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PREAMBULE

Cette these s’inscrit dans le cadre d’une cotuagitee I'Université de Yaoundé | (Cameroun)
et I'Université du Maine (France) et fait partie projet BIORAM intégré au réseau RMB
(Réseau Matériaux Biologie).

Elle développe un programme pluridisciplinaire searsal Chimie-Physique-Biologie, qui
vise a démontrer la faisabilité d'une nouvelle rmodé physico-chimique de détection de
microorganismes pathogénes au moyen d'une dowjplatare et pouvant devenir a terme un
biocapteur. Une telle stratégie met a contributienmultiples intervenants de compétences
diverses.

Elle met donc a profit I'expertise de :

» I'équipe de recherche de Jean Francois PILARD Horktoire LCOM ( Laboratoire
de chimie organique macromolécule) de [I'Universitki Maine (France)
principalement dans la fonctionnalisation de swfat plus précisément la synthese
des polyméres conducteurs, le dép6t de monocoutties substrats métalliques ;

» I'équipe de recherche de Gérald Thouand du labioea@BAC (Capteurs Bactériens
pour I'Analyse et le Contréle), GEPEA (Génie desdédés, Environnement,
Agroalimentaire) 6144, IUT de la Roche Sur Yonnivgrsité de Nantes (France)
pour tout ce qui est microbiologie (cultures de téaes, immobilisation des
protéines, des anticorps et des bactéries) ;

» I'équipe de Philippe Daniel du laboratoire de physi de I'Etat Condenseé ; Université
du Maine (France) pour l'aspect caractérisation derface et contrble
d’'immobilisation.

Cette collaboration a conduit a I'obtention desul@&ss clairement décrits dans cette these, la
rédaction de deux publications dont 'une déja paeti bien d’autres a venir. Malgré les
conditions financiéres limitées au cours de celiese, elle m'a permis d’acquérir de
nombreuses compétences en biologie, en chimie ghysique ou je suis attachée temporaire
d’enseignement et de recherche (ATER). Toujoursdarcadre ce travail, jai participé a
plusieurs réunions d’avancement du projet, desrs#ims, des présentations orales dans le
cadre de I'école doctorale et la participation & a@onférence internationale : International
Conference Of Raman Spectroscopy (ICORS 2010, BOEISA).
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RESUME

L'objectif de cette these est de synthétiser develbes surfaces spécifiques nécessaires a
immobilisation des biomolécules ; visant a déygler a terme un biocapteur pour la
détection de pathogénes en industrie agroalimentaette nouvelle procédure de
fonctionnalisation de surface consiste d’'une pagreifer des molécules organiques sur un
substrat métallique a partir d’'une réaction élettnmique et d’autre part de synthétiser un
monomeére photopolymérisable sur tout type de serf@es surfaces sont enfin utilisées pour
immobiliser les biomolécules. Ce procédé ainsi tifpme permet d’éliminer les multiples
étapes, [l'utilisation excessive de réactifs obsend@ans les protocoles classiques de
fonctionnalisation de surface pour la capture deroorganismes. Deux stratégies de
fonctionnalisation ont été investiguées : la polyisation sur une plaque de platine et le dépot
de monocouche sur une surface dor. La fonctiosatbn de surfaces ainsi que
immobilisation de biomolécules ont été caract#es par la spectroscopie Raman, la
microbalance a cristal de quartz, la microscodimeée atomique (AFM) pour le premier et en
plus la microscopie a fluorescence pour le second.

Les résultats de la fonctionnalisation de surfg@esdépbt de polymére ont montré, une
déstabilisation du polymeére en présence de I'Afin.d’optimiser la synthése, nous avons
travaillé en milieu inerte, sous alumine activée. us, on note une large couverture de la
zone spectrale des biomolécules par les signayolymere ;

Pour le dép6t de monocouche, I'on a obtenu uneaceirfres réactive, homogéne. La
diffusion Raman est la principale technique de aérsation utilisée. Elle présente
avantage d'étre une méthode de caractérisatigsiqmichimique non destructive et non
invasive. Longtemps délaissée dans les sciencewant, cette méthode apparait maintenant
particulierement prometteuse grace a un développeméEent de spectromeétres intégrés
performants.

La diffusion Raman sur la monocouche déposée mangantensité accrue des signaux
par l'utilisation de la surface d’or et un spegihes dégagé conduisant a I'identification aisée
des biomolécules apres fixation. Elle permet noanleseent d’identifier les bandes de
vibrations de chaque groupement mais aussi la omatton des structures.

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

surfaces fonctionnalisées était spécifique.
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La fonctionnalisation de surface d’or par dépétmmocouche constitue finalement une
technique tres rapide a mettre en ceuvre, peu cHElifgermettant d’ancrer efficacement les
biomolécules et peut étre utilisée pour diverggdieations.

La synthese du monomere photopolymérisable a éwmdéb et est en cours
d’investigation.

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

microbalance a cristal de quartz, biocapteurs.

Xix



ABSTRACT

In food processing industry, detecting bacteriaviouses is crucial. Nowadays, it can be
achieved with microbiological tests but, it regsiseveral days. The objective of the project
was to synthesize new specific surfaces capabh@ooholecules immobilization in order to
develop a biosensor for the detection of varioubg@enics in food-processing industry. This
new procedure of surface functionalisation consimts one hand in anchoring organic
molecules on a metallic substrate by an electrodd@meaction and on the other hand to
synthesize a photocrosslinkable monomer on evgry of surface. These surfaces are finally
used to immobilize biomolecules.

Two strategies of surface functionalisation wergesiigated: the polymerization on a
platinium surface and the deposition of monolayeraogold surface. Both processes were
characterized by spectroscopy Raman, Quartz Crystadrobalance, Atomic Force
Microscopy and Fluorescence Microscopy.

The results of the functionalisation of surfaces dgposition of polymer showed a
destabilization of the polymer in presence of water optimize the synthesis, we worked in
sluggish middle, under activated alumina. Furtheaneve noted a wide coverage of the
spectral zone of biomolecules by the signals ofiblgmer;

For the monolayer deposition, we obtained a veactree and homogeneous surface. The
Raman spectroscopy was the main technique usedeteharacterization. It presented the
advantage to be a non-destructive and non invgsiysico-chemical method. This method
seemed now particularly promising due to a receswebpment of successful integrated
spectrometers.

Raman Spectroscopy showed an enhanced intensitiyeo$ignals by the use of the gold
surface and a more clear spectrum well-to-do ifleation of biomolecules after binding. It
allowed not only the identification of the bandsvdirations of every connection but also the
conformation of the structures.

The results of the immobilization showed that thaftihg of biomolecules on functionalised
surfaces was specific and efficient.

The functionalisation of gold surface by monolag®position constituted at the end an
efficient and low cost technique allowing to anchHmomolecules and can be used for

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

Keywords: surface functionalisation, biomolecules immobiliation, Raman, quartz
crystal microbalance, biosensors.
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Introduction générale

La surveillance des maladies d'origine alimentateles flambées de mortalité dues a la
contamination de la nourriture par des pathogenastituent une priorité mondiale en terme
d'efforts pour la santé par les pouvoirs publidegindustries agroalimentaires. Ces maladies
infectieuses sont responsables de 40% des 50 msille déces recensés chaque année dans le
monde notamment en Afrique sub-saharienne. |l @st décessaire de trouver des techniques
d’analyse efficaces, faciles a mettre en ceuvrs, semsibles, spécifiques et permettant une
détection rapide de ces pathogénes.

De nombreuses techniques d’analyse biologiques ebdtréle des produits manufacturés ont
aussi été decouvertes et permettent d’assurer w@iectibn des agents pathogenes
responsables de ces infections. Parmi ces méttstaiedard largement mises en ceuvre, nous
pouvons citer la PCRPplymerase Chain Reactipn’ADN branché, le NASBA(Nucleic
Acid Strand Based Amplificatipnla LCR (igase Chain Reactignle TMA (Transcription
Mediated Amplification Ces méthodes permettent d’amplifievitro une région spécifique
d’'un acide nucléique donné afin d’en obtenir unangiké suffisante a détecter. Cependant,
elles sont lourdes a mettre en oeuvre, nécessiteprétraitement de I'échantillon, un pré-
enrichissement du milieu, des équipements colteuremain d’ceuvre hautement qualifiée.
Les techniques alternatives comme les biocapteurisaflient un élément biologique sélectif
(anticorps, enzyme, cellule...) a un transducteunneétent de quantifier rapidement certains
constituants des matrices alimentaires et jouentblenprépondérant dans le contrble de la
gualité des aliments. Leur caractere compact, deande spécificité, leur sensibilité et leur

caractére portatif font d’eux I'une des meilleuadternatives aux technigues existantes.

L'objectif général de cette thése est de développerbiocapteur utilisable en industrie
agroalimentaire pour le contrble de la qualité alesents.
L'objectif spécifique consiste a développer une hmde physico-chimique alternative de
détection des microorganismes impliquant une dosiblieature :
e capturer une bactérie sur une surface spécifique figus avons élaborée) greffée par
un anticorps spécifique a cette bactérie ;
» confirmer la capture par microbalance a cristalqdartz et identifier la bactérie

capturée par spectroscopie Raman.




Cemanuscrit de these est subdivisé en trois parties :

La premiere partie synthétise essentiellement $geas bibliographiques sur le sujet: la

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

détection de microorganismes, les techniques dactarsation Raman et microbalance a
cristal de quartz.

La deuxieme partie présente les principaux résulbdttenus sur la fonctionnalisation de

surface, principalement sur la synthese des polsnéonducteurs, la modification de la

surface d’or, 'immobilisation des biomolécules ss surfaces, les interactions entre les
biomolécules et enfin la synthese d’'un monomeérgq@uymeérisable.

La troisieme recense les difféerentes méthodolodesnise en ceuvre des expériences, les

caractéristiques des produits utilisés ainsi gaelieers appareillages.
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|- 1- Les biocapteurs

I- 1-1- Geénéralités sur les biocapteurs

L’idée de biocapteur est née du besoin d’analystemps réel sans traitement préalable de
I'échantillon et sans manipulation de produits daegx [1]. Le marché et les applications
des biocapteurs sont trés larges. lls concernemtsealement le domaine médical pour le
diagnostic [2-4], mais aussi les analyses enviroramgales [5-9] et I'agroalimentaire [2, 8,
10-17]. Le développement des biocapteurs a délaré ks années 1960 avec l'introduction
des premieres électrodes a enzymes. Elles se samués dans les années 1980 par la
commercialisation de biocapteurs ampérométriqgues [ mesure du glucose et en 1990
dans le domaine médical. Plus de 40 biocapteurgt@ntommercialisés pour le diagnostic
meédical, pour mesurer les parametres aussi digerde taux de glucose, taux de cholestérol
et certains analyttsomme I'urée, les lactates [18]. Ces derniéregasinle domaine des
biocapteurs a connu un développement remarquahke lsopression de plusieurs facteurs
selon les domaines d’application:

* le besoin en capteurs fiables (pharmacie);

* rapidité de mesure (monitoring médical) ;

* la généralisation de I'automatisation dans le géegprocedes;

* la recherche du moindre coldt dans le domaine dealjgae biomédicale ou
environnementale. L'utilisation des techniques deroélectronique dans le domaine
des biocapteurs permet en particulier d’envisager mroductions massives a faible
cout.

Pour le contrdle de la qualité des aliments et pitedhlimentaires, I'industrie agroalimentaire
a de plus en plus besoin de techniques analytifjabtes et peu colteuses. Ce besoin
provient d’une part d’'une demande des organismaggidation mais aussi d’'un plus grand
intérét porté par le consommateur a la fiabili®s groduits qu’il consomme. La contribution
des techniques analytiques devient de plus enipipertante pour le contrble des matieres
premieres, la vérification du contenu des produltéyaluation de leur fraicheur et aussi la
détection des contaminants. Plusieurs de ces tpodwi reposent le plus souvent sur des

approches conventionnelles de mise en cultureegtrithissement préalable. Ceci conduit a

1 Analyte : constituant de I'échantillon devant étre analysé
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un procédé long, colteux et ne permet pas unevartgon rapide dans la chaine alimentaire.
Les techniques alternatives comme les biocapteuirallient un élément biologique sélectif
(anticorps, enzyme ...) & un transducteur permettEntquantifier rapidement certains
constituants des matrices alimentaires et jouest an réle prépondérant dans le contrble de
la qualité des aliments. Leur caractere compaut,deande spécificité, leur sensibilité et leur

caractére portatif font d’eux une des meilleurésrahtives aux techniques existantes.

[-1-1- 1- Principe de fonctionnement des biocaptesr

Un biocapteur est issu de I'association d'un éléiiefgique (enzyme, anticorps, antigene,
fragment d’ADN, d’ARN, microorganisme) possédanteufonction de reconnaissance
spécifiqgue et un élément transducteur (électrodetolmalance a quartz, fibre optique) qui
assure le transfert de I'événement biologique emegissance de I'analyte » et la transforme

en un signal exploitable (électrique ou lumineux).

Traitement

Analytes Bio recepteur dles donnees
Pa—
PR Sl Transducteur signal
a e electnque -

Figure 1: Schéma général d'un biocapteur

La qualité du biorécepteur conditionne l'efficacidé dispositif en terme de sélectivite,
sensibilité, répétabilité et reproductibilité. Lauche bioreceptrice doit répondre a certains
criteres : une bonne conservation de l'immunorgaéti une quantité importante de
molécules immobilisées avec un faible taux de déatibn et une bonne stabilité vis-a-vis
des variations de pH, de force ionique [1].

Trois grands types de biomolécules sont généralenmilisés comme éléments de
reconnaissance. On distingue : les enzymes, lesimoaspeces (anticorps, antigenes), et les
acides nucléiques. Dans le cas des biocapteursnaizyies, la mesure de I'analyte se fait par
détection d’'un produit de la réaction chimique mauwée par I'enzyme immobilisée, ou par
détection d’'une conséquence physique de cetteigBadies biocapteurs basés sur des
immunoespeces (immunocapteurs) détectent I'anglgtel'intermédiaire des modifications
physiques de la couche sensible, modifications ifeglupar la formation des complexes
immuns (effets de géométrie, de masse, modificatien propriétés électriques). Les
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biocapteurs qui utilisent les fragments d’ADN exjant I'appariement de deux monobrins
d’oligonucléotides complémentaires. Avec un micsesal d’ADN, il est possible d’identifier

la séquence d’'un géne et de détecter des muta@meiques.

[-1-1-2- Types de biorécepteurs et de transductesr

Il existe un grand nombre de biorécepteurs etatesttucteurs dans la littérature. Le choix est
fait en fonction de I'application finale du biocapt et des contraintes du probleme. La figure

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

Biocapteur

Biorecepteu transducteu

Optique Electrochimique

Fibre Optique Ampérométrique

Potentiométrique

Basé sur mass Impédimétrique

|
Piézoélectriqu Magnetoelastique
MCQm SAW

Figure 2: Familles de biorécepteurs et de transduetirs

—tD—

Conductiométriqu%

L’anticorps est choisi comme biorécepteur dansraeatl dans le but de détecter un agent
pathogene et comme mode de transduction, nous ashoisi la diffusion Raman parce

gu’elle est non destructive, non invasive et pérdianalyser de trés faibles quantités
d’échantillons. La transduction piézoélectrique lmleua signature Raman par sa trés haute

sensibilité (mesure des masses de I'ordre du nanuoge).

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

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

lIs transforment I'effet d’'une interaction éleatrimique analyte-électrode en un signal
primaire (signal porteur de I'information). De tefets peuvent étre stimulés électriquement
ou résulter d’'une interaction spontanée en comddi® courant nul [19]. Dans cette catégorie,
on distingue : les transducteurs ampérométriquesengomeétriques, impedimétriques et

conductimétriques.

[-1-1- 3-1-1- Biocapteurs amperométriques

Les biocapteurs ampérométriques mesurent le cogéaréré a un potentiel constant par une
réaction de type oxydoréduction. Le facteur impar{aouvant influencer le fonctionnement
du biocapteur ampéromeétrique est le transfert digdas entre la molécule catalytique et la
surface de I'électrode [20]. Son principe repagd’application d’un potentiel constant entre
une électrode de travail et une électrode de médérelLe potentiel imposé promeut une
réaction redox qui produit un courant ; la valeer @& courant est proportionnelle a la
concentration d’espéces €électroactives présentesoéution. De nombreux biocapteurs
ampérométriques sont basés sur la mesure de laroartion d’'oxygéene, ou la génération de
peroxyde d’hydrogéne. Les électrodes @Hsont plus sensibles mais moins sélectives que
les électrodes a £J19, 21]. Les biocapteurs ampérométriques sontdeapiplus sensibles,
plus précis et plus justes que les biocapteursipotaétriques [22].

Cependant, la sélectivité des biocapteurs ampérimués est seulement gouvernée par le
potentiel rédox des espéces électroactives présdateconséquence, le courant mesuré par
linstrument peut inclure la contribution de plusie especes chimiques différentes[20, 21,
23]. De plus, la spécificité du composant biologiqueut étre compromise par la sélectivité
partielle de I'électrode. Cette absence de spé#éifiecessite une préparation de I'échantillon,

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

[-1-1- 3-1-2- Biocapteurs potentiométriques

lls sont basés sur la mesure du potentiel d’'unetrélde de travail par rapport a une électrode
de référence. Le composé biologique fixé est ls pauvent une enzyme mais peut également
étre une cellule entiere [21]. La détermination petentiels des électrodes permet de mesurer

directement la concentration de I'analyte a doser.
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Les biocapteurs potentiométriques ont I'avantagdisigoser de temps de réponse tres courts
(entre 5 a 10 minutes). Leur fabrication est largetrindustrialisée et par conséquent est
moins colteuse. Le tableau | ci-dessous présergtjups biocapteurs potentiométriques

destinés au contréle environnemental.

Tableau I: Exemples de biocapteurs potentiométrique appliqués dans le contrble
environnemental

o Produits detectés .
Transducteur Enzyme inhibée o o Références
Limite de détection

Capteur pH a FET ) Organophosphorés [24]
Organophosphoré
Electrode de pH Paraoxon : 1uM
. hydrolase(OPH) _
modifieée Dichlorvos : 1uM [25]
Murine hybridoma Terbutylazine
LAPS® y Y [26]
clone (RA-) (TBA) : 1,5ud/l
LAPS E. coli WR Tryptophane : 0 - 12uM [27]
Acétylcholinestérase o
Electrode de pH Dianizon : 0,2nM [28]
(AcChE)

Butyrylcholinestérase,
Electrode de pH .
. choline oxydase et _
modifiée trichlorfon : 2.10° nM
peroxydase

[29]

[-1-1-3-1-3- Biocapteurs conductimétriques

La conductimétrie est une technique électrochimigliernative a 'ampérométrie et a la
potentiométrie [30]. Elle permet de mesurer lesat@ns (consommation ou production)
d’especes chargées générées au cours des réagtaymsatiques. La conductance d’un corps
est donnée par I'équation :

G= yj
vy (en S.crit) est la constante caractéristique d'un produincoet est appelée la conductance
ou conductivité spécifique;

A/\ (en cm) la constante géométrique de la cellule.

2FET : Transistor & Effet de champ (Field Effect Transistor)
3 LAPS : Light Adressable Potentiometric Sensors
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Les biocapteurs conductimétriqgues sont utiliséssdén domaine biomédical pour la

guantification du glucose dans le sang et I'uriaegxemple.

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

Les transducteurs optiques utilisent des technetogiiverses basées sur des phénomenes
optiques et sont le résultat d’interactions eritmedlyte avec le récepteur. Ce groupe peut étre
subdivisé selon le type de propriétés optiquessatk dans les capteurs :
» L’absorbance, mesurée dans un milieu transparent.
* La réflectance, mesurée en milieu non transparetitisant généralement un
indicateur immobilisé.
* Laluminescence, basée sur la mesure de l'intedsita lumiere émise au cours d’'une
réaction chimique dans le systéme récepteur.
* L’indice de réfraction, mesuré comme le résultatndchangement de composition
d’'une solution. Il peut y avoir aussi un effetrdsonance de plasmons de surface.
» L’'effet optothermique, basé sur la mesure d’'untdfiermique causé par I'absorption
de la lumiére.
» La diffusion de la lumiéere, basée sur des effeissés par des particules de taille
définie présentes dans I'échantillon.
L’application de ces phénomenes a des capteuneredte possible grace a Il'utilisation de
fibores optigues dans diverses configurations. Cipoditifs sont appelés optodes ou
optrode§19].

I-1-1-3-3- Transducteurs gravimétriqgues

Dans ce type de transducteurs, les capteurs sesisibth masse transforment les variations de
masse d’'une surface spécialement modifiee en ungenaent de propriété du matériau

support. La variation de masse est causée paracuenalation d’analyte.

[-1-1-3-3- 1- Biocapteurs piézoélectriques

Les dispositifs piézoélectriques mesurent une tranale fréquence d'un oscillateur a quartz,
causée par l'accrochage d’'une quantité d’analytel’sscillateur. lls peuvent étre utilisés

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

“Optode : 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 fréquetheerésonance du cristal dépend de sa
nature chimique, de sa taille, de sa forme et daasse. En placant le cristal dans un circuit
oscillant de mesure, la fréquence peut étre mesemééonction de la masse. Lorsque la
variation de massAm est trés faible par rapport a la masse totale @tatrla variation de

frequenceAf est liee &Am par la relation :
Am
Af = cf? —
A

fo est la fréequence de vibration du cristal dansriuiit,

A la surface d’un cristal de quartz,

c laconstante obtenue a partir du matériau du crissde épaisseur.

Les cristaux piézoélectriques, parfois appelés abmlances a cristal de quartz, sont
typiguement constitués d’un cristal de quartz oseictionnent a des fréquences entre 1 et 10
MHz. Ces instruments peuvent étre utilisés pour tigsides, avec une limite de
détermination des fréquences de l'ordre de 0,1 Hzlimite de détection de masse liée a la
surface de I'électrode est de I'ordre de'f@ 10 g.

Les biocapteurs piézoélectriques apportent uneng&paoapide mais leurs inconvénients

résident dans la fixation de composés non spéesidl].
[-1-1-3-3- 2- Biocapteurs acoustiques

Les dispositifs a ondes acoustiques de surfacesarttl la modification de la vitesse de
propagation d’'une onde acoustique, affectée pdepdt d’'une masse définie d’analyte. Les
biocapteurs basés sur une transduction acoustmptessrtout utilisés pour la détection de
micro-organismes tels qu’Eschericlgali. D’autres exemples d’applications concernent la
détection d’organismes génétiquement modifiés [19].

Le tableau Il ci- dessous présente les avantagks émconvénients des différents types de

biocapteurs [31].

10
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Tableau Il: Avantages et inconvénients des différes types de biocapteurs

Transduction Avantages Inconvénients Applications
. glutamate, uree,
_ - reponse lente o )
Electrode - simple ) . ) nitrites, acides
_ , - nécessité d’une électrogde o
sensible aux - fiable . amineés, pénicilline,
. de référence stable ]
ions cholestérol...
glucose, sulfites,
. - simple _ . glutamate, éthanol
Electrode a . o - faible sensibilite
. - tres spécifique sucrose, lactate,
oxygene ]
cholestérol...
Electrode a _ sulfites, glucose,
- simple L g .
peroxyde . _ - peu spécifique glutamate, acides
. - trés sensible o
d’hydrogene aminés
- nécessité des sources de
- utilisation a distance haute énergie acétaldéhyde,
Systemes - faibles codts - gamme de concentratign nitrate, glucose,
optiques - miniaturisables étroite glycérol, éthanol,

- pas d’interférence

électrique

- interférence de la lumier

incidente.

e galactose...

Piézoélectrique

- réponse rapide
- simple

- faible colt

- faible sensibilité dans le

applications sur liquide

s glucose, atrazine,

bactéries, toxines

Calorimétrie

_ _ - fixation non microbiennes
- peu de manipulatior] o
o spécifique
de liquide
glucose, lactate,
- universalité - colteux, acide ascorbique,
- pas d’interférence - encombrant triglycérides,

optique comme la

couleur et la turbidité

- nécessité d'importantes

quantités d’enzyme

5 cholestérol,
galactose, éthanol
lipides.

11
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Nous venons de faire ainsi une étude comparatigetygees de biocapteurs. Celle-ci nous a
permis de comprendre le principe de fonctionnemelat, recenser les avantages et
inconvénients des uns et des autres et nous pefmaiir une orientation préalable de la

bY

méthodologie a adopter pour la proposition d'unethode alternative de détection de

pathogenes

I-1-2- Immobilisation du biorécepteur

Plusieurs techniques d'immobilisation meéenent a cecgdé et le choix dépend de
'application et aussi des contraintes. Le tablékuci-dessous regroupe les principaux
éléments biologiques utilisés en tant que systemeedonnaissance et les techniques

d'immobilisation associées [32].

Tableau lll: EIéments biologiques et techniques dinmobilisation associées

Eléments biologiques Techniques d’'immobilisation
sur le biorécepteur

Enzyme

Anticorps » Adsorption physique

Peptide » Greffage covalent

Micro-organismes * Confinement

Tissus * Polymérisation

Lipides e Inclusion

Acides nucléiques

Les techniques d’'immobilisation utilisées pour acter les bioéléments sur le biorécepteur
peuvent étre classées selon le mode de fixatiatear catégories : le mode de fixation direct
(ne faisant pas intervenir une couche d’accrocherrimédiaire entre le substrat et I'élément

biologique) et le mode indirect.

[-1-2- 1- Fixation directe
I-1-2- 1- 1- Adsorption physique

L'adsorption est un phénoméne physique de fixatmmolécules sur la surface d'un solide.
La fixation provient de I'établissement de troigpbmenes entre le solide et les molécules :

12
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» Les forces de dispersion (Van der Waals)

» Les forces polaires résultant de la présence dagh&lectriques dans les micropores.

* Les liaisons hydrogenes dues aux groupements hylésogu amines.
Ce processus d’adsorption physigue consiste aanlatizone sensible du capteur en contact
avec I'élément biologique a détecter pendant qeslgustants, de rincer et de sécher[32].
Cette technique est peu dénaturante pour les bémmulels. De plus, la limite basse de la
sensibilité du capteur va se trouver nettement iané@ puisqu’il n’existe aucun type de
membrane ou de barriére entre le détecteur etlieura analyser [33]. La régénération du
capteur et le dép6t d’'une nouvelle couche sonlitiesi En revanche, cette méthode présente
'inconvénient d’étre basée sur des processus siles. La désorption peut surgir durant la
phase de mesure et la faible quantité de produétdu substrat diminue fortement la limite
de détection [32, 33]. Cette méthode peut s’avées colteuse étant donnée la grande
guantité de produit nécessaire pour obtenir ld sieuilétection minimum.
Un autre inconvénient important de ce type de dégbtie manque de reproductibilité [33,
34]. Pour limiter les phénoménes de désorption aetvpir mieux contrdler les quantités
fixées, il est possible d’établir des liaisons @#gie beaucoup plus forte que celles entrant en

jeu lors de I'adsorption physique.

[-1-2- 1- 2- Confinement

Il est également envisageable de conserver I'élémamsible prés de la surface du capteur
sans toutefois le lier physiquement a cette méméaca Il s’agit de la technique de
confinement. Dans ce cas, le biorécepteur, quiegter libre en solution a l'intérieur d’'un
compartiment fermé par une membrane sélective rat-germéable, conserve une activité
maximale. Cette technique, bien qu'offrant en theat’excellents résultats est tres peu

utilisée du fait de la complexité et du colt denése en ceuvre.

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

Cette technique consiste a emprisonner le bioréoegintre deux monocouches de composés
amphiphiles (composés possédant a la fois des gsougydrophiles et des groupes

hydrophobes) grace a des forces électrostatiques.

13
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La littérature [35, 36] décrit clairement la prouéel de mise en ceuvre de cette technique. En
raison du phénoméne de capillatitie film se fixe sur le substrat avec une bonreéeehce

et constitue une structure mono-moléculaire pratigent exempte de défauts. En procédant a
plusieurs passages, il est possible d'empiler piasieurs dizaines de monocouches (la limite

possible est dépendante du type de molécule).e @Gmthnique présente I'avantage de créer
des interfaces adaptées aux capteurs de gaz [B5, 36

Ses principaux atouts sont :

* l'organisation des couches au niveau moléculaire,

» lafabrication de la couche sensible en une seafeg¢

» des temps de réponse trés courts du fait de ldimegpaisseur de la membrane,

» enfin, un des grands avantages pour les biocaptamserne l'inclusion d’éléments
biologiques. Dans ce cas, la structure des filmsrals est tres proche de celle d’'une
membrane biologique [37].

En revanche, cette technique nécessite un appaeittés spécifique et un savoir faire du
point de vue chimique tres important. De plus, tabiité de I'édifice moléculaire reste

<o
LILLLL
Eau

a) Phase préliminaire b) Compression du film ¢) Obtention du dépo6t

médiocre en solution.

Barriére
mobile

0 Solvant

4 4
JWNILNGELAN LY ]

1

Substrat a recouvrir

Figure 3: Réalisation du dépét de couche de Langmui Blodgett
I-1-2- 1- 4- Liaisons covalentes

Un autre mode de fixation sur une surface estrdation de liaisons covalentes entre le

BN

substrat et la particule a immobiliser. Le couplagealent se fait généralement avec un

support fonctionnalisé insoluble dans l'eau. Loesqiette technique est utilisée avec un

5 Capillarité : étude des interfaces entre un liquide et une surface , un liquide et I'air ou entre deux liquides non miscibles. Elle est connue par I'effet d’'un
liquide a forte tension superficielle remontant contre la gravité dans un tube tres fin (tube capillaire). La tension superficielle est proportionnelle a la force de
cohésion intermoléculaire du liquide concerné. Plus les molécules du liquide ont une cohésion forte, plus le liquide est susceptible d'étre transporté par
capillarité.
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elément biologique, la réaction ne doit pas imm@iges sites essentiels a I'activité biologique
de la molécule.

De fagon générale, l'attachement covalent d’unedtértiologique (enzyme, anticorps,
protéine...) a la surface d’'un capteur se fait enxd&tapes. La premiere étape consiste en
I'activation de la surface inerte du capteur, afa lui donner une réactivité chimique. La
seconde étape nécessite de lier le bioréceptertteasurface chimiqguement activée. La nature
exacte des réactions chimiques impliquées dépemenfent du type de surface choisi. Le
tableau IV ci-dessous présente quelques exemplesapkeurs réalisés par le biais de la
fixation covalente de récepteurs chimiques ou lgiolees [32].

Tableau IV: Quelques exemples d'applications de gfiage covalent

Récepteur immobilisé Agent de fixation Surface Elclemen,ts Ref
détectés
Acide dicarboxylique Chlorure de p-toluéne I
AE: sulfonyle Si/SIG, Fer [38]
- . Réactif de grignard, . NOx, SC,
Chaines aromatiques espéces lithium aryl Si CO. NH, [39]
Oligonucléotides Epoxysilane, 3-amino- Si/SiO, ADN [40-51]
propyltriethoxysilane
. . . . Antigénes
Ant Eth I Ikylthiol A . 2-
nticorps oxysilane, alkylthiols| SOAu ASSOCIES [52-59]
Uréase Carbodiimide Si/S30 Urée [60, 61]
L L Non L
Pénicillinase Carbodiimide gz Pénicilline [32]
spécifié
p- phényl-
Laccase ABT8(sel d’'ammonium) Pt diamine [62]
p-aminophéno
. . I
Glucose oxydase MESacide sulfonique) Sn;%?’ Glucose [32]
Acetylcholinestérase Amine silanisation Organo-
Organophosphate o SiO, g [63-66]
sulfurhydryl-silanisation phosphate
hydrolase

8 ABTS : sel d'ammonium de I'acide 2,2’-azinobis-(3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique. Ce composé est utilisé pour tester I'activité antioxydante d’un
produit. L'activité antioxydante totale d’'une molécule est déduite de sa capacité a inhiber le radical ABTSe+, obtenu a partir de 'ABTS (sel d'ammonium de
I'acide 2,2'-azinobis-(3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique).

TMES . 2- acide sulfonique de I'éthane (4-Morpholino)
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Cette technique peut étre utilisée pour le greffdgeaécepteurs tres variés sur des substrats
tout aussi variés. La tendance générale laisseajgaune méthode modifiée originale a la
création de liaisons covalentes entre I'élémerie etubstrat. De plus en plus souvent, une
couche intermédiaire est insérée. Cette techni¢oembbilisation par liaison covalente est
celle ciblée par nos travaux. En effet, au courpucessus, notre molécule d’ancrage doit
étre solidement liée au substrat si bien qu’il hjEss possible par simple processus de lavage
et/ou de désorption de les séparer. Ce processiisititiser en plus une molécule facilement
et rapidement synthétisable, trés réactive, néeesdie faible colt de réactifs. Ce qui nous
permet de gagner en temps et en codt de fabricabatrairement au processus classique
d'immobilisation utilisant les SAM (Self Monoasseleth Layer). Notre processus

d'immobilisation sera revu et détaillé dans la jgagkpérimentale.

[-1-2- 2- Fixation indirecte

Il s'agit de lier le biorécepteur sur une surfaée une couche de composé intermédiaire.
L'utilisation des polymeres est de plus en plusiranote dans des domaines tels que la
médecine ou ils sont utilisés dans certains pracéd@rurgicaux notamment oculaires,
comme implants artificiels, protheses ou bien dasssystémes de distribution automatique
de médicaments. Dans le domaine des biotechnolodiess polymeres servent déja
couramment de support pour l'immobilisation desrdégepteurs classiques : protéines,
anticorps, oligonucléotides... Les polymeres sorgci&nnés suivant différents critéres tels
gue leur résistance mécanique, leur dégradatliite,perméabilité, leur solubilité ou encore
leur transparence. Et, dans tous les cas, il esesséire d'optimiser leurs propriétés
surfaciques et volumiques. L’'avantage des polymgras rapport aux autres matériaux
comme les métaux ou les céramiques, est de pomadifier leur composition pour obtenir
une plus grande variété de structures et de pteéprié

Les polyméres envisagés dans le cadre de cette sbés conducteurs, présentent I'avantage
gue le matériel biologique immobilisé peut étrerdébé électrochimiquement par application
d’un potentiel cathodique. Ce qui constitue un eé@ntage économique car le méme substrat
peut étre utilisé pour détecter plusieurs typegeahids pathogenes. L'étude des polymeéres
conducteurs et de leurs intéréts dans les biocapseua détaillée au paragraphe I-3.
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I-1-3- Domaines typiques d’'applications des biocapurs

Le but de notre travail étant de développer unehaou# alternative de détection de

microorganismes pathogenes présents dans l'agmeatiine, nous avons dans un premier

temps fait I'état des lieux de ce qui existe déjar le marché afin d'y apporter une valeur

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

meéthode de caractérisation qui raccourcissentoegaé d’analyse) que nous développerons.

Le tableau V ci-dessous recense quelques domdiapplications des biocapteurs et leurs

usages.
Tableau V: Domaines d'applications des biocapteurs
Domaine _ o
o Types de biocapteur Utilisation
d’application

Agroalimentaire

optique

- quantification des divers acides
carboxyligues comme I'acide ascorbique
(dans les jus de fruits) et I'acide citrique
(fruits, jus de fruits, boissons pour sportifs)
[21]

- I'évaluation du taux d’antioxydant ( les
polyphénols) dans I'huile d’'olive, le vin et I¢
thé vert [67]
- détection des contaminants (pathogenes
pesticides, microorganismes et toxine)

[2, 8, 10-17];

- détection de sulfaméthazine dans le lait

dans des échantillons de bile de porc, e

utilisant un seuil déterminé de Qud/ml ;

v

et

=

Station d’épuratior]

ampéromeétrique

- mesure des métaux lourds (Cr, Mn, Md
(8, 9]

- mesure de polluants organiques (cyanure

d’éthyl-n-dimethylphosphoramide,
phosphonofluorure d’isopropylmethyle,

N

)
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phosphonofluorure de picacolyméthyle),

- détection de carbaméfearbofuran :
0,01nM) [5-7, 68];

- mesure de pesticides organophosphorés
concentration de I'ordre de 1®mol /I [11]

de

Santé ampeérometrique

- estimation du glucose, urée [69],
cholestérol, glutamate[2-4];

- concentration du lactate dans le sang de
athlétes pour prévenir la fatigue musculairé
les crampes [16] ;

- détection de I'éthanol dans le souffle, la
salive et le sang humain [16] ;

- permet d’étudier I'effet des pesticides sur
les parametres cytogénétiques et
biochimiques des souris et leurs embryons
[70] ;

- détection des pathogénes a I'exemple du
Mycobacterium tuberculosi¥ibrio
cholerae, Treponema pallidium ; salmonell
[71] ;

- traitement de la maladie d’Alzheimer [72

> et

a

Environnement potentiométrique

- détection du trichlorfolf2.10*nM)[69]
- détection des composés organophospho
(toxiques)[5-7, 17, 22, 25, 28]

'és

8Carbamate : Les carbamates ou uréthanes sont une famille de composés organiques porteur d'une fonction R-HN-(C=0)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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- détection des composés phénoliques :
phénols, catéchof® guaiacol$' et crésols?
[73, 74]

- détection de I'atrazine (5uM)[75]

ampeérometrique

La miniaturisation et 'automatisation sont une@gsité permettant une diminution des temps

d’analyse.

Pour de nouvelles applications, il convient de pigdldes supports de plus grande qualité
permettant 'immobilisation d’une grande variétéstmdes. Dans les parties suivantes, nous
ferons le point sur les types de supports utilidéss la littérature pour immobiliser les
biomolécules et nous nous attarderons enfin susupports élaborés au cours de cette thése

pour une capture encore plus rapide, plus sensitdpécifique des microorganismes.

10 Catéchol : Le catéchol est un noyau benzéne avec deux groupements hydroxyles substitués adjacents

"Guaiacol : 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, I'acuité visuelle, le cancer et les troubles de reproduction chez
I'homme.

12 Crésol : Le crésol est un mélange des trois isoméres du méthylphénol (CHs-CeHsOH) en position ortho-, méta- et para-, qui sont tous d'odeur
désagréable, mais moins toxiques que le phénol ordinaire.

. ]
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|-2- La fonctionnalisation de surfaces

La fonctionnalisation des surfaces a fait depoigtemps partie des procédés industriels de
fabrication d'objets divers, que ce soit pour ggsons cosmeétiques ou pour lutter contre la
corrosion des métaux. De plus en plus, de nouvldlestions sont ajoutées aux surfaces des
objets, et de nouveaux procédés sont mis au point gssurer des fonctions déja existantes,
en réponse aux enjeux économiques ou environnemeritas procédes de traitement ou de
« fonctionnalisation » des surfaces sont extrémemanes, faisant intervenir des domaines
technologiques tels que :
* Produire des groupes fonctionnels spécifiquessarface pour des interactions
spécifiques avec d'autres groupes fonctionnelsémiés, peptides, protéines,
cellules) ;
* Augmenter I'énergie de surface ;
* Augmenter I'hydrophobicité ou I'hydrophilicité ;
* Rendre la surface plus inerte chimiquement ;
* Induire une réticulation de surface ;
» Nettoyer la surface de contaminants ;
* Modifier la morphologie de la surface — augmentedoninuer 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 auligéis;
* Augmenter la mouillabilité pour permettre I'imprass (« dyeability » ou «

printability »).

Les fonctions recherchées ont, par exemple, dgsriptés données de réflectivité optique,
d'anticorrosion, bactéricides, d'auto-nettoyagedhkésion, de mouillage, de frottement, de
sensibilité a des espéces chimiques données. Nussiméresserons dans cette partie au cas
du traitement de surfaces par greffage de fonctinol€culaires sur des substrats spécifiques

conduisant a terme a la détection efficace et eaglain analyte cible.
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I-2-1- Fonctionnalisation de surfaces pour I'immoblisation des

biomolécules

La fonctionnalisation permet de créer a la surfdoesupport des fonctions chimiques
réactives, c'est-a-dire des fonctions permettantfidation par liaison covalente d'une
molécule biologique. L'immobilisation de biomoléesil peut étre définie comme toute
technique qui limite la migration libre de ces baécules [76].

L'immobilisation de protéines, et en particulieerddymes, sur des supports solides, est a
l'origine d'un grand nombre d'applications. Leumiabilisation sur support solide permet
généralement d'augmenter leur stabilité au coursethps. Le développement de capteurs
demande initialement la mise au point de suppartgtionnalisés pour divers types de
biomolécules (anticorps, enzymes, ADN).

La notion d'inertie chimique et le faible colt ctituent les qualités primordiales recherchées
pour les matériaux constituant les supports. D’'miérét de fonctionnaliser les surfaces de
maniére covalente, utilisant des molécules tresctirgss, facilement et rapidement
synthétisables. Opération qui permet de gagneteonps €norme par rapport au protocole
traditionnel d'immobilisation de biomolécules. Rags techniques existent pour

fonctionnaliser un support et sont citées ci-apres.

| -2-1- 1- Fonctionnalisation par le groupement Azactone

Plusieurs travaux dans la littérature décrivens todairement la fonctionnalisation d’un
support par copolymérisation du vinyldimethylaztert et du methylenebisacrylamide. Le
cycle azlactone positionné en surface permet d’ibiliser toute espéce nucléophile, par
exemple des espéces possédant les fonctions affifi@9]. Ainsi la fonctionnalisation du
polypropyléne (PP) avec du 2-vinyl-4,4-dimethylattme (VDM) a été réalisée dans le but
d'immobiliser la séricine, une protéine contenuesdi soie [79]. Dans la littérature [77],
l'azlactone est également utilisé pour immobilisgre enzyme comme la Penicilline G
Acylase. Les interactions entre le support et keme dans ce cas sont de type liaison
hydrogene et interaction hydrophobe entre les dmiités. L'auteur de la littérature [78]

utilise le support fonctionnalisé a I'azlactone poamobiliser les protéines A et G.
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Figure 4: Fonctionnalisation du polypropyléne par € 2-vinyl-4,4-dimethylazlactone

| -2-1-2- Fonctionnalisation par les Self Mono-Assabled layer
(SAM)

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

undécanoique

Les SAM constituent une voie d'organisation de roolés biologiques a la surface d'un

meétal noble en utilisant des monocouches de longie$nes de molécules organiques

possédant des fonctionnalités diverses (-SH, -COGMK,). L'immobilisation des

biomolécules a travers les SAM a déja fait sesvmewl'efficacité dans plusieurs travaux

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

temps avec des thiols sur une surface d’or et lgammreproductibilité [80].
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Figure 5: Fonctionnalisation de I'or par le SAM del'acide 11-mercaptoundécanoique[80]

Cette technique permet une flexibilitéremarquable avec le respect de la fonctionnalité
terminale, une bonne orientation du bioélémeningatd des interactions non spécifiques [80].

Le cas présent du SAM a une extrémité terminalgreapement succinimide qui est connu

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

ceux pour lesquels il a été spécifiquement congu.
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comme un bon groupement partant. La présence dicléophile substitue tres rapidement ce

groupement. Les systémes SAM peuvent étre réewiésérouvent également des applications
dans les dispositifs de type fluidique [80]. Enamehe, la formation de SAM nécessite

plusieurs types de réactifs, plusieurs étapes dpapation et donc des temps de réactions
importants.

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

et 6-mercaptohexanol

Ce protocole est explicité dans la littérature §tl-et conduit a I'immobilisation de la
protéine A sur le SAM formé. L'utilisation du N-hgakysuccinimide(NHS) et di'-ethyl-N-
(3-dimethylaminopropyl)carbodiimidehydrochlorure(EP permet d’estérifier les fonctions
acides carboxyligues de l'acide 1l-mercaptoundégameo Cette fonctionnalisation avec
'acide et I'alcool possédant des longueurs dehl@iree carbonée différentes permet d’éviter
les effets stériques lors de la fixation du groupetriN-chlorosuccinimide et aussi lors de

I'immobilisation du bioélément.

O

0 g‘? NH

OH o] F]
GH ~"0H
EDG+NH5 1) protein A, PBS pH 7.4
Hzo 2) 1 M ethanclamine, pH g

X = OH o (CHaly-ChHa

Figure 6: Fonctionnalisation de I'or par le SAM dumélange acide 11-mercaptoundécanoique et le 6-
mercaptohexanol

| -2-1-2-3- Fonctionnalisation par les Self Mono-Assembled laye
(SAM) de l'acide 16-mercapto-6-decanoique (16-MHAgomplexé

par un métal

Cette fonctionnalisation est utilisée dans laditére [85] pour immobiliser efficacement un
anticorps. Ici, le SAM est préparé a partir d’'unange de thiols mixtes d’acide 16-mercapto-
6-decanoique (16-MHA) et du 1-undecanethiol de oapmolaire (1 :20). Le substrat utilisé

est une plaque d'or. Les fonctions acides carbgugb du 16-MHA ont été complexées par
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le zinc (Zn) en exposant le substrat fonctionnakiska solution éthylique de Zn(NJ 6HO.

Cette fonctionnalisation est particulierement adagtour une détection de la cible avec la
technique de résonance des plasmons de surface €SBt inspirée de celle utilisée pour
'immobilisation des anticorps sur des supportsoofatographiques en utilisant des ions
meétalliques [86, 87]. Les ions métalliques induisé¢nrientation des anticorps et préservent
leurs propriétés de reconnaissance biologique [&5h. revanche, le probleme qui se pose

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

Wfffifff

Figure 7: Fonctionnalisation de I'or par le SAM del'acide 16-mercaptohexadécanoique
complexé par le Zn

| -2-1-3- Fonctionnalisation par les hydrogels (dexan)

Toujours pour orienter I'anticorps en surface, lextdan peut aussi étre utilisé pour
fonctionnaliser le substrat. Le dextran est un gmtgharide (composé de molécules de
dextrose) de poids moléculaire tres éleve. Comares de cas des SAM, la littérature [80]

décrit le mode opératoire de cette fonctionnalisati
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Figure 8: Fonctionnalisation du support par un hydmogel: carboxymethyldextran
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L’orientation de l'anticorps pour la détection dauweible spécifique exige que les sites de
reconnaissance de la cible soient disponibles darfisation de I'anticorps (ceci est détaillé
au chapitre Il sur 'immobilisation des biomoléaljlece qui oblige a choisir un processus qui
permet a l'anticorps de se fixer sur la surfacecfiomnalisée a travers son fragment Fc
(Fragment cristallisable). La bonne orientatiommme illustrée a la figure 7, correspond a un
positionnement en Y sur les fonctionnalisations fauactionnalisation de surface au dextran
permet d'immobiliser une bonne partie de I'anticodans la bonne orientation et on note une
augmentation de la concentration du bioélément sutéace [80]. Cependant, les molécules
de bioélément sont orientées au hasard et beautenipe elles peuvent « dysfonctionner » a
cause des effets stériques. La mauvaise orientpgon résulter du fait que les chaines de
'anticorps, étant constituées d’acides aminés |'igtmobilisation de I'anticorps sur la
surface fonctionnalisée se faisant par réactiormichie entre une fonction amine de
I'anticorps et le groupement carboxyle de la swfanctionnalisée ; tout groupement amine
de l'anticorps pourrait amorcer cette réaction. paarité de la surface fonctionnalisée

(molécule de dextrose) peut egalement induire dguigon de I'anticorps sur la surface.

[-2-1-4- Fonctionnalisation par un polymere contenat des unités
sucres sulfonés

La procédure de cette fonctionnalisation est t&dans la littérature [88]. Elle consiste a
synthétiser les « brosses polymériques » (assembiagolymeéres dont 'une des extrémités
est reliée a une surface) dans le but de contidlertro les problemes de coagulation
sanguine. D’autres travaux similaires utilisentegtrocédure pour immobiliser un anticorps
[89] et TARNase avec une reproductibilité d’immbéation de I'enzyme 30 fois supérieure a
celle observée avec les SAMs [90]. L’avantage lidati ce type de fonctionnalisation est la
possibilité de contrdler la quantité de polymergai®, I'épaisseur de la couche et la
structure (blocs de copolyméres par exemple). Ds, @lle présente I'avantage par rapport
aux SAMs doffrir des niveaux de fonctionnalité \@e, un revétement plus important et
possede une structure facile a modifier et a fonatliser [88]. Cette synthése consiste en
I'estérification du w-undecylenol par le bromure de 2-bromoisobutyle visuiune
hydrosilylation a partir du trichlorosilane et datalyseur de Karstedt. La figure 9 illustre le

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

| -2-1-5- Fonctionnalisation par les molécules d’'ésr maléimide et
succinimide

La littérature [91] illustre le protocole de cefienctionnalisation. Celle-ci présente une
alternative de fonctionnalisation de la surfacerdi@ar un linker de maléimide. Cette
fonctionnalisation a permis d'immobiliser une cleiiu fragment variable d’'un anticorps
humain d’extrémité C-cystéine terminale. L’avantdgecette fonctionnalisation est qu’elle ne
procede que par deux étapes et est ainsi plusergpiel la fonctionnalisation par les SAMs.
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Figure 10: Fonctionnalisation de I'or par I'ester Nmaléoylsuccinimidyl
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| -2-1-6- Fonctionnalisation de particules magnétiges par le dextran

Un anticorps peut également étre retenu sur urfaceupar des forces électromagnétiques
[92]. Ici, les particules magnétiques sont utils@@mme support solide pour détecter une
combinaison de protéines de choc thermige les anticorps. Ces particules magnétiques
peuvent étre associées au dextran pour immobilserbiomolécules et dans ce cas,
'association entre la biomolécule et le substeafesa par réaction chimique. Il n'y a pas de
lien covalent dans le cas d’'immobilisation parpesticules magnétiques ; et par conséquent,
le capteur peut étre réutilisé. De plus, les p&ips magnétiques de ces particules sont stables
dans le temps car elles ne sont pas affectéegepgrdduits chimiques et il ya possibilité de
les utiliser en circulation microfluidique. Ces fieules possedent aussi une grande surface
spécifiqgue et peuvent étre liées a plusieurs ligamda fois [92]. La difficulté dans cette
technique est gu'’il y a formation d’agrégats, laessité de travailler sous atmosphére inerte
et dans l'obscurité, avec plusieurs étapes de mtipa. La figure 11 illustre la

fonctionnalisation de surface a partir de partisutegnétiques.
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Figure 11: Fonctionnalisation des particules magné&ues de FeCJ et FeCkpar le dextran

14 Protéine de choc thermique : Tout groupe de protéines synthétisées en réponse a I'hyperthermie, I'hypoxie ou autres stress, qui permettraient aux
cellules de se rétablir du stress, peut-étre en favorisant le rétablissement de I'expression génétique.
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| -2-1-7- Fonctionnalisation de nanoparticules de &0, par le bleu
de Prusse et le glucooxydase pour la détection dlugose

Les nanoparticules magnétiques présentent plusietagriétés a savoir : grande surface
active, grande bioactivité, excellente stabilithe&€procurent un bon contréle magnétique des
procédés bio-électrocatalytiques de détection denalyte [93]. La procédure de
fonctionnalisation est décrite dans la littérat{®8] ou elle est utilisée pour préparer un
biocapteur de détection du glucose par des nanoylag de FgO, contenant du bleu de
Prusse et du glucooxydase attiré a la surfaceadoone par des forces magnétiques. La
difficulté dans ce protocole reste le nombre d’égpequis par conséquent une grande perte

de temps pour la fonctionnalisation.

OH OH ..
EaFe(CN)g+H. Si (OEt):(CH, ), NH 0
GOHM OH : " oj—;s:(cm)ﬂm.
on pH2 oH °
o _H
= ) ? ;
e -y
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H ©
o » Fe O, 0—- Fe,0/PB

Figure 12: Fonctionnalisation de nanoparticules d&esO4par le bleu de Prusse et le glucooxydase pour la
détection du glucose

[-2-1-8- Fonctionnalisation du polystyrene par desanoparticules
magnetiques

Celle-ci est utilisée pour immobiliser des proté&irspécifiquement la streptavidine via la
biotine qui a une grande affinité avec cette deenj@4]. Les biomolécules immobilisées de
maniere covalente sur des supports solides sastables comparées a celles obtenues par
adsorption, mais leur activité se trouve un pewitédcomparée a celle des biomolécules en

solution [95].
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Figure 13: Fonctionnalisation du polystyréne sulfog par des nanoparticules de R©,/ Fe;O3pour la
détectionde la streptavidine

| -2-1-9- Fonctionnalisation par le sepharose NHScivé

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

d’'immobilisation des protéines (glutathione S-tfersse et I'anti sérum bovine albumine) sur

un support solide par une réaction catalytiqueraesglutaminase. Cette procédure préserve
mieux la fonctionnalité des protéines aprés imnisdiilon que les autres techniques

d'immobilisation. En revanche, le rendement d’imiifisation est faible comparé a ceux des

autres techniques et I'excessivité des réactifstagtes de fonctionnalisation perdure comme
dans les autres protocoles.
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Figure 14: Fonctionnalisation par la sépharose actée pour la détection d'une protéine
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| -2-1-10- Modification de la surface par plasma his équilibre basse
pression

Le plasma est un gaz ionisé, électriquement neddres lequel se coétoient des ions, des
espéeces moléculaires ou atomiques excitées, deaunaddes électrons et des photons. Les
plasmas froids basse pression sont des milieuxnieui obtenus en soumettant un gaz a
I'action d’'un champ électrique ou électromagnétigubasse pression (0,1 &*1Pa). Les
phénomenes de base de la physico-chimie des plagpasent sur le processus de collision
et de transfert d’énergie entre une molécule oatame et un électron accéléré par un champ
électromagnétique. Lors de ces collisions inélassg I'électron transféere une partie de son
énergie a la molécule ou a I'atome et modifie Energie interne. Cela conduit a I'apparition
d'especes gazeuses réactives de type radicalammefiant de développer la chimie
spécifiqgue au plasma [97]. Ce type de plasma ¢dtaidl car la température macroscopique
du gaz reste voisine de la température ambiantel. gigemet de modifier chimiquement la
surface sans altérer les propriétés de cceur dedriawet trées sensibles aux effets de la
température.
Les avantages de cette technique par rapport@dachimique sont les suivants [98] :

* une homogeénéité de la surface ;

* une amélioration de I'adhésion de support ;

* une bonne résistance chimique et physique ;

* une modification de la surface sans modifier legppétés du cceur (bulk) ;

» une possibilité d’'application sur différents sugpaomme les métaux, les polyméres,

les céramiques, les verres avec differentes gémaéle surface ;
* une possibilité d’introduction de différentes fdoos comme amines, aldéhydes,

acides carboxyliques, hydroxyles.
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En conclusion

Il existe de nombreuses techniques d'immobilisatea biomolécules sur supports, utilisées
pour une grande variété d’applications :

* biomédicale ;

* biocapteur ;

* bioréacteur.
L’'immobilisation se fait dans la majorité des cas pn ancrage covalent de la biomolécule
via une modification chimique utilisant des aldéyddes esters activés, des maléimides ou
des époxydes (les linkers). L'immobilisation paaidbn covalente permet d’obtenir des
liaisons solides entre bioélément et support edipainsi la mieux adaptée pour réaliser des
systemes performants sur de longues durées. Biencgs stratégies soient largement
utilisées, elles souffrent de certaines limitatioeltes que la perte de fonctionnalité due a la
dénaturation de la biomolécule, des adsorptions spa@tifiques (surtout pour des substrats
fonctionnalisés polaires) et parfois une orientatem hasard de la biomolécule durant le
processus d’'immobilisation. De plus, ces techniquésessitent plusieurs étapes de
préparations et donc des besoins en temps sidifgicafin de répondre aux problemes posés
par ces différentes techniques, nous avons tré\aill la synthése de surfaces spécifiques trés
réactives, permettant un couplage covalent de dendiécule, rapide et facile a mettre en
ceuvre, nécessitant peu de réactifs et d’étapegntieése. Nos travaux se sont orientés vers
deux types de surface : le polythiophene décrisdarpartie qui présente I'avantage d’étre
conducteur et offre la possibilité de pouvoir déber les éléments biologiques apres leur
ancrage et une surface d’or fonctionnalisée setenméthode alternative qui sera présentée

dans la partie résultats de cette thése.
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-3- Le polythiophéne (PT)

Les polyméres conducteurs constituent une classaadériaux qui possedent a la fois les
propriétés des polymeres organiques et les conghsciaorganiques ou semi-conducteurs
[99]. Le développement de ces derniers a commemd® @0 avec la mise en évidence d'une
conductivité de type métallique de I'ordre d€3/@m pour le polynitrure de soufre (-S=N-)x.
Depuis lors, les chercheurs proposerent dautresiposés présentant des propriétés
analogues. C’est ainsi qu’en 1977, les professéms Diarmid, Heeger et Shirikawa
découvrent qu’il est possible de moduler la congitét électrigue du polyacétylene
moyennant l'introduction contr6lée de molécules riarses ou accepteuses d’électrons
faisant passer le polymére de [l'état isolant aat'é@onducteur. Cette découverte fut

récompensée par le prix Nobel en 2000 [100].
I-3- 1- Applications des polythiophenes

Le polythiophene et ses dérivés obtenus par oxgmathimique ou électrochimique du
monomere ont fait ces dernieres années l'objet djtand nombre d’études de par leurs
potentielles applications : dans les capteursadpteurs, en électrochimie [101] et dans les
cellules photovoltaiques [102-104], pour le stoekabiénergie, les transistors a effet de
champs, les diodes électroluminesceftfl2, 104-111] (on peut émettre de la lumiére en
appliguant une tension électrigue a une fine couwtha polymére conducteur), pour les
capteurs de gaz [112]. Cette découverte a pernmsda au point d'écrans ultraplats, tels que
les écrans utilisant des OLEBr@anic light emitting diodg des panneaux solaires ou des
amplificateurs optiques et les protections de mwénts, les applications de stockage de
mémoire [102-104, 106, 109, 111, 113-133]. Ces th@phenes présentent plusieurs
avantages : faible codt de fabrication, flexibilite leurs structures et peuvent ainsi substituer
la technique traditionnelle utilisant le silicidfi123, 134-136].

15 Principe de I'électroluminescence dans les films de polymeére : L'électron est injecté dans le polymére par la cathode et le trou par 'anode. Ainsi, le
polymére peut étre oxydé d’un coté et réduit d’'un autre coté. L'électron et le trou migrent a l'intérieur du film de polymere. Lorsqu'ils se rencontrent, ils se
combinent et émettent ainsi de la lumiére. La fréquence de la lumiére émise est a peu prés égale a la différence entre le potentiel d’'oxydation et de
réduction du polymeére.

6Technique traditionnelle du silicium : Cette technique représente actuellement 99% du marché des modules photovoltaiques. Le silicium est I'un des
éléments les plus abondants sur terre, parfaitement stable et non toxique. On trouve plusieurs technologies pour le photovoltaique silicium : d’une part les
cellules & base de silicium massif (monocrisatllin, polycristallin, rubans) dites de « premiére génération » et qui constituent a I'heure actuelle 'essentiel des

modules photovoltaiques commercialisés et d’autre part la technologie a base de silicium en couche mince.
. ]
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Ces polymeres conjugués peuvent passer répéteivietie I'état isolant a I'état
conducteur avec un fort contraste en couleur. @eaosi des matériaux électrochromiqies
dans la technologie d’outils électrochromiques [1Eh général, on peut considérer deux
catégories d'applications pour les polymeres caedus : Les applications statiques et les
applications dynamiques. Les applications staticpoes basées sur la conductivité électrique
intrinseque des matériaux, combinée avec la faaid traitement et les propriétés communes
aux polymeres. Les applications dynamiques utitiskss modifications des propriétés
optiques (photo et électroluminescence, susceipéibibn-linéairé®) et de conduction dues
soit a I'application de potentiels électriquest aales stimuli environnementaux.

Comme application statigue, nous avons le polyé€BmMienedioxythiophéne)-
poly(styrenesulfonate) (PEDOT:PSS) employé de manigxtensive comme revétement
antistatique (comme matériau d'emballage pour ceamis électronique). Le PEDOT peut
aussi étre employé en application dynamique lousgpotentiel est appliqué au film de
polymére. Dans ce cas, les propriétés électrochiesigdu PEDOT sont utilisées pour
produire des miroirs pouvant devenir opaques daatfs lors de I'application respective d'un
courant électrique.

Pour l'application des polythiophénes dans lessisdors, les porteurs de charges
doivent présenter une grande mobilité, un rappertcdurant entrant/sortant élevé et une
grande stabilité a long terme [123].

L'intérét particulier des polythiophénes réside sldm possibilité de les fonctionnaliser en
position 3 et 4 du cycle thiophéne par un autreugeoent fonctionnel, ce qui modifie
egalement leurs propriétés physiques [121, 12d]sdint trés stables et peuvent étre dopés
positivement et négativement. Les oligothiophénest grés prometteurs pour les semi-
conducteurs organiqgues de type p (capacité a dolase électrons). La facilité de
modification de la structure chimique de ces cordpgsermet de moduler leurs propriétés
optiques® et électrique¥[138]. Cependant, les unités thiophénes non suBstitsont

généralement insolubles dans les solvants orgami(fuecause de leur forte polarisabilité)

17 Electrochromisme : Propriété démontrée par certaines espéces chimiques de changer de couleur de maniére réversible lorsqu’une charge électrique
leur est appliquée.

18 Susceptibilité non linéaire : la fagon 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 a d'autres molécules. Les changements de couleurs et de conductivité sont induits par le méme
mécanisme ; la torsion du squelette polymére, rompant la conjugaison, ce qui fait d'eux des capteurs chimiques donnant une large gamme de réponses
électroniques et optiques.

2Propriétés électriques des matériaux : Les propriétés électriques sont déterminées par la réponse que fournit un matériau lorsqu’il est soumis a un
champ électrique. L'application d'un tel champ conduit a deux types de réactions distinctes. Il peut provoquer un flux de charges électriques dans le
matériau, qui s'arréte dés que 'on supprime le champ, mais qui reste toutefois irréversible. Dans ce cas le matériau est dit conducteur. Tout au contraire,
I'application de ce champ électrique peut provoquer une séparation entre les charges positives et les charges négatives, qui conduisent a la formation d’'une
structure dipolaire, mais qui disparait a la suppression du champ. Le matériau est appelé diélectrique.
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[139]. Ce qui permet d’accentuer les recherchedesuvoies et méthodes de modification de
la structure de ces unités pour les rendre plusbied. Afin de mieux les solubiliser, une
option consiste a ajouter des substituants volumxirseir les squelettes conjugués de maniére
a stabiliser stériquement les chaines en solufidf,[129, 137-150]. Cette solubilité dans les
solvants organiques courants augmente avec la éomgdu groupe alkyle substitué en
position 3 et la diminution du degré de polymérma{145]. La substitution en position 3 du
cycle thiophene avec un groupement donneur d'@ecpermet d’abaisser le potentiel
d’oxydation et évite ainsi la suroxydation [101]a kubstitution avec un groupement alkyl
sulfonate permet d’accroitre la solubilité dansalie Ces différents substituants sont a
I'origine d’'une répulsion stérique entre les chaile qui limite fortement leur agrégation.
L’ajout d'un tel groupement modifie également laogtrie du monomere et introduit une
dissymétrie au sein de la molécule. Cette dissyenétune double conséquence. D’une part,
les sites du monomeére capables de créer une lia'son plus la méme réactivité et/ou la
méme accessibilité et un certain type d’enchainéresinfavorisé. D’autre part, la maniére
dont les unités répétitives s’enchainent modifiecdmjugaison. Une autre voie, beaucoup
moins utilisée jusqu’a présent, consiste a intnadgur le squelette conjugué des chaines
latérales plus courtes mais porteuses de chargesddtatiques. Dans ce cas, les polyméres
conjugués deviennent des polyélectrol§tesonjugués hydrosolubles. Le potentiel répulsif

stabilisateur est cette fois a longue portée [151].
I-3- 2- Principe de la conduction

Dans tout matériau, la conductivité électrique tésdu transport de charges électriques. Les
charges positives sont acceélérées dans le senbagopcélectrique appliqué, et les charges
négatives sont accélérées dans le sens inversgqueices charges sont des électrons, on
parle de conduction électronique ; ce qui repré&sémtcas le plus courant des matériaux

conducteurs [131]. Dans les polymeres, le caraatérelucteur est di a la présence d'un

systeme conjugué, c’est a dire a l'alternance aiedns simples et doubles entre atomes de
carbone le long de la chaine du polymere.

Lorsque deux atomes de carbone sont reliés padautge liaison, I'atome de carbone est dit

d’hybridation sp (carbone trigonal) : il posséde 4 électrons den@, mais n'a que 3

voisins. Ainsi, 'un des électrons de valence dibore trigonal, appelé électramn se situe

21 Polyélectrolytes : La structure des solutions de polyélectrolytes conjugués résulte de la compétition entre deux forces antagonistes : d’'une part
I'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 perpendioetinent aux orbitales hybrides sp. Le
recouvrement de deux orbitales pz de deux carbwosins, doublement liés, forme une
orbitale moléculaire (liaisont) comme le montre la figure 15 :

Ainsi, I'électron peut passer librement d’un atodeecarbone a un autre. Si les atomes voisins
possedent eux aussi une orbitale pz, comme daasldu thiophene, un systeme d’orbitales
n délocalisées se crée le long de la chaine. Cemsgstontinu d’électrons est a l'origine de

la conduction dans les matériaux organiques.

2p;

0::5::0\
Z v
P
a) Représentation des orbitatest o b) Représentation des orbitales
de la molécule simple d’éthyléne eto du motif thiophéne

Figure 15: Représentation des orbitales moléculaiss; a) Ethylene, b) Thiophene

La conductivité dépend aussi d'autres facteursleelsombre de porteurs de charge et leur
déplacement le long de la chaine du polymere. Ug(®alkylthiophene) dopé avec des
accepteurs d’électrons tels que FeCk, Ask; possede une conductivité plus élevée que sa
forme originale [145]. Dans leur état initial (ndiopé), les polymeéeres conducteurs sont de
simples semi-conducteurs ou des isolants [152,.1158]r caractére conducteur électrique
apparait lorsqu’ils sont dopés par des donneurseslaccepteurs d’électrons (c'est-a-dire
lorsque les électrons ou les trous sont injectés tasystema conjugué de ces polymeres).
Dans le poly(3-alkyl thiophéne), plus le groupemalilyl est long, plus la conductivité du
film diminue [152].

Plusieurs études ont montré que la conducffiiés films de polyméres conjugués varie
avec I'exposition a certains gaz (NxOy, Sx@p, NH, H.S, H0, CH,, C3Hg) [35, 112, 154,
155].

22 Conductivité électrique : La conductivité électrique est I'aptitude d'un matériau a laisser les charges électriques se déplacer librement. La conductivité
est la résultante de la délocalisation électronique le long de la chaine polymeére, d'ou parfois leur qualification de « métaux synthétiques ».
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On note par exemple la sensibilité du polythiophan&®mxyde d’'azote (N et au sulfure
d’hydrogene (HS) et celle du polypyrrole a 'ammoniac. La sergéidu polypyrrole a
'ammoniac est due a la présence de I'atome d’tgglne relié a 'atome d’azote sur le cycle
pyrrole alors que le polythiophene ne présentedpdison hétéroatome - hydrogéene dans sa
structure. Hanawat al ont rapporté dans leurs travaux que la résistdesepolythiophénes
est de l'ordre de plusieurgXklorsqu’ils sont fabriqués avec des appareils bdgsiaux gaz.

En effet, le NQ décroit la résistance du film de polythiophenedianque HS et NH
augmente cette résistance. Les autres gaz comme @GHs, CsHs, CO, SQ, NH; n’ont

aucun effet remarquable sur la résistance du polytiene [154]
I-3- 3- Stabilité et comportement des polymeres calicteurs

Les polythiophenes sont thermodynamiquement stdh@®, 156]. lls sont plus stables en
présence d’oxygene et d’humidité que leur homologopigpyrrole [154]. Leurs usages dans
les batteries rechargeables, les fiches électrauljues et les appareils électroniques ont été
démontreés [154, 157].

[-3- 3- 1- Régiorégularité des polythiophénes

La régiorégularité est le taux d'enchainement régde motifs monomeres asymétriques le
long de la chaine polymére. Elle permet une bomganisation des chaines polymeéres entre
elles qui se traduit par unstacking et lI'obtention d'une structuration lamiedi du polymeére
favorisant le transport de charge. Le taux de régularité constitue le parametre
caractéristique des chaines formées. Deux monomeregent s’enchainer de trois manieres
différentes. L’enchainement téte-queue (TQ) régille couplage entre les positions 2 et 5’
de deux monomeéres successifs. Les enchainemest€t€t(TT) et queue-queue (QQ) sont
issus de couplages entre les positions 2 et 2e¢tS5respectivement. La régiorégularité de la
chaine est définie a partir des enchainements lpessile trois monomeres successifs. I

existe statistiquement quatre différents arrangeésneossibles au sein d’une triade.

R R R R R R R R R R RR
4 \§ 4 \§ 4 \§ Ef V7 \i { \; 4 \§ E/ \ 7 \§ 4 \§ 4 \§ E/ \
S S S S S S S S S
téte-queue-téte-queue queue-queue-téte-queue téte-téte-queue-queue téte-queue-téte-téte

La régiorégularité des chaines a une influencectdirsur la délocalisation des électrans

Celle-ci est maximale lorsque tous les motifs mo@@s sont en conformation planaire.
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L’introduction de groupements latéraux généere u@gulsion stérigue entre eux et une
rotation des unités répétitives le long de la obhaima planéité de la macromolécule est
considérée comme maximale si I'enchainement TQT@dg@nine. En premiere
approximation, une maitrise de la régiorégulari@®lQ des chaines est donc essentielle pour
maximiser les propriétés électroniques des polptiemes. Toutefois, une plus grande
conjugaison présente un inconvénient non négligedbh effet, plus la délocalisation est
importante, plus la polarisabilité des chaines amgm Dans le cas ou la répulsion stérique
due au groupement latéral est trop faible, lesndsas’agregent. Afin d’aboutir a des chaines
moléculairement dispersées possédant des cartiqiéess satisfaisantes, il est nécessaire de
trouver un compromis entre la taille du groupematdtral, la régiorégularité des chaines et la
délocalisation des électrons. La figure 16 représente l'arrangement des chaiies

polythiophénes a la surface de I'électrode.

Figure 16: Arrangement des chaines de polythiophergela surface de I'électrode[158]

Les propriétés physiques (c’est a dire : conduétjvstabilité... etc) dépendent de la nature et
de la régiorégularité des polymeres. Il a été ddérdaque le degré de régiorégularité a une
influence sur la conformation, la longueur de lajagaison, la cristallinité et les propriétés
des porteurs de charge[115]. Sirringhaisal ont également démontré que le degré de
régiorégularité et la masse molaire ont un impaajenr sur I'organisation des chaines de
polymeéres (lorsque ceux-ci sont préparés par spatirgy). Par exemple, lorsque I'on a une
bonne régiorégularité (~ 96% de liaison T-Q) et nmesse moléculaire élevée, le poly (3-
hexylthiophéne produit des cristallifésdans lesquelles les chaines ont une direction
d’empilementr paralléle au plan du film (voire figure 17). Ce @st le contraire dans le cas
des faibles masses moléculaires et faible régitméti (~81 % T-Q), ou le poly(3-
hexylthiophéne forme de petites cristallites aveempilementt perpendiculaire au plan du
film [115].

2 Cristallites : cristal de dimensions extrémement réduites
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Figure 17: Image AFM du poly (3-hexylthiophene) régrégulier sur verre et mode d'empilement des
chaines [115]

I-3- 3- 2- Méthodes de synthése des polythiophénes

Les polythiophénes sont généralement synthétisé®idemanieres :

» Par oxydation électrochimique (transformation demlatiere sous linfluence d’'un
courant électrique) autrement appelée électropaigatéon. On obtient le polymeére
sous formé dopé.

» Par polymérisation chimique

* Par couplage organométallique [122, 137, 140, ¥4-1 Ces deux derniéeres

méthodes conduisent a la formation du polymeérétatineutre.

|-3- 3- 2- 1- Electropolymérisation

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

Dans une polymérisation électrochimique, le mon@nédissous dans un solvant approprié
contenant le sel dopant est oxydé a la surfaceétietrode par application d'un potentiel
anodique (d’oxydation). Le choix du solvant et délektrolyte (sel dopant) est d'une
importance capitale car ils doivent étre stablespatentiel d’oxydation du monomeére et
produire un milieu ionique conductif. Deux mécamis possibles sont proposés pour
I'électropolymérisation oxydative des composés toétgcliques a 5 atomes : Le couplage

radical- radical et le couplage radical- monoméyg[9
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Figure 18: Mécanisme par couplage radical-radical

Apres oxydation, le monomére donne un radical patgui se combine a un autre radical
cation pour former un dimére bicationique qui vaswete se déprotonner (perdre 2
hydrogenes) pour donner un dimeére neutre. Ce diméutre va aussi s'oxyder pour donner
un autre radical cation dimérique qui se combirgenan radical cation monomeérique pour
donner un trimere. La réaction s’enchaine pourddmant former le polymere de chaine plus
étendue. Ce mécanisme est plus utilisé pour I'@potymérisation du pyrrole en
polypyrrole.
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Figure 19: Mécanisme par couplage radical- monomeére

Dans ce mécanisme, le radical cation formé patepdun électron au monomeére réagit
directement avec un autre monomere pour formerimerg cation. Ce dimére cation perd un

autre électron et 2 protons pour former un dimexatne. Ce deuxiéme mécanisme est celui
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adopté pour I'électropolymérisation du thiophénsext dérivés. Ce qui donne le mécanisme

final suivant pour la synthese électrochimique dlyghiophéne.
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Figure 20: Mécanisme de synthese électrochimique

L'état final des chaines de polythiophéne formées plectropolymérisation dépend
grandement des parameétres expérimentaux. Suivamatiae de I'électrode, l'intensité du
courant, la température, le solvant utilisé, la asmration en monomere, il est possible
d’obtenir des chaines linéaires ou branchées.
L’électropolymérisation présente plusieurs avaré4§6] a savoir :
- De faibles quantités de monomeres sont requisas eta pas besoin de catalyseurs ;
- Le polymere est obtenu directement sous formelighes fininces ;
- L'épaisseur et la morphologie du polymére obtertuceatrélable instrumentalement
via les parametres électrochimiques ;
- La thermodynamique du systéme peut étre contréd@eapplication de potentiel a
I'électrode de travall ;
- Lavitesse de la réaction peut étre controléeavi@lrant a I'électrode de travail ;
- La polymérisation électrochimique donne rapidemess informations sur les
caractéristiques et propriétés des matériaux éleatymérisés.
Néanmoins I'électropolymérisation présente quelgiéssavantages :
L’électrooxydation du thiophéne requiert un hautteptiel (au dessus de 1,6V) avec
I'électrode de calomel saturé comme électrode fzadce dans la majorité des solvants. Ce
haut potentiel pourrait irréversiblement dégradestructure moléculaire conjuguée du film
de polymére a cause de la suroxydation. Par coasédes films de polythiophene formés a
partir des solvants électrochimiques sont de maavqualité et d’assez faible conductivité
[99].
Il est difficile de maitriser parfaitement les messles chaines obtenues par cette méthode. De

plus, la présence de nombreux couplages 2,4 erdrmmmeres réduit de maniere drastique
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I'efficacité de la conjugaison. Enfin, les quargitde polymére sont généralement faibles et
inférieures a celles obtenues par les synthesesqies.
Malgré tout, ce type de polymérisation est encoggqufemment utilisé car sa mise en oeuvre
est pratique et ne nécessite aucune purificatigoraduit.

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

Comme mentionné préecédemment, le polymeére conduatson état initial peut étre semi-
conducteur ou isolant. Pour le rendre conductauprocéde a un dopage par un accepteur ou
un donneur d’électron. Dans le cas d’accepteuediédn, plusieurs électrons sont enlevés de
la chaine polymeére. Lorsque la longueur de la ehaln polymere est importante, les
changements geométriques allant de I'état neutrétat ionique (monovalent ou divalent)
sont limités a quelques cycles. La charge positieeet le spin % sont localisés sur quelques
cycles avec un changement de géométrie. Cette eespigsi formée est appelée polaron
positif et correspond au radical cation [153] (edigure 21). Le changement de géométrie et
le transfert de charge sont dus aux interactéestron - trou. Lorsqu’un autre électron est
enlevé au polaron positif, on obtient une charges+@calisée sur plusieurs cycles. L'espéce
ainsi formée est appelée bipolaron positif (possdake charge + 2, le spin 0) et porte
'acronyme bication. Si le bipolaron est instableya conduire a la formation de deux
polarons. Dans le cas du dopage par un donnewgctféh, le polaron négatif et le bipolaron

négatif sont formés.

Figure 21: Structures schématiques du polaron posft(a), bipolaron positif (b), deux polarons positis(c)
dans le polythiophéne
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I-3- 3- 2- 2- Synthese par polymérisation chimique

La polymérisation par voie oxydante a été decribairpla premiére fois par Yoshino,
Sugimoto et al. Elle consiste en une réaction dimmientre le monomeére et un acide de
Lewis*. La plupart du temps, I'acide de Lewis considééle chlorure ferrique Fe€mais
d’autres réactifs sont également efficaces commehlerure de molybdéne Mokl le
chlorure de ruthénium Ruglle perchlorate de fer Fe(CJf2 ou l'acétyleacétonate de
vanadium (VO(acaeg) [151, 160].

Jenet al., Osterholmet al[163] se sont servis du réactif de Grigrfamour la préparation du
poly (3-alkyl)thiophene. Sugimoto et al. quant & eat développé la polymérisation en une
étape par oxydation du monomere a l'aide du chéoferrique (FeG). Dans les deux cas de
synthése, on obtient un polymeére dans lequel Iediitophéne est essentiellement couplé 2,5
engendrant une délocalisatiaraccrue et complétement soluble dans les solvagenimues
[122, 163, 164]. La polymérisation utilisant le @hire ferrique comme oxydant/ catalyseur
offre I'avantage par rapport au processus de Jal et Osterholm et al [163](utilisant le
réactif de Grignard) d’étre tres facile & mettre @uvre; on obtient des polymeres
régioréguliers [165] et de plus haut poids moléecelf57, 160].

Comme désavantage, cette méthode requiert uneitguatdechiométrique (condition qui
consiste a mélanger les réactifs en respectanpregortions indiquées dans I'équation

équilibrée) de chlorure ferrique et génére beaucbeffluents [122, 163].
Mécanisme de synthese par Fe¢l

Malgré le nombre important d’études réalisées aupdlymérisation par voie oxydante, le
mécanisme exact des réactions mises en jeu n’ssrgare parfaitement compris de méme
gue les conditions expérimentales permettant urtr@endes masses molaires. Dans la
littérature, il est généralement admis que la réad lieu a la surface des grains de chlorure
ferrique Fed[163] qui possede un fort caractere d’acide de kewi a I'orbitale vacante.
C’est aussi ce caractére d'acide de Lewis qui guplila forte hygroscopie du FgCINiémi

et al [163] ont décrit dans leurs travaux l'activit¢ deCk. Il en découle que la

polymérisation a partir de cet acide de Lewis pmutéaliser en absence de solvant ou en

2% Acide de Lewis : C'est une entité chimique dont un des atomes la constituant posséde 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, ou R est un groupe organique et X est un

atome d'halogene utilisé dans la synthése de composés organiques.
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présence de solvant qui ne solubilise pas comptiee chlorure ferrique. Par exemple,
dans la synthése ou le Fe@kt completement dissous dans le chloroforme,rapolymere
n'est formé. Le solvant est utilisé dans ce pra®eour dissoudre le polymére formé qui se
précipitera ensuite a la surface de Re€lFeC} et rendre le lavage du polymére difficile
[163].

Selon la littérature, le monomére et le chlorurgidee sont dissous dans le solvant a

température ambiante suivant I'’équation suivante :

n Q + 2n FeC} O + 2n FeC} + 2n HCI

S S

n

Il a été démontré padiémi et alque la polymérisation a partir du Chlorure ferdaquar voie

radicalaire procede comme suit :
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Figure 22: Mécanisme de synthése chimique du polyitiphéne

I-3- 3- 2- 3- Synthese par couplage organométalligu

Pour parvenir a des chaines de polyméres préseaxalsivement un enchainement téte —
gueue, téte- queue (TQTQ), différentes méthodesydthese ont été mises au point. L'idée
principale est de synthétiser un monomere asynuétrigpur lequel la réactivité des sites
differe. Des le début des années 1990, l'utilisatdhalogenes pour fonctionnaliser les
monomeres a été largement développée. Cette mégmodet I'obtention de chaines 100%
régiorégulieres TQ. L’activation du monomére dtite effectuée a trés basse température

(entre —40 et —80°C) pour n’aboutir qu’a un sepktge monomere substitué par un halogene
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(en position 2) et un organomagnésien (en poshjorLa polymérisation a lieu par ajout de
catalyseur a température ambiante. Les conditiguésatoires sont donc séveres. De plus,
bien que la régiorégularité des chaines soit amé&joles produits synthétisés par cette
méthode présentent une grande polydispersité. Uape éde fractionnement est donc
indispensable comme dans le cas d’une synthess@aoxydante.

Cette synthese a ainsi fait I'objet de plusieucheeches par différentes équipes de recherche

et les littératures [166-168] illustrent les piaites expérimentales.

Br R
/ \ Et,0 / \ NBS n MgBr O M
0\ —_— > / LDA
—»Li Br——> BrM
S RMgBr g~ DMF S Br THE —9 S N| dppp Chl S

; THF
Ni(dppp)Ch
Figure 23: Mécanisme de McCullough d'une polymérisgon contrdlée de poly (3-alkylthiophéne)

La littérature [167] décrit la synthése du mémenposé a partir de la réaction de Rieke
(utilisant 'organozinc) et la régiorégularité & @btenue avec un rendement de 98,5%. Voire

le 'équation suivante :

R R R R
Br@Br e Brﬂinsr + Banﬂ—Br Ni(dppe)Ch m
S THF s S — > N

Toutes ces techniques de polymérisation ont conduit’obtention d'un polymere
régiorégulier de hauts poids moléculaires. En glfetnasse finale des chaines est directement
liée au rapport molaire entre les monomeéres eafalyseur. De plus, la polydisperéftéles
échantillons reste faible (de I'ordre de 1.2) geljue soient les masses des chaines obtenues.
Par cette méthode, il devient donc possible dehgyiser des poly (3-alkylthiophénes) a
masse et a régiorégularité contrélée. Cette voted&mutant plus intéressante que les
conditions réactionnelles sont peu exigeantes. fiat, éa synthése du monomeére activé est
faite a 0°C tandis que la polymérisation a lielediement a température ambiante. A priori,
cette stratégie de synthese peut s’appliquer atrésusubstituants des thiophénes que les
chaines alkyles.

Elles présentent néanmoins un inconvénient dudfaitusage des réactifs organométalliques
souvent dangereux et toxiques et de la nécessite rdonomere trés pur pour le processus

[122]. Dans le cadre de nos travaux, nous avonisictioe synthése par voie électrochimique

% Polydispersité : La polydispersité est I'état d'une solution colloidale dans laquelle les particules ont des dimensions trés différentes
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du poly(N,N-diéthyl-4-(2-thiophen-3-yl-éthoxymethlyenzenesulfonamide) qui est plus
rapide, le polymere obtenu est autodopé et néeelissiage de trés peu de solvants et de
réactifs. Ce composé sera fonctionnalisé ensuiteir poemplacer le groupement
benzenesulfonamide en chlorure de benzenesulfobglgroupement chlorure de sulfonyle
constitue la fonction d’ancrage dans le cadre deenprojet pour capturer les molécules

biologiques.
I-3- 4- Techniques de caractérisation des polythidgnes

Plusieurs techniques sont décrites dans la littératpour caractériser les polymeéres
conducteurs. Nous allons plus nous attarder slescebncernant les polythiophenes. Nous
pouvons citer la microscopie a force atomique (AHWBR7], la reflectivité des rayons X,

I'absorption UV visible [140], la spectroscopie rarfouge [169], la résonance magnétique
nucléaire proton et carbonéH( et *C) [164], spectroscopie d’absorption électroniglae,

spectroscopie Raman. De toutes ces techniques,avauns choisi la spectroscopie Raman
comme principale technique de caractérisation stré@sons motivant notre choix sont

décrites dans le paragraphe suivant.

Caractérisation par spectroscopie Raman

Beaucoup de travaux dans la littérature ont étliséSasur les polythiophénes, a savoir leur
synthese et leur caractérisation par spectrosd®@man. Nous citons le cas deuarn et al
[170, 171] qui ont démontré dans leurs travaux lgugpectroscopie Raman est un excellent
outil pour I'étude des changements de structurasiisdpar le dopage des chaines de
polymeéres conjugués. Le spectre Raman du poly ¢gHileophéne) est décrit ici et on note
plusieurs bandes caractéristiques de ce polyméoceis Nivons une bande & 1518 tm
attribuable a la vibration antisymeétrique de liaig- Cs du cycle thiopheéne, une bande entre
1445 et 1455 crhattribuable a la vibration de déformation syméteigle la liaison G C;,
une bande & 1378 chmttribuable a la vibration de déformatiop- ©; du cycle thiophéne.
Deux bandes & 1210 et 1186 tmues & la vibration symétrique inter cyclg C, et la
liaison de déformation @H. Une bande a 1021 chdue a la vibration & Csubst. Cette
bande serait absente dans le cas du monomere bstite® en positiof et enfin une bande a
726 cm' caractéristique de la vibration de déformation laeliaison C-S-C du cycle

thiophene. Outre les travaux de Louarn et al, 8l f172], Holze [173] ont rapporté les leurs
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€également sur la caractérisation des polythioph@aespectroscopie Raman et ont observé
les mémes effets.

Il existe donc de nombreuses techniques d'invdgtigales polyméres conducteurs plus
particulierement le polythiophene dont il est intpat de connaitre les caractéristiques et les
possibilités pour en faire une utilisation judigeu Les unes et les autres présentent des
avantages et des inconvénients ; deux criteres patmssent importants pour guider le
choix :

- la quantité de matiére nécessaire et le camaotam destructif de leur utilisation

- le type d'information atteint, analyse élémemtaiu moléculaire, structure cristalline,
composition s'il y a mélange.

Dans cette optique, la spectrométrie Raman présmmaspéecificité intéressante qui en fait un
outil analytique bien adapté a I'étude des maténmnlymeres. Cette technique fera I'objet de
notre prochaine partie et sera utilisée dans notoget pour le suivi étape par étape du
processus de synthése et d'immobilisation des Higcates. En outre, méme si comme nous
lavons déja souligné, la diffusion Raman n’est pgasseule technique adaptée a la
caractérisation des polythiophénes. Elle est daradre de ce projet de mise en ceuvre d’un
biocapteur via une double signature, la techniqemtrale de reconnaissance des éléments

biologiques d’ou son utilisation naturelle en ampowr I'étude des polymeres.
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I-4- Interaction rayonnement- matiere

L'objet de ce paragraphe est d’expliciter la relatentre la matiére et le rayonnement, qui
véhicule une énergie liée a sa frequence. Aingi,aption d’'une radiation lumineuse, il est

possible de faire passer une molécule d’'un étateiggeE; vers un état d’énergie supérieure

E,. Comme l'illustre la figure 24, si les radiatiomeidentes sont de faible énergie (longueur
d’'onde de I'ordre du millimétre), seule I'énergie tation de la molécule est modifiée : c’est
la spectroscopie micro-onde ou hertzienne. Si y@maement incident est de forte énergie
(visible et proche ultraviolet), le spectre obtezat en général complexe en raison de la
superposition de transitions de vibration et datioh. L'interaction rayonnement - matiere

peut trés schématiquement se diviser en trois edasle phénomeénes : I'absorption, la
diffusion et I'émission. L’'absorption et la diffugsi sont des phénomenes contribuant a
I'affaiblissement d’'un faisceau traversant un miliatériel alors que I'émission correspond
au rayonnement thermique émis par tout corps enililtrgu thermique avec son

environnement, a la température T [174].

E (kcal/molf v =E/hc(cm™)
uv
—_— Niveaux
, 35000 —m électroniques
102 . —_
Visible
4000 -
10 -
IR maoyen Niveaux vibrationnels
400
1 Agitation thermique
0,6 | ). _
——— Niveaux
0 rotationnels

Rappel: 1 cal=4,18J

Figure 24: Valeurs respectives des contributions éttroniques, vibrationnelles et rotationnelles d'ue
molécule

La mécanique quantique établit que I'énergie dalroscillateur est quantifiée et dépend d’un

nombre entier n, dit nombre quantique de vibration

En:hvo(n+%)
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En fait, la courbe réelle d’énergie potentiellerdéumolécule diatomique, ne s’identifie a celle

de l'oscillateur harmonique que pour de faibles laggments par rapport a la distance
internucléaire d’équilibre. Au contraire, elle s’démarque pour les tres faibles distances
internucléaires, (elle croit trés vite a causeaddifficulté d’'un trop grand rapprochement des
noyaux), et pour les grandes distances internueledau-dela d’'une certaine séparation des
noyaux, la molécule est dissociée). Toutes cesaistiques de I'énergie sont incompatibles
avec I'hypothése de vibration strictement harmoeigucependant elles apparaissent
naturellement en supposant la vibratianharmonique: la force de rappel exercée par

l'oscillateur n’étant plus uniquement proportioleehu déplacement. La théorie montre

gu’alors I'énergie de l'oscillateur dépend en outfan nouveau parametre : le parameétre

d’anharmonicitéye.

En = (N+ ), - (n+2)° XV,

[-4-1- Absorption

Un milieu matériel est caractérisé par un ensendieleniveaux d’énergie. Si un faisceau
lumineux le traverse, et si la frequence du rayorerd est telle que I'énergie véhiculée par
'onde correspond a une différence d’énergie ediax niveaux, alors il pourra y avoir
absorption par I'’échantillon des photons de la dsfge correspondante. La molécule sera
alors portée a un état excité. L'absorption aufacdfement lieu (c'est-a-dire avec une
probabilité non négligeable si les niveaux d’énergie concernés et la polaosadu
rayonnement incident vérifient certaines propriétés parle de régles de sélection. Une
condition nécessaire d’absorption s’exprime donc pa

AE =hv,

avec :
vo . fréquence du rayonnement incident

h : constante de Planck

AE : différence entre deux niveaux d’énergie (életdtioes, vibrationnels ou rotationnels)
caractérisée par des nombres quantiques différents.

Macroscopiquement, Il'atténuation du rayonnemenvetsant un échantillon homogene

d’épaisseud s’exprime par :
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:—t = exp(-kd)
0
avec :
lo : intensité du rayonnement incident
| ¢ : intensité du rayonnement transmis.
Le coefficientk est le coefficient d’absorption de I'échantilloi ;dépend de la longueur
d'onde et a les dimensions de linverse d'une lengu(pour I'eau :k = 2,4 m* pour
A=0,8 um). Pour les gaz, on trouve fréquemment kjuest proportionnel a la masse
volumique. Dans le cas d'une substance liquide rblsbe dissoute dans un solvant
transparent, on considere que k est égal a la ntnatienC. On définit I'absorbance par la loi
de Bouguer — Beer- Lambert :
A(\)=log(l,/1,) =¢&().C.d
¢: (mol*. L - cm?) coefficient d’extinction molaire dont la valewgfiéte la probabilité de la
transition : une forte valeur decaractérise une transition autorisée par les satgesélection.
Remarquons que, pour I'absorbance, I'atténuatioriéfnie a partir du logarithme décimal.
L’atténuation est par contre définie a partir dgdothme népérien pour le coefficient
d’absorptionk. Si ¢ et d sont donnés, I'absorbance apparait comme propodle a la
concentration. Cependant, cette linéarité n'esenlE® en pratiqgue que pour les solutions tres
diluées, en I'absence d’interactions soluté / salvRar ailleurs, compte tenu de la sensibilité
des détecteurs usuels, la loi de Beer - Lambesrt rvérifiee que dans un domaine limité

d’absorbance, situé en général entre O et 2.

[-4-2- Diffusion

La diffusion rassemble I'ensemble des phénomenedepguels le rayonnement change de
direction de propagation a la traversée d’'un milleudiffusion peut étre avec changement de
longueur d’'onde (diffusion inélastique) ou sansngfement de longueur d’'onde (diffusion
élastique). Citons comme exemple de diffusion stédae le cas de la diffusion Raman [175],
ce qui permet d’obtenir des informations sur I'étddrationnel des molécules et que nous
détaillerons dans le paragraphe suivant. Les agyote la diffusion élastique sont variées :
elle peut étre due a des fluctuations localesiddite de réfraction ou a des phénomeénes de
diffraction par les bords de grains ou de partisuebstacles). Dans ce dernier cas, la
diffusion est maximale lorsque les grains ont wketsensiblement de I'ordre de la longueur

d’onde du rayonnement.
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[-4-3- Modes de vibration d’'une molécule

Une molécule formée de¥ atomes posseddN3legrés de liberté. Parmi eux, trois représentent
la translation de la molécule dans son ensemblifig des trois axes du repédgy, 2) et
trois autres définissent la rotation de la moléaueur de chacun de ces axes. Finalement,
les mouvements internes de vibration de la molés@mnt déterminés par leN3 6
coordonnées restantes,N(3 5 si la molécule est linéaire). Les fréquencesvibration
dépendent des masses des atomes et des forcessda. lil est d'usage de classer en deux
groupes les vibrations moléculaires. On distingliene part, les vibrations de valence ou
d’élongation (symétriques ou antisymétriques) @uit fintervenir une (des) variation(s) de(s)
longueur(s) de liaison(s), les angles que formestli@isons restant constants, et, d’autre part,
les modes de déformation, pour lesquels, I'angke ldgsons varie alors que les longueurs

restent constantes (figures 25).

Modes d'élongation Modes de déformation
&
+ T
Symétrique Cisaillament Balancement
(#=2853cm™") (F=1467cm™") (#=1300em™")
|
|
N |
™ |
-y =
Asymétrique Raotation pure Torsion
(¥=2926cm™") (¥=720em™)  (¥=1260cm™")

Figure 25: Modes de vibration : exemple des vibratins localisées du groupement CHl'une molécule.

Il a été observé expérimentalement que la présdans un spectre de certaines fréguences
caractérise un groupe chimique donné. Le mouverdenta vibration de la molécule est
essentiellement localisé dans le groupe chimiqueideéré.

La figure 26 résume les fréquences de vibrations iEncipaux groupes moléculaires

rencontrés.
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I-5- La spectroscopie Raman

I-5-1- Historique

L’effet Raman fut découvert simultanément en 1928 Raman et Krishman lors de I'étude
de la diffusion de la lumiére par les liquides @t pandsberg et Mandelstam dans des travaux
sur les solides [175-179]. Raman en fut récompgresél’attribution du prix Nobel de
physique en 1930 [175, 180-182]. Cet effet corradpglobalement a un phénomene de
diffusion inélastique de la lumiere émise par uhaiétillon soumis a une radiation lumineuse
monochromatique. Le spectre obtenu est la signaibrationnelle du matériau étudié et est
unigue par type de composeé. Le spectre d'intetgigfaible est difficile & observer prés de la
lumiére diffusée sans changement de fréguence.alennement émis par des molécules
éclairées contient donc des photons de méme fréqugme ceux du rayonnement incident,
mais aussi des photons de fréquences différenpgsof@mativement 1 photon sur 1 million
(0.0001%). Ce processus a été ensuite appelé dudeor@ir Chandrashekhara Venkata
Raman, premier a l'avoir observé [183-187]. A |a fies années 1930, la spectroscopie
Raman était devenue une méthode courante norudidatrd'analyse chimique.

Mais apres la Seconde Guerre Mondiale, la specpisénfrarouge est devenue la méthode
la plus répandue, principalement du fait qu'elevéte étre beaucoup plus facile a utiliser,
mais aussi grace au développement de capteurgondes trés sensibles, de nouvelles
sources IR et des progres de l'électronique. Lesurmas par spectroscopie infrarouge
devinrent une pure routine, alors que la spectmec®aman nécessitait des physiciens
gualifiés. Le systeme nécessitait d’étre constamméghé et calibré car les longueurs d’onde
utilisées dépendaient largement des conditionsamds. En outre, des analyses fiables et des
données bibliographiques tabulées n’étant pas démna I'époque voire figure 27 [184].
Pendant les trois premieres décennies qui ont saivilécouverte, des milliers de spectres
Raman de toutes sortes de substances a I'étatdigeiolide ou méme gazeux ont été
répertoriés et ont apporté des données essentiall€établissement des structures et
conformations moléculaires [188]. Bien que la cagnmntarité des spectres IR et Raman et
la nécessité de les utiliser conjointement soieatomnues, le développement des
spectrométres infrarouge industriels, d’emploil&aet adaptés aux besoins analytiques vers
les années 1940 et 1950 sonna le déclin de laitpe@®Raman [175] jusque dans les années

1960. Pendant de nombreuses années, elle estestée une technique confidentielle, basée
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sur la diffusion inélastique de la lumiére pourdelle une lampe a arc au mercure couplée a
un prisme pour la monochromaticité était utiliséansl les premiers stades de son
développement. Elle nécessitait de longues duriesgjulsition (exposition de films) pour
atteindre des niveaux de signaux acceptables. , Peffet Raman connut deux périodes
importantes de croissance et un intérét renouv@lédans les années 1960 avec la
généralisation des lasers comme sources intensksnikre monochromatique, (ii) dans les
années 1980 avec les progres des détecteurs @ulpart, CCD (charge coupled device), le
couplage avec des microscopes pour I'analyse dks gehantillons [180, 184, 189-191].

Mais, c’est probablement dans les deux dernieresrihées, apres 1990, que le phénomeéne de
diffusion Raman a connu sa plus forte croissancéeanes de champ d'application a des
problématiques scientifiqgues mais aussi en termaléleloppement en ligne appliqué a
l'industrie.

Le Laser fut donc le germe d’une véritable révalutpour la spectroscopie Raman qui s’est
depuis poursuivie et amplifiée par I'apport de nplés améliorations. La spectroscopie
Raman devint dés lors un nouvel outil de caractas de routine avec de larges
applications: matériaux cristallisés, amorphes,ymperes, analyses environnementales,
contrbles de procédeés industriels, diagnostics caédi[188, 192]. les spectres de tres petits
volumes d’échantillons, des échantillons coloréss dolides, des liquides, des gaz, des
échantillons de hautes températures, des solutiéssdiluées et des échantillons dans des

conditions non standard peuvent étre obtenus [192].

25000—-
ZDDDI]—-
15000—-

10000 -

Nombre de Publications

'l] T T T T T T T T
1930 41940 1950 1960 41970 41980 41990 2000 2010
annees

Figure 27: Histogramme du nombre de publication paues sur la diffusion Raman et la diffusion Raman
de Résonnance (par décennie) [184]
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Comme déja indiqué, le spectre Raman est caraajéasde I'échantillon étudié et est lié aux
vibrations des édifices atomiques constituant Béxtiion observé. La spectroscopie Raman
constitue avec la spectroscopie IR et la diffusi@tastique de neutrons, une des branches de
la spectroscopie de vibration. Elle permet a ae & caractérisation d’échantillons et des

applications en analyse qualitative ou quantitative

[-5-2- Mise en ceuvre
I-5-2- 1- Principe de la spectrométrie Raman

En spectrométrie Raman, I'analyse se fait par aticit du matériau. Porté a un niveau
énergétique virtuel par une puissante source lummanonochromatique de type laser, il
réémet ensuite une radiation de fréquence ou éndiffitrentequi est collectée puis analysée
par un détecteur adéquat. Cette radiation compmmte types de signaux. Le premier tres
majoritaire correspond a la diffusion Rayleigh : dadiation incidente étant diffusée
élastiquement (c'est-a-dire sans changement dié&etg second correspond a des photons
en nombre trés limité pouvant interagir avec laienat Celle-ci absorbe (ou céde) de
'énergie aux photons incidents produisant ainsi hadiations Stokes (ou anti-Stokes). La
variation d’énergie observée sur le photon nouseigne alors sur les niveaux énergétiques

de rotation et de vibration de la molécule concerné

I-5-2- 2- Structure d’'un spectrometre Raman

Un spectrometre Raman dispersif est constitué :

» d’une source de lumiere monochromatique qui estrgéement un laser ;

» d’'un monochromateur, élément dispersif & hauteluea pour la séparation de
fréequences (souvent un ou plusieurs réseaux) ;

e d’'un détecteur pouvant étre monocanal (photomlidéfeur) ou multicanal (détecteur
CCD);

» d’une platine porte échantillon couplé a un micopscéquipé en transmission ou/et en
réflexion. Ce microscope permet de sélectionner deses particulieres dans
I'échantillon et d’accéder simultanément a I'infation spatiale et spectrale ;

* un systeme d'amplification et d'enregistrement ;

* tous les spectroméetres en fonction de leur degimate sont pas équipés d'un

microscope et peuvent seulement avoir une enttéargicroscopique ;
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e d'un ordinateur de pilotage équipé d'un logiciehchjuisition et éventuellement de
traitement des spectres.

La figure 28 le schéma général d’un spectrométrad®amulticanal.

PC

Detecteur

‘/Lenlilfes\def‘oca!isaﬁon

1 Source de lumiére
i monochromatique

Spectrométre 1]

= = = Ligne d'excitation I i
----- Rétrodiffusion Raman Echandlion

Figure 28: Schéma simplifié d'un spectrométre Ramadispersif

I-5-2- 3- Imagerie Raman

L'imagerie par spectroscopie Raman permet, de meani@n destructive et sans préparation
d'échantillon, d'identifier les phases constitusntBun matériau et d'en visualiser leur
répartition en 2D et/ou en 3D (microscope confoch®s analyses peuvent se faire sous
contrainte dynamique pour comparer des échantillemse eux ou pour comprendre et
expliqguer des phénomenes de vieillissement ou preL Cette technique peut étre utilisée
pour analyser des substances ayant un signal Raraarexemple des produits

pharmaceutiques, agro-alimentaires, peintures misydibres en science du vivant, matieres

et films plastiques.

[-5-3- Théorie de la diffusion Raman

L'effet Raman est la diffusion inélastique d’'un ph par un milieu. Cette inélasticité
implique I'échange d’énergie entre le photon ent@écule. Deux types d’approches peuvent
étre menés pour expliquer l'effet : une approcleetébmagnétique classique, une approche

guantique.
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[-5-3- 1- Traitement classique

Lorsqu'une molécule est placée dans un champ #geeir les électrons sont repartis
relativement au noyau et de ce fait créent un momti@olaire électrique [192, 193] de par la

distorsion du nuage électronique. Ce moment dipolaiduit z sous l'effet du champ

électriqueE s'écrit

1= aE
A I'exception des molécules isotropigaegpar exemple CG), la polarisabilité montre les

propriétés directionnelles et le moment dipolaﬁe n'est pas parallele au vecteur champ

électrique [190].

a,, axy a,,

[a] O dy Ay

a,, azy a,,
. aXX aXy aXZ EX
H=|a, a, a,||E,
a, d, d,)\E

a est la polarisabilité (facilité avec laquelle lgage électronique peut se déformer sous l'effet
d’'un champ électrique appliqué) de la molécule. [estuations du champ électrique
produisent une fluctuation du moment dipolaire dentéme fréquence. Les radiations

électromagnétiques génerent un champ électriqugssion :

—_— —_—

E=Eo.cosZtv,t (2

Eo est la valeur du champ a I'équilibre &t est la fréquence angulaire de la radiation.
Considérons le cas particulier d’'une molécule aratpie qui vibre avec une fréquenge Si
elle est représentée par une simple vibration haigue, la coordonnée, ¢g long de I'axe de

vibration a un instant t est donnée par :
q,=Q,cos&v,t  (3)

En se limitant a une polarisabilité scalaire, gpddarisabilité change pendant la vibration, sa

valeur pour une petite amplitude de vibration skmanée par :

7 |sotropique : méme propriété dans toutes les directions
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O'_O'O+ a_a
- aq qv (4)
v /0

Substitution de I'équation (3) dans I'équation (4)

a=a’+ (g—aj 0, COS 21, t (5)
0

\"

Si la radiation incidente de fréquenggnteragit avec la molécule, de I'équation (1) gt ¢h

a.

Ui =aE = a Eocos2uv,t (6)

Substitution de I'équation (5) dans I'équation (6)

uw,=a’E,cos2tv, t+ (g—aj E,q,CosZv t cos2tv ;t
0

Vv

Soit 1, =0.°E,COS 2t + [g—aj %x[cosm (vo+v,)t+cos(vy-v,)t]
0

v
(7)

Le premier terme de I'’équation 7 (termevghcorrespond a la diffusion Rayleigh. L’émission

de la lumiére se fait a la méme fréquence que caléonde incidente. Ce phénomeéne se
produit pour 1 photon incident sur 10000.

Le deuxiéme terme correspond a la diffusion Rantém.phénomene plus faible que le

précédent. On estime en effet que 1 photon sur0I000 est diffusé inélastiquement.

Cette équation 7 montre donc que la lumiere edusie avec une fréquence selon trois
contributions :

V, correspond a la diffusion Rayleigh
V, £V, correspond a la diffusion Raman
Cette équation 7 montre aussi que la diffusion Ram@ peut avoir lieu que lorsque la

L . . oa
polarisabilité de la molécule au cours de la vibraest non nulle. (—] =)
0

0q,
Donc, la diffusion Raman existe uniquement pour nesuvements donnant lieu a une
variation de la polarisabilité de la molécule, ag détermine les régles de sélection de la

technique.
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[-5-3- 2- Apport de la mécanique quantique

Une molécule non linéaire possede 3N-6 modes nofnakeu vibration et une molécule

linéaire en possede 3N-5 (N étant le nombre d’asoco@tenus dans la molécule) et I'énergie
de chacune des vibrations est quantifiée et s’écrit

En=hdn+%)
h est la constante de Planck (6,6260755**105s),

n est le nombre quantique de vibration de la maéécu
Dans la plupart des cas réels, cette approximagomonique n’est pas valable et il faut alors

prendre en compte le terme dio&re. L’énergie devient alors :

a:wm+9+w1m§2

. . %
v'étant une fonction d o
X

1
1[ - hv;r

v=_0

f_&) emission IR {(pas de rayonnement incident)

T I T
- ¥ - - hv,
(&) absorption IR (€) émission stimulée

——————

B s

Ve

hy h -:*.»j + 1,;':.

hw ¥ hy 1Y hiv-w) L |

{d} diffusion (e} diffusion () diffusion Raman
Rayleigh - Raman Stokes anti-Stokes

Figure 29: Interaction entre un photon et la matiée caractérisée par des niveaux d’énergie vibratiorelle
Dans ce formalisme ou I'énergie de vibration esingifiée en niveaux discrets, l'interaction

entre la lumiére caractérisée par un photon d’éaerg et une molécule se trouvant dans un

état donné peut engendrer différents phénomeénes :
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Siv = v, la transition la plus probable est la transition- v +1. C’est le phénomene
d’absorption infrarouge. Pour la possibilité; v -1, on a I'émission stimulée (base du
rayonnement laser).

Siv >>v,, le phénoméne le plus probable est la diffusiole @hécanisme est décrit comme
suit : lors de I'excitation par le photon d’énergie la molécule transite dans un état virtuel et
redescend sur un niveau réel. Seuls les niveauX, v etv + 1 sont possibles, ce qui améne a
une diffusion de photons d’énergie [diffusion Rayleigh), h(-v,) appelé diffusion Raman
Stokes et h{+v,) la diffusion Raman anti Stokes. La diffusion Ragh est la plus probable,
alors que les diffusions Stokes et anti-Stokes géntpeu favorisées.

A une température donnée, la répartition en nivediérergie d’'un ensemble de molécules
obéit a une distribution de Maxwell-Boltzmann etlss celles se trouvant dans un état excité
pourront donner une transition anti-Stokes de wypev-1. Cela explique le fait
expérimentalement observé que les raies Stokephmintenses que les raies anti-Stokes.

Le rapport des intensités des raies Stokes IsteStokes As est déterminé par la relation :
las _( vy tV, expl - hy,
|A Vo =V, KT

k = constante de Boltzmann (1,380658741k )

T= température thermodynamique
Vv, = fréquence de l'onde excitatrice

En conclusion : comme la spectroscopie IR, la spscbpie Raman met en jeu les états
d’énergies vibrationnels d’'une molécule et donne dmseignements sur la structure des
COMPpOSEs : nature et environnement atomes, distamegatomiques, symétrie, constantes de
force, structures cristallines. Un spectre Ramansititnie donc une forme d’emprunte
vibