  + HM+X-

H(M)nM+X- Mn+1   +  H+ X-

H(M)nM+X-  +  AH H(M)nM+A-   +    H+X-

hν
RH

Amorçage

Propagation

Terminaison

- Transfert de monomère

- Transfert spontané

- Transfert à un composé à hydrogène libre

Y =  S,I......
MX = PF6

-, BF4
-, SbF6

-,.....
AH = solvant ou monomère  

II-4-1-4- Avantages du procédé photochimique 

La polymérisation photoamorcée présente plusieurs caractéristiques qui la différencient des 

polymérisations amorcées par voie thermique [253, 259] 

Rapidité 

La polymérisation est quasi instantanée, le passage de la molécule au matériau polymère 

s’effectuant en quelques dixièmes de seconde; elle ne nécessite, de ce fait, qu’une faible 

dépense énergétique. 

Réduction ou absence des COV 

Les polymérisations photoamorcées sont habituellement réalisées à température ambiante, 

avec des résines ne contenant pas de solvant, ce qui réduit l’émission de vapeurs polluantes. 

Le contrôle spatial 

La réticulation intervient uniquement dans des zones spatialement bien définies, celles qui 

sont exposées au rayonnement lumineux, ce qui permet de réaliser des images en relief à 

haute résolution. 

Le contrôle temporel 
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La réaction peut être déclenchée à un instant précis et être arrêtée à tout moment, grâce à un 

contrôle temporel de l’irradiation. 

L’intensité de la source lumineuse est modulable dans une très large gamme, ce qui permet 

de contrôler la vitesse d’amorçage. 

Une polymérisation frontale contrôlée à température ambiante 

En agissant sur la longueur d’onde du rayonnement lumineux et/ou sur la concentration en 

photoamorceur, on peut régler la profondeur de pénétration de la lumière et, donc, l’épaisseur 

de la couche polymère formée, qui peut varier de quelques micromètres à plusieurs 

millimètres. 

Les formulations sont monocomposantes avec une  très grande durée de vie en absence de 

toute exposition directe à la lumière. 

 

II-4-2- Synthèse du monomère 

Comme toute polymérisation, la photopolymérisation se fait à partir d’un monomère. Le 

monomère ici est choisi en fonction des résultats obtenus précédemment. A savoir posséder 

une molécule organique  qui dispose d’un spectre Raman ne recouvrant pas les bandes des 

bioéléments. Nous focaliserons donc notre étude sur  les groupements benzènes substitués du 

chlorure de sulfonyle.   

SO2Cl

 

Le but étant à la suite de la synthèse du monomère de procéder à une photopolymérisation, le 

monomère est choisi également en fonction de la facilité de la molécule à former les espèces 

réactives sous l’effet de l’irradiation, notamment les molécules insaturées. Le choix s’est 

finalement orienté vers le chlorure de  4-méthacryloyloxybenzènesulfonyle dans lequel le 

groupement photopolymérisable est la fonction méthacryloyle et la fonction d’ancrage des 

biomolécules étant le groupement chlorure de sulfonyle.   
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S

O

O
Cl

OO

fonction d’ancrage

groupement 
photopolymérisable 

 

II-4-2-1- Schéma du principe de synthèse 

Des études réalisées sur différentes résines polymérisables par voie radicalaire ont montré que 

la famille des méthacrylates est parmi les monomères les plus réactifs [253]. Par conséquent, 

la molécule du chlorure de méthacryloyle a été choisie comme réactif dans la synthèse de 

notre monomère. La réaction de cette dernière avec l’acide 4-hydroxybenzènesulfonique 

permet d’obtenir une formulation huileuse (ester) qui sera facilement photopolymérisable. 

 

O

Cl

chlorure de 
méthacryloyle

+ S

O

O

OHHO

acide 4-hydroxy
benzènesulfonique

S

O

O
OH

OO

acide 4-méthacryloyloxybenzenesulfonique

PCl5/CH2Cl2

S

O

O
Cl

OO

CH2 C

CH3

n

C O

O

OO S

Cl

hν

photoamorceur

 

Schéma 5: Schéma du principe de synthèse 
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II-4-2-2- Protocole  de synthèse du monomère  

La réaction consiste en une estérification du chlorure de méthacryloyle par l’acide 4-

hydroxybenzènesulfonique  en présence d’une base forte. Trois équivalents de base sont  

nécessaires pour l’effectivité de cette réaction. Deux équivalents  sont nécessaires pour capter 

les deux protons de l’acide 4-hydroxybenzènesulfonique (afin de le rendre très nucléophile et 

de réagir efficacement avec le chlorure d’acide) et un autre pour neutraliser l’acide 

chlorhydrique formé pendant la réaction. Un alcoolate très nucléophile va ainsi se former et 

réagir avec le chlorure de méthacryloyle pour conduire à la fonction ester. La difficulté de 

cette réaction est de retrouver les meilleures conditions expérimentales permettant d’optimiser 

le protocole de synthèse. Le mécanisme proposé pour cette synthèse de monomère est illustré 

sur le schéma 4 ci-dessous. 

 

S

O

O

OHHO

C

CH 3

CH 3

H3C O K

3 eq
S

O

O

O O

S

O

O

O C

CH3

CH3

H3C OH

O

Cl

O

S

O

O
OH

OO

+ + HCl

PCl5/CH2Cl2

S

O

O
Cl

OO

 
Schéma 6: Mécanisme de formation du monomère 

 
Le dispositif expérimental utilisé est représenté sur la figure 87 ci dessous. La réaction étant 

réalisée pour la première fois, les conditions douces ont été adoptées : synthèse préalable à 

basse température, en milieu inerte. L’alcool acheté  sous forme hydratée, l’utilisation d’un 

tamis moléculaire est nécessaire pour retenir les molécules d’eaux qui pourront 

éventuellement entraver l’estérification. L’utilisation d’un solvant anhydre est requise. 
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Etapes de la synthèse : 

Cette synthèse n’a pas encore fait l’objet d’étude dans la littérature. Pour cela, il n’existe pas 

de protocole standard de mise en oeuvre. Nous procédons donc par essais successifs pour 

rechercher les meilleures conditions expérimentales, notamment quant au choix de la 

température du milieu réactionnel. Nous avons ainsi essayé plusieurs protocoles de synthèse 

de ce composé.  

II-4-2-2-1- Refroidissement du milieu réactionnel 

N’ayant pas d’information sur les risques que peut engendrer la réaction, un premier essai a 

été réalisé en refroidissant le milieu réactionnel par un bain de glace. Les étapes suivantes 

relatent le processus : 

le dispositif expérimental a été installé sous un courant d’azote. Le tamis moléculaire a été 

introduit  dans le tricol avec du THF pour retenir les molécules d’eaux présentes dans l’alcool. 

Sous agitation  magnétique, l’alcool hydraté (5 g) a été introduit dans le milieu. La base (10 g) 

dissout dans  du  THF est introduite dans le milieu réactionnel à travers l’ampoule à addition. 

La réaction entre la base et l’alcool étant supposée être exothermique, un bain de glace a été 

installé sous le dispositif pour refroidir le milieu. Un thermomètre associé au milieu indiquait 

à chaque instant la température du milieu réactionnel. A une température de 0°C, le chlorure 

d’acide (3,6 g) a été additionné goutte à goutte au milieu réactionnel et enfin la réaction a été  

poursuivie pendant 3h. 

ROH+ Tamis moléculaire+ THF sec
sous agitation jusqu'à obtention de 0°C
puis ajout de t-BuOK

N2

t-BuOK

ajout de RCl goutte à goutte

N2

R-C- Cl=

O

glace

 
Figure 87: Dispositif expérimental pour la synthèse du monomère 
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A l’issue de ce processus, nous  avons obtenu un produit brut d’une masse de 3,3 g 

correspondant à un rendement de 47%. Ce produit brut a été analysé par RMN 13C et 1H. Les 

résultats des analyses sont présentés sur les figures 88 et 89.  

 
Figure 88: Spectre RMN 1H du composé brut 

 
Sur le spectre RMN 1H, on observe un système de proton aromatique (doublet de doublet) 

entre 6,8 ppm et 7,3 ppm ; les protons vinyliques (singulet) 5,5 ppm et 6 ppm. Le proton 

méthylénique (singulet) autour de 1,93 ppm et le  proton de OH du groupement acide 

sulfonique autour de 2 ppm. Les autres protons dans les champs forts sont d’origine inconnue 

et peuvent être attribués aux impuretés. La présence des signaux suscités ne suffit pas pour 

conclure de la synthèse effective du composé car ces mêmes signaux sont aussi 

caractéristiques des réactifs utilisés pour la synthèse. 

 Sur le spectre 13C de la figure 89, nous proposons l’attribution résumée dans le tableau X. 



RESULTATS ET DISCUSSION : Synthèse du monomère photopolymérisable 

 150 

 

 
Figure 89: Spectre RMN 13C composé brut 

 

Tableau X: Interprétation du spectre RMN 13C du produit brut 

 

Déplacement chimique 

δ (ppm) 

Attributions 

18 CH3 

120 C du noyau 

aromatique 

124 C du noyau 

aromatique 

129 C éthylénique 

135 C éthylénique 

137 C- SO3H 

156 = C - O 

166 C (RCOOR) 

169 C(RCOCl) 
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Les autres signaux présents dans ce spectre  témoignent  d’impuretés  (produit non réagi). Il 

peut y donc avoir des traces de réactifs de départ. Même si elle se retrouve en très  faibles  

quantités, la présence du groupement caractéristique de la fonction ester à 166 ppm nous 

indique que le composé recherché est présent dans le milieu réactionnel.  

Le composé précédemment décrit a été purifié par chromatographie sous colonne dans le 

mélange de solvant cyclohexane/ acétate d’éthyle. 66 mg de produits purs ont été obtenus et 

analysés encore par RMN 1H, 13C et DEPT31. Les figures 90, 91 et 92 représentent les 

différents résultats obtenus.  

 
Figure 90: Spectre RMN 1H du produit pur isolé 

 

 

 

 

 

 

                                                 
31  DEPT: Distortionless enhancement by polarization transfer 
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Le spectre RMN 1H révèle la présence des pics suivants dans le tableau XI ci dessous :  

Tableau XI : Interprétations du spectre RMN 1H du produit pur isolé 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

On remarque l’apparition du proton à 7,15 ppm. Cette position de la molécule est supposée 

être occupée par le groupement SO3H. En revanche, on n’observe pas le H du groupement 

OH. Ce qui permet de conclure que le produit attendu n’est pas finalement celui obtenu à la 

fin de la synthèse. Cette information est corroborée par le spectre 13C  et DEPTQ 135 

 
 

Figure 91: Spectre RMN 13C du produit pur isolé 

δ (ppm)  Sous -structure 

1,93 CH3 

5,65 

6,25 

O

H

H

6,25

5,65  

7,07 

7,15 

7,3 

O

H
7.3

7.07

7.3

7.15
7.07
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Sur le spectre 13C, on observe les résultats suivants : 

 

 

 

 

 

 

On a la présence d’un carbone tertiaire supplémentaire à 124,6 ppm. Ce qui est bien confirmé 

sur le DEPT 135 par l’apparition dans la zone positive réservée au CH et CH3 d’un signal 

supplémentaire.  

 
Figure 92: Spectre RMN DEPTQ 135 du produit pur isolé 

 

En conclusion, le produit attendu n’a pas été synthétisé de manière effective. Des 

investigations ont été menées pour comprendre pourquoi et comment  le méthacrylate de 

phényle a été formé. 

 

OO

H 124,6

128,7

159,9

120,8

128,7164,7

126 17,3

120,8
134,9

H
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O
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O

O
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OO
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Pour répondre à cette question, nous avons analysé tous les réactifs utilisés pour la synthèse 

par RMN 1H et 13C (le chlorure de méthacryloyle, l’acide 4-hydroxybenzènesulfonique). Il 

s’est avéré que l’acide 4-hydroxybenzènesulfonique contenait une proportion de phénol. Par 

conséquent, ce phénol a réagit prioritairement avec le chlorure de méthacryloyle d’où la 

formation du méthacrylate de phényle et non de l’acide 4-méthacryloyloxybenzènesulfonique.  

II-4-2-2-2- Synthèse du monomère à haute température  

            Le même protocole expérimental a été repris mais à haute température. Un réfrigérant a été 

associé au  dispositif expérimental pour un chauffage à reflux. Dans du THF anhydre, le tamis 

moléculaire est additionné sous agitation magnétique avec 5 g d’acide 4-hydroxy-

benzènesulfonique sont ajouté au milieu. Toujours sous agitation, 10 g de tertiobutoxyde de 

potassium  sont ajoutés dans le milieu. L’ensemble est chauffé à une température de 50°C 

suivi d’une addition de la solution de chlorure d’acide goutte à goutte dans le milieu. La 

réaction s’est ensuite poursuivie pendant 3h. L’extraction de la phase organique s’est faite 

avec du dichlorométhane ; elle a été ensuite séchée au sulfate de magnésium et évaporée à 

l’évaporateur rotatif.  Un solide blanc sous forme de paillette insoluble dans le chloroforme, 

méthanol, acétone mais soluble dans le diméthylsulfoxyde a été obtenu. L’analyse de ce 

composé brut obtenu a été faite par RMN 1H et 13C.  
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     Figure 93: Spectre RMN 1H du solide brut obtenu 

      

 Figure 94: Spectre RMN 13C du composé brut obtenu 
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Les spectres RMN 1H et 13C des figures 93 et 94 ci- dessus ont montré que nous avons un 

mélange de plusieurs composés. Les quantités de produits bruts obtenus étant très faibles et 

les problèmes de solubilité se posant, nous avons jugé inutile de continuer  des investigations 

dessus.  

Des études supplémentaires sont en cours pour l’amélioration du protocole de synthèse, voire 

l’élaboration d’un nouveau monomère photopolymérisable.  

La synthèse n’ayant pas abouti, la photopolymérisation n’a évidemment pu être menée. Des 

travaux futurs sont prévus pour la mise au point d’un nouveau monomère et la mise en œuvre 

de la troisième voie par photopolymérisation.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Conclusion générale et perspectives 

 157 

 

Conclusion générale 

 

Comme nous l’avions introduit dans ce manuscrit, l’objectif principal de ce travail est de 

mettre en œuvre une technique alternative de détection de microorganismes en couplant 

surfaces fonctionnalisées spécifiquement et diffusion Raman. En effet, l’exploration de 

nouvelles stratégies d’immobilisation des microorganismes en vue de les identifier plus 

rapidement,  constitue un impératif pour l’amélioration de la performance des outils de 

détection existants. Dans ce contexte, nous avons donc proposé dans notre travail de thèse, de 

nouvelles surfaces fonctionnalisées appliquées à l’immobilisation des biomolécules.  Deux 

techniques de caractérisations ont été utilisées : la spectroscopie conventionnelle dispersive 

Raman qui offre en quelques secondes des spectres de bonne qualité, qui est applicable en 

milieu aqueux, qui est non destructive et non invasive et qui permet d’analyser de très petits 

volumes d’échantillon. La microbalance à cristal de quartz, très sensible qui permet 

d’analyser les masses de l’ordre du nanogramme à la surface d’une électrode de quartz.  

Dans une première partie, le polythiophène  a été synthétisé par voie électrochimique, 

dopé, puis fonctionnalisé. Les mesures gravimétriques ont été opérées par une cellule à 

microbalance à cristal de quartz permettant de quantifier la masse du thiophène déposée à 

l’électrode. La tentative d’immobilisation a été réalisée avec une protéine A, un anticorps  

spécifique à salmonella, un anticorps fluorescent spécifique au précédent et enfin sur 

salmonella.  Il ressort de cette partie que la présence des traces d’eau dans le milieu est un 

handicap pour la formation du polymère, la coupure cathodique de la liaison S-N 

s’accompagne d’une légère dégradation du polymère formé. L’immobilisation des 

biomolécules sur cette surface a été menée avec succès. Le spectre Raman de ce polymère est 

de plus très riche en signaux caractéristiques recouvrant complètement la zone représentative  

des biomolécules immobilisées, rendant par la même la détection de microorganismes par 

cette voie peu probable. 

La deuxième partie expose la modification de la surface d’or  par ancrage  du chlorure 

de parabenzènesulfonyle.  Cette réaction contrairement au polythiophène est très rapide. Une 

passivation de l’électrode et une réduction du sel de diazonium en radical libre formant une 

liaison covalente avec la surface de l’or est observée. .  La validité de l’utilisation de cette 

surface a été contrôlée par la protéine A, un anticorps humain et un anticorps fluorescent 

spécifique au précédent. De plus, un anticorps spécifique à salmonella et enfin la bactérie 
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salmonella. La spectroscopie Raman et la microbalance à cristal de quartz ont permis de 

suivre avec succès toutes les étapes du protocole expérimental.  

La troisième partie décrit de manière plus fondamentale les interactions entre 

protéines : deux solutions de protéines A et d’anticorps spécifique à E.coli ont été utilisées 

pour l’étude par diffusion Raman. L’immobilisation successive des deux entités a été 

poursuivie sur une surface d’or fonctionnalisée au glutaraldéhyde, puis simultanément après 

une heure de réaction préalable entre les deux solutions. La spectroscopie Raman a permis 

d’identifier les différentes interactions entre les deux processus. Il ressort de cette partie que 

l’immobilisation simultanée des deux entités est tout aussi efficace et peut désormais être 

privilégiée comme procédé d’immobilisation car il permet de gagner en temps.  

La quatrième partie présente une troisième voie de surface d’accrochage de 

bioéléments. Il s’agit de la synthèse chimique d’un monomère photopolymérisable. A ce jour, 

plusieurs difficultés ont été rencontrées dans cette partie notamment la maîtrise du protocole 

expérimental et les conditions réactionnelles. Cette synthèse n’ayant pas fait l’objet d’étude 

dans la littérature, nous avons tenté deux conditions en vain et finalement avons obtenu un 

produit non prévu qui a été caractérisé.  Des études complémentaires sont en cours pour 

l’élaboration du monomère et parvenir à la photopolymérisation de ce dernier.  

Les différentes surfaces synthétisées dans ce travail peuvent être appliquées à 

l’immobilisation de toutes sortes de biomolécules ouvrant ainsi des perspectives très 

intéressantes pour la réalisation des biocapteurs. 

Elles peuvent être employées dans les systèmes fluidiques type Lab-on- chip pour détecter  les 

bactéries telles : Escherichia coli (responsables des infections suivantes : diarrhées, infections 

urinaires, infections nosocomiales: septicémies, méningite du nouveau-né) , Salmonella 

typhimurium, Staphylococcus aureus (abcès, panaris, ostéomyélite (infection osseuse grave), 

furoncle, septicémie, rhinite) Pseudomonas aeruginosa (qui est à l’origine de : infections des 

yeux,  des plaies et de la gastro-entérite aiguë), Vibrio cholerae responsable du choléra, 

Shigella dysenteriae responsable de la dysentérie.  

Elles peuvent également être employées dans le développement des biocapteurs utilisables en 

industries agroalimentaires pour un contrôle de la qualité des aliments et le suivi en chaîne des 

étapes de la production.  
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III-1-  Caractérisation des molécules organiques 

III-1-1-  Solvants et réactifs 

III-1-1-1- Solvants 

L’acétonitrile : CH3CN (Eb à 760 mmHg = 82°C) 

Le dichlorométhane : CH2Cl2 (Eb à 760 mmHg = 40°C) 

Le chloroforme deutéré utilisé pour les analyses en Résonance Magnétique Nucléaire.  

Le tétrahydrofurane : C4H8O ((Eb à 760 mmHg = 66°C) 

III-1-1-2- Réactifs 

Le tableau XII illustre les caractéristiques des produits chimiques utilisés. 

 

Tableau XII : Caractéristiques des produits chimiques utilisés 
 

Réactifs et produits chimiques 
utilisés 

Formule Origine Pureté(%) 

Acide chlorhydrique HCl Aldrich 98% 
Acide sulfanilique C6H7O3NS Sigma Aldrich / 

Alumine Al2O3 Merck / 

Chlorure de potassium KCl 
Radiometer 
analitical 

/ 

Hexafluorophosphate de tétra n-
butylammonium 

Bu4NPF6 Fluka Analitic > 99% 

N-Chlorosuccinimide C8H4O2NCl Aldrich 98% 
N,N-diéthyl-(2-thiophén-3yl-

éthoxyméthyl)-
benzènesulfonamide 

 
C17H23NO3S2 

/ / 

Nitrite de sodium NaNO2 Merck / 
Pentachlorure de phosphate PCl5 Aldrich 95% 

Acide p- phénolsulfonique hydrate C6H6O4S. xH2O 
Tokyo Chemical 

Industry 
> 90% 

Chlorure de méthacryloyl C4H5ClO Aldrich 97% 
Terbutoxyde de potassium C4H9OK Acros Organics 98% 
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III-1-2- Techniques de caractérisation 

III-1-2-1- Résonance magnétique Nucléaire (RMN) 

Les spectres RMN du proton des échantillons en solution dans le chloroforme deutéré ont été 

enregistrés sur des spectromètres à transformée de Fourier BRUKER AC 400 et DPX 200. 

Les déplacements chimiques (δ) sont exprimés en parties par millions (ppm) par rapport au 

singulet du tétraméthylsilane (TMS ; δ= 0) pris comme référence.  

La multiplicité des signaux est abrégée comme suit : 

s : singulet ; d : doublet, t : triplet ; q : quadruplet ; quint : quintuplet ; m : multiplet ; dd : 

doublet de doublet.  

III-1-2-2- Chromatographies 

Les chromatographies sur couche mince (CCM) ont été réalisées sur des plaques de silice 

Merck 60F254. Les révélateurs employés sont L’UV, la vanilline et le permanganate de 

potassium.  Les chromatographies sur colonne ont été effectuées de gel de silice (60-200 

mesh- Acros). 

III-1-3- Modes opératoires des synthèses organiques 

III-1-3-1- Synthèse du monomère N,N-diéthyl-(2-thiophén-3yl-
éthoxyméthyl)-benzènesulfonamide 

III-1-3-1-1- Synthèse du 4- bromométhyl-N,N-diéthylbenzène-

sulfonamide 

Une solution éthérée (6 ml) de triéthylamine (4,1 mmol) et de diéthylamine (4,1 mmol) a été 

additionnée à la solution de chlorure de 4-(bromométhyl) benzènesulfonyle (3,7 mmol) dans 6 

ml d’éther.  Après deux heures d’agitation à température ambiante sous atmosphère d’azote, 

le mélange est hydrolysé puis extrait trois fois à l’éther. Les phases organiques sont ensuite 

séchées  sur sulfate de magnésium anhydre, filtrées et évaporées sous pression réduite pour 

collecter le produit recherché qui sera ensuite utilisé sans purification pour l’étape suivante de 

la synthèse.  
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RMN 1H (200 MHz, CDCl3, δ en ppm/TMS): 7,79 - 7,81 (2H, système AB, 3JHH = 8,46 Hz,   

H aromatique) ; 7,75- 7,77 (2H, système AB, 3JHH = 8,52, H aromatique) ; 4,50 (2H, s, CH2Br) ; 3,25 

(4H, q, 3JHH = 7,14 Hz, N-CH2) ; 1,14 (6H, t, 3JHH = 7,14Hz, CH3). 

III-1-3-1-2-  Synthèse du N,N-diéthyl-(2-thiophén-3yl-éthoxy 

méthyl) benzènesulfonamide 

A une solution bien agitée de 2-thiophén-3yl-éthanoate de potassium (14,8 mmol) sous 

atmosphère inerte, préparée à partir de tertiobutylate de potassium (16,2 mmol) et de 2-

thiophén -yl-éthanol (14,8 mmol) dans 68 ml de THF anhydre , on additionne lentement à 

température ambiante une solution de 4-bromométhyl-N,N-diéthyl-benzenesulfonamide 

(14,7mmol) dans 17 ml de THF anhydre. Après 20h d’agitation à température ambiante, la 

solution jaune-orangée est hydrolysée par 60 ml d’eau et extraite deux fois avec 100 ml de 

dichlorométhane. Les phases organiques recombinées sont lavées à l’eau et séchées sur sulfate 

de magnésium. Après filtration, le solvant est évaporé à l’évaporateur rotatif. Une huile 

incolore est obtenue correspondant au produit recherché après purification sur colonne de gel 

de silice (éluant : ether/ether de pétrole : 1 :2).   

S

O

SO2NEt2

 

 

RMN 1H (200 MHz, CDCl3, δ en ppm/TMS) : 7,71- 7,79 (2H, système AB, 3JHH = 8,3Hz, 

Haromatique) ;  7,32 - 7,40 (2H, système AB, 3JHH = 8,3Hz, Haromatique) ; 7,25 (1H,dd, 4JHH = 2,29 

Hz, 3JHH= 4,9Hz, Hthiophène) ; 7,03 (1H, dd, 4JHH = 2,9,Hz ; 4JHH = 1,1 Hz, Hthiophène), 6,98 

(1H,dd, 4JHH = 1,1Hz, 3JHH = 4,9 Hz, Hthiophène) ; 4,58 (2H, s, O-CH2-Ph) ; 3,73 (2H, t, 3JHH = 

6,8 Hz, CH2-O) ; 3,23 (4H, q, 3JHH = 7,1 Hz, CH2-N) ; 2,97 (2H,t, 3JHH = 6,8 Hz, CH2-

thiophène) ; 1,14 (6H, t, 3JHH  = 7,1 Hz, CH3). 

s
O

O N

Br

 

C11H16NO2SBr                                   
M = 306, 22 g.mol-1                                                           
Solide blanc 
Rendement: 90% 
 
 

C17H23NO3S2 
M = 353, 51 g.mol-1  
Huile incolore 
Rf = 0,29 (éther/éther de : pétrole : ½) 
Rendement : 65% 
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III-1-3-1-3-  Synthèse de l’acide 4-méthacryloyloxybenzène 

sulfonique. 

Dans du THF anhydre, on additionne le tamis moléculaire. Après agitation, on ajoute 5 g de 

l’acide hydroxybenzènesulfonique acheté sous forme hydraté. 10 g de terbutoxyde de 

potassium sont additionnés dans le milieu réactionnel, soit directement en poudre, ou bien 

dissout dans le THF à travers l’ampoule d’addition. Le bain de glace est installé sous le 

dispositif. La température du milieu est contrôlée. Lorsqu’elle atteint 0°C, il faut ajouter 3,6 g 

de chlorure d’acide goutte à goutte dans le milieu réactionnel. Il faut laisser poursuivre la 

réaction pendant 2H.  

Enfin le milieu réactionnel est hydrolysé avec une solution saturée de chlorure de sodium. La 

phase organique est extraite au dichlorométhane et séchée avec du sulfate de magnésium. La 

solution est filtrée et évaporée à l’évaporateur rotatif. Une huile jaunâtre est formée et 

constitue le produit brut. Après analyse par chromatographie sous couche mince de ce 

composé, il est soumis aux analyses RMN 1H et 13C.  

Finalement, le composé est purifié par chromatographie sur colonne (gel de silice, éluant ; 

éther de pétrole- acétate d’éthyle).  
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III-2-  Instrumentation et procédure électrochimique 

III-2-1- Cellules électrochimiques 

La cellule électrochimique est connectée à un potentiostat/ galvanostat EG&PAR modèle 

VMP2/Z-40 piloté par le logiciel EC-Lab V9.24. 

Lorsque la cellule électrochimique n’est pas couplée à une mesure gravimétrique, les 

investigations électrochimiques sont réalisées dans une cellule trois doigts d’une capacité de 

10 ml équipée de trois électrodes : 

- une électrode de travail constituée d’une plaque de platine de surface 1,2 cm2 ; 

- une électrode auxiliaire constituée d’un fil de platine ; 

- un système de référence différent selon le milieu d’étude : organique ou aqueux. 

Dans le milieu organique, l’électrode de référence est constituée d’un fil d’argent plongé dans 

un compartiment isolé contenant une solution de nitrate d’argent 0,1M  et un compartiment 

inferieur comportant l’acétonitrile.  

Dans le milieu aqueux, l’électrode de référence est celle au calomel saturé (ECS). 

 Lorsque la cellule électrochimique est couplée à une mesure gravimétrique, les 

investigations électrochimiques sont réalisées dans une cellule en Téflon, de forme cubique et 

possède une capacité de 12 ml. Les systèmes de référence et auxiliaire sont les mêmes que 

ceux utilisés dans la cellule à trois doigts et l’électrode de travail est un cristal de quartz AT-

Cut 9 MHz recouvert d’or. Ce cristal est fixé au fond de la cellule et connecté à la 

microbalance à cristal de quartz (modèle QCM922 de Princeton Applied Research) piloté par 

le logiciel WinEchim by Seiko EG&G. 
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Figure 95: Photos du potentiostat, de la microbalance à cristal de quartz et les cellules utilisées pour la 

synthèse électrochimique 
        

III-2-2- Mesures électrochimiques 

III-2-2-1- Potentiostat/galvanostat 

Les études sur le potentiostat sont réalisées en connectant à cet appareil une cellule 

électrochimique contenant la solution électrolytique et le système d’électrodes. Une 

expérience de voltamétrie cyclique est réalisée à une vitesse de balayage de 100 mVs-1   dans 

une gamme de potentiel bien précise. On en tire ainsi une variation de courant en fonction du 

potentiel que l’on appelle voltamogramme.  Les voltamogrammes obtenus permettent de 

suivre l’état du film formé.   
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III-2-2-2- Microbalance à Cristal de quartz 

Les études par microbalance à cristal de quartz ont été effectuées sur des cristaux de quartz 

AT- Cut 9 MHz recouverts d’or de surface apparente 0,2 cm2 connectés à la microbalance à 

cristal de quartz PAR modèle QCM922 pilotée par le logiciel WinEchem Seiko EG&G.  

Les mesures des variations de la fréquence de vibration quartz sont traduites en variations de 

masse ∆m calculées à partir de la relation de Sauerbrey qui relie la fréquence de résonance à 

la variation de masse du quartz. Cette relation est établie en supposant que la variation de 

fréquence du cristal de quartz (∆f en Hz) est entièrement due à la variation de masse (∆m en 

g) du matériau inséré. 

 

III-2-3- Synthèse et refonctionnalisation du poly(N,N-diéthyl-4-(2-

thiophén-3yl-éthoxyméthyl)-benzènesulfonamide 

III-2-3-1- Polymérisation anodique du monomère 

La polymérisation électrochimique du monomère a été réalisée dans une cellule trois doigts 

après avoir dégazé le milieu réactionnel contenant Bu4NPF6 (0,1M) dans l’acétonitrile et le 

monomère (28 mM) par un courant d’argon. Après polymérisation, le film a été rincé avec le 

solvant pour éliminer d’éventuelles traces de monomères qui n’auraient pas réagi. Le film a 

été ensuite dopé dans une cellule ne contenant que le milieu électrolytique pour le rendre 

conducteur. 

III-2-3-2- Refonctionnalisation du poly (N, N-diéthyl-4-(2-thiophén-
3yl-éthoxyméthyl)benzènesulfonamide en chlorure de poly(N,N-
diéthyl-4-(2-thiophén-3yl-éthoxyméthyl)-benzènesulfonyle 

La formation du chlorure de sulfonyle est amorcée par la  rupture cathodique de la liaison S-N 

de la fonction sulfonamide par voltamétrie cyclique. Le film possédant la fonction sulfinate a 

été enfin trempé dans une solution de N-Chlorosuccinimide de concentration 3,410-2M dans 

l’acétonitrile.  Le film ainsi fonctionnalisé au chlorure de sulfonyle a été enfin rincé à 

l’acétonitrile. Il est ainsi prêt à subir les études spectroscopiques et à recevoir du matériel 

biologique.  
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III-2-3-3- Modification de la surface d’or par le chlorure de 
parabenzènesulfonyle 

Les études ont été faites en couplant le potentiostat à la microbalance à cristal de quartz. 

Ainsi, la cellule en Téflon est utilisée. L’électrode de travail était constituée d’un cristal de 

quartz AT- Cut 9 MHz recouverts d’or de surface apparente 0,2 cm2 connecté à la 

microbalance à cristal de modèle décrit précédemment. L’électrode de référence est au 

calomel saturé et l’électrode auxiliaire un fil de platine. Le processus consistait en la réaction 

de l’acide sulfanilique et du nitrite de sodium en présence de l’acide chlorhydrique pour 

former un sel de diazonium. Le diazonium est ensuite réduit en radical libre par voltamétrie 

cyclique. Les radicaux libres formés se greffent sur l’or de manière covalente. Les 

groupements SO3H de l’acide sulfanilique ont été transformés en chlorure de sulfonyle par le 

pentachlorure  de phosphate dans le dichlorométhane et rincée au dichlorométhane. La surface 

ainsi préparée est prête à ancrer les biomolécules.  

III-2-4- Synthèse du chlorure de 4-méthacryloyloxybenzènesulfonyle 

III-2-4-1- Matériels nécessaires 

Ballon tricols, ampoule d’addition, thermomètre, agitateur magnétique, réfrigérant, ampoule à 

décanter. 

III-2-4-2- Méthodes de synthèse  

Le tamis moléculaire est mélangé au solvant et agité sous agitateur magnétique, l’alcool est 

ensuite introduit dans le milieu et sous agitation pendant 5 mn. L’alcool supposé déjà anhydre 

sera transformé en alcoolate en présence de la base. La base est ensuite additionnée au milieu 

réactionnel après l’arrêt de l’agitateur magnétique. La réaction entre l’alcool et la base devant 

être exothermique, le thermomètre est utilisé pour contrôler la température du milieu. Un bain 

de glace est installé sous le montage pour refroidir le milieu. Lorsque la température atteint  

0°C, l’addition du chlorure d’acide se fait goutte à goutte sous agitation magnétique. Après 

addition de ce dernier réactif, la durée d’estérification a été de 3h.  Le traitement du milieu a 

été opéré à l’aide de l’eau saturée au chlorure de sodium pour récupérer le THF et les produits  

solubles dans l’eau. Le dichlorométhane est ensuite utilisé pour récupérer le produit attendu. 

Pour réaliser ce traitement, le milieu réactionnel précédent est transvasé dans une ampoule à 

décanter. Les deux solvants nécessaires pour la séparation de phase sont introduits dans 
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l’ampoule à décanter pour avoir la séparation des produits : monomère attendu et résidus 

réactionnels. La partie organique (monomère attendu soluble dans le dichlorométhane) est 

évaporée pour avoir le produit brut. Ce produit a été ensuite analysé en RMN 1H et 13C, pour 

déterminer la pureté par comparaison avec les spectres standard du produit attendu, et aussi  

pour déterminer la structure.  
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III-3-  Instruments et procédures biologiques 

III-3-1-  Appareillage 

III-3-1-1- Autoclave 

Un autoclave est un récipient à parois épaisses et à fermeture hermétique conçu pour réaliser 

sous pression (de quelques bars) soit une réaction industrielle, soit la cuisson ou la 

stérilisation à la vapeur. Cet appareil est utilisé au cours de nos travaux pour stériliser les 

solutions et les déchets biologiques.   

 
Figure 96: Autoclave utilisé pour la stérilisation des solutions biologiques 

 

III-3-1-2- Poste de sécurité microbiologique 

Le Poste de sécurité microbiologique (PSM) permet la protection du produit,  du manipulateur 

et de l'environnement contre les dangers liés aux aérosols dans la manipulation de substances 

biologiquement actives, infectées ou dangereuses.   Il est constitué d’un  système de filtration 

comportant  un ou  deux ventilateurs à régulation automatique et de 2 filtres HEPA32 (un pour 

le soufflage dans le volume de travail, l'autre pour l'évacuation vers l'extérieur).  

 

                                                 
32 HEPA : High Efficiency Particulate Air Filter 
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Figure 97: Poste de sécurité microbiologique 

 

III-3-2- Matériels biologiques 

III-3-2-1- La protéine A 

Elle est formée d’une simple chaîne polypeptidique de poids moléculaire 42kDa constituée de 

quatre domaines répétitive riche en acide aspartique, glutamique et dépourvu de cystéine. Elle 

possède une très faible proportion  voire absence de carbohydrate, quatre tyrosines.  

III-3-2-2- L’anticorps : IgG 

Les anticorps sont des complexes polypeptidiques de hauts poids moléculaire (150kDa). 

Chaque anticorps est composé de quatre chaînes polypeptidiques comprenant deux chaînes 

légères (L) et deux chaînes lourdes (H) identiques. Chaque chaîne est divisée en régions 

variables (V) et constante (C).  Deux anticorps ont été utilisés dans ce travail. Le premier est 

l’IgG du sérum humain) commandé chez Sigma de numéro référence I 4506. Il est aussi 

présente sous forme de poudre lyophilisée de pureté ≥ 95% (SDS-PAGE)33 avec une teneur en 

protéine de plus de 90%. Les anticorps sont généralement utilisés pour détecter et neutraliser 

les antigènes. Cet anticorps a été utilisé dans ce travail pour démontrer la validité de la 

fonctionnalisation mise au point. Le fait d’avoir préalablement immobilisé une protéine A sur 

la surface permet à l’anticorps de se greffer spécifiquement via son fragment Fc (fragment 

cristallisable) sur la protéine afin de laisser disponible les sites de reconnaissance de 

                                                 
33 SDS-PAGE : sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis 

C’est une technique couramment utilisé en biochimie ou en biologie moléculaire pour séparer les protéines en fonction de leur mobilité électrophorétique. 
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l’antigène (ici l’anti IgG) à travers les fragments Fab (fragment antigen binding) region. Le 

fragment CDR (Complementarity Determining Regions)  détermine la spécificité de la 

molécule et établit  le  contact avec un antigène.  

 
Figure 98: Structure d'un anticorps 

III-3-2-3- L’antigène 

Dans la vérification de l’applicabilité de notre fonctionnalisation, l’anti IgG spécifique de 

l’anticorps IgG humain ci-dessus  a été utilisé. Ceci pour un test préalable moins coûteux 

avant l’utilisation d’un anticorps propre à une bactérie (plus coûteux). Dans un second temps, 

les bactéries  Escherichia coli K12 et Salmonella sont utilisées. La reconnaissance entre 

l’anticorps et l’antigène se fait à travers les liaisons hydrogènes. D’autres interactions faibles 

de type Van der Waals, interactions hydrophobiques et forces électrostatiques peuvent entrer 

en jeu dans le processus de reconnaissance.   

Les molécules d’eaux contribuent de façon significative à l’énergie de liaison par création des 

liaisons hydrogènes supplémentaires entre l’anticorps et l’antigène.  

III-3-3- Préparation des échantillons 

III-3-3-1- Tampon phosphate (phosphate buffer solution : PBS) 
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Le PBS est utilisée comme tampon dans toutes les expériences d’immobilisation en biologie. 

Il est préparé de manière à obtenir une concentration de 10 mM et un pH de 7,4.   La 

composition est la suivante : 

 

Tableau XIII : Composition du tampon phosphate 
 

Sel Concentration (mM) Masse molaire (g/mol) Pureté (%) 

NaCl 140 58,44 99 

KCl 2,7 74,56 99,5 

KH2PO4 1,5 136,09 99,5 

Na2HPO4 10 141,96 - 

 

Pour une solution de PBS à 10 mM et pH = 7,4 et un volume de 1 litre, les quantités de sel 

suivantes ont été pesées et dissoutes dans 1L d’eau ultrapure :  

[NaCl] = 140 mM 

[NaCl] = nNaCl/VTampon et nNaCl = mNaCl/MNaCl d’où mNaCl = CNaCl x MNaCl x VTampon 

m NaCl à peser = 140.10-3 x 58,44 x 1 = 8,18 g = 0,99 x m NaCl à peser corrigée 

D’où m NaCl pc = 8,18/0,99 = 8,2642 g 

                                                                    m NaCl pc = 8,264 g 

[KCl] = 2,7 mM 

mKCl = CKCl x MKCl x VTampon d’où m KCl à peser = 2,7.10-3 x 74,56 x 1 = 0,201 g = 0,995 m KCl  pc      

D’où m KCl pc = 0,201/0,995 = 0,202324 g  

                                                                    m KCl pc = 0,202 g 

[KH 2PO4] = 1,5 mM 

m KH2PO4 = CKH2PO4 x MKH2PO4 x VTampon d’où m KH2PO4 à peser = 1,5.10-3 x 136,09 x 1 = 0,204 g  

= 0,995 m KCl pc    D’où m KH2PO4 pc = 0,204/0,995 = 0,205161 g 

                                                                    m KH2PO4 pc = 0,205 g 

[Na2HPO4] = 10 mM 

m Na2HPO4 = CNa2HPO4 x MNa2HPO4 x VTampon  

d’où m Na2HPO4 à peser = 10.10-3 x 141,96 x 1 =1,4196 g 

                            m Na2HPO4 p = 1,420 g 

La solution de tampon PBS est enfin stérilisée dans un autoclave. 
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III-3-3-2- Préparation de la solution de protéine A 

1 ml de solution de PBS a été introduit dans le tube contenant 1mg de protéine A pour la 

dissoudre. La solution de protéine A de 1 mg/ml ainsi préparée a été ensuite prélévée et 

introduite dans 19 ml de tampon. La solution de proteïne A finale est de 50 mg/l. Cette 

solution a été utilisée pour l’immobilisation de la protéine sur la surface fonctionnalisée 

pendant 2h. L’échantillon est ensuite lavé plusieurs fois au tampon pour éliminer la partie de 

protéine adsorbée. La protéine se greffe sur la surface fonctionnalisée de manière covalente. 

III-3-3-3- Préparation de la solution d’IgG : (IgG anti E. coli et anti 
Salmonella) 

Une solution de 0,350 mg/ml a été préparée à température ambiante  pour l’immobilisation de 

d’IgG anti E. coli de référence.  Des gouttes de cette solution ont été prélevées et déposées sur 

la surface d’or sur quartz préalablement fonctionnalisée et contenant la protéine A. La 

protéine A est reconnue pour former des liaisons spécifiques avec les anticorps IgG  via leur 

fragment Fc contenant les fonctions acides carboxyliques.  Dans la littérature, on démontre 

également que les deux espèces possèdent cinq sites de liaisons.  

III-3-3-4- Préparation de la bactérie E. coli et Salmonella 

La bactérie est mise en culture dans le milieu peptoné pendant une nuit à 37°C.  Elles sont 

ensuite diluées avec le milieu eau peptonée au dixième pour obtenir une densité optique à 

620nm de 0,1. On centrifuge à 3000 rpm  1 ml de suspension bactérienne de densité optique 

0,1 dans le but  d’enlever le milieu de culture et on rince au moins deux fois au PBS. Après 

centrifugation dans les mêmes conditions, le culot de bactéries est ensuite dilué au PBS. Pour 

se faire, à 35µl d’homogénat bactérien (dans ce milieu, on quantifie la concentration à l’ordre 

de 106 bactéries /ml) et on ajoute 965 µL de PBS. La solution de bactérie est ainsi prête pour 

l’immobilisation. Les gouttes de solutions sont déposées sur les surfaces d’or fonctionnalisées 

et portant la protéine A et l’anticorps. L’incubation à température ambiante à cette étape était 

de 30 mn suivi de plusieurs lavages au PBS. Les différentes étapes d’immobilisation ont été 

faites sous poste de sécurité microbiologique.  
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III-4-  Spectroscopie Raman 
 

Le spectromètre Raman utilisé est celui de Horiba Jobin Yvon modèle Xplora. Il est constitué 

d’un système compact comprenant : 

• une source laser qui fournit une radiation monochromatique de fréquence stable ;  

• un microscope confocal qui focalise le spot laser incident (soit λ = 638 nm, soit λ = 

785 nm) sur la surface de l’échantillon, via l’objectif approprié puis dirige les photons 

diffusés vers le spectromètre. Les objectifs utilisés sont ×10, ×50 LF, ×100 pour la 

mise au point ; 

• un filtre de réjection qui permet de séparer le signal Rayleigh qui est beaucoup plus 

intense que le  signal Raman à détecter ; 

• un monochromateur : Les photons diffusés entrent dans le monochromateur par le  

trou confocal permettant de localiser spatialement la lumière. Un miroir prismatique 

dirige ensuite les photons sur un réseau holographique de 600 ou 1800 traits/mm, 

dispersant les photons selon leur longueur d’onde (le choix du nombre de traits est 

fonction de la résolution cherchée et du rapport signal/bruit). Chaque radiation est 

ensuite focalisée par une lentille sur le détecteur ; 

• un détecteur type CCD (Charge Coupled Device) refroidi à l’air qui permet de 

recueillir simultanément les informations spatiales et spectrales concernant 

l’échantillon. 

Spectrographe 
haute sensibilité

Microscope confocal

Système compact 
multi- laser

 
Figure 99: Spectromètre Raman Xplora de Horiba Jobin Yvon 
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Les spectres Raman de tous les échantillons sont réalisés à la longueur d’onde de 785 nm. La 

correction spectrale est réalisée à partir du logiciel Labspec 5. On procède successivement par 

une soustraction de la ligne de base type « ligne » et un lissage de « degré 9 ».  
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III-5-  Microscopie à force atomique 
 

Le microscope à force atomique (ou AFM pour atomic force microscope) est un type de 

microscope à sonde locale  qui sert à visualiser la topographie de la surface d'un échantillon. 

Il permet ainsi d’observer les atomes à la surface d’échantillons sous vide ou dans l’air. Il peut 

aussi fonctionner en milieu liquide, propriété qui a très rapidement permis le transfert de cette 

technologie à la biologie. 

Le principe de l’AFM consiste à amener, soit au contact de la surface à étudier, soit à une 

distance de quelques 
0

A une pointe dont l’extrémité a un rayon de quelques nanomètres, et à 

lui faire balayer ligne par ligne la topographie de cette surface en évitant de la déformer. Cette 

pointe se situe à l’extrémité d’un évier flexible, le cantilever.  Un faisceau laser dirigé sur 

l’extrémité du cantilever est réfléchi vers une photodiode à deux ou quatre cadrans. Les 

déplacements du faisceau sur la photodiode permettent de détecter les mouvements du 

cantilever dans les trois plans de l’espace (x, y, z) avec une précision voisine de la taille de 

l’atome. Un ordinateur enregistre cette hauteur et peut ainsi reconstituer une image de la 

surface. Initialement, la technique a été utilisée pour caractériser les surfaces solides puis son 

champ d’application s’est étendu à la biologie. En effet, la mesure de la force d’interaction 

entre la pointe et l’échantillon sur laquelle repose l’imagerie par microscopie à force atomique 

a servi également à déterminer les forces de liaisons entre deux molécules. 

 
Figure 100: Principe de la microscopie à force atomique 
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III-6-  Microscopie à fluorescence 

 

La fluorescence est la propriété que possèdent certains corps d'émettre de la lumière après 

avoir absorbé des photons de plus forte énergie (plus courte longueur d'onde). La microscopie 

à fluorescence fait désormais partie des méthodes de recherche utilisées de manière routinière. 

Son principe est basé sur le marquage des molécules cibles par des traceurs fluorescents ou 

par l’intermédiaire d’une molécule révélatrice (méthode sandwich). Les traceurs sont des 

molécules qui absorbent de l’énergie lumineuse dans une gamme de longueur d’onde donnée 

(excitation) et la restituent en partie sous forme de lumière fluorescente (émission). Ces 

molécules sont donc  caractérisées par la longueur de la lumière d’excitation et d’émission. 

Des capteurs (photomultiplicateur ou caméra CCD) permettent de collecter la lumière émise 

par fluorescence et de reconstituer une image de la surface avec une résolution latérale de 

l’ordre de 10 µm. L’inconvénient majeur de la technique de détection directe est lié à la 

nécessité de marquer les molécules cibles, ce qui peut influencer leur interaction avec les 

molécules sondes. De même, une mesure indirecte par sandwich favorise les interactions non 

spécifiques et induit un rapport signal sur bruit de fond élevé. De plus, le marquage des 

molécules cibles nécessite des étapes supplémentaires sur les protocoles de préparation. En 

outre, les marqueurs fluorescents les plus couramment utilisés ont certaines limites : le 

phénomène de quenching qui résulte de l’adsorption d’une partie d’énergie par les autres 

molécules présentes dans le milieu et le phénomène de photoblanchissement (photobleaching) 

qui caractérise la perte des propriétés fluorescentes des molécules sous l’effet d’une excitation 

prolongée ou par une forte intensité lumineuse. 

Le microscope à fluorescence  utilisé est équipé d'un jeu de filtres correspondant aux 

caractéristiques du fluorochrome : 

• un filtre d'excitation permettant la sélection des radiations absorbées par le 

fluorochrome (autour de 490 nm), 

• un miroir dichroïque réfléchissant les radiations absorbables vers l'échantillon et ne 

laissant passer par transmission que les radiations vertes et au dessus (>500 nm), 

• un filtre d'émission ne laissant passer par transmission que les radiations vertes et au 

dessus (>500 nm). 

La figure 101 représente la photo du microscope à fluorescence utilisé dans le cadre de ce 

travail. Il est de marque ZEISS piloté par le logiciel axiovision. 
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Figure 101: Microscope à fluorescence (ZEISS) 

 

Le trajet des radiations lumineuses dans un microscope à fluorescence est le suivant : 
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a) Le filtre 'excitation 
sélectionne les 
radiations spécifiques 
du fluorochrome 
 

b) Ces radiations sont 
réfléchies par le miroir 
et éclairent l'échantillon 

c) celui-ci émet les        
radiations de  
fluorescence qui seules 
atteignent l'oculaire. 

1- lampe à arc     
2- filtre d’excitation 
3- miroir dichroïque 
4- objectif 
 

 
5- Préparation 
6- filtre d’émission 
7- oculaire 
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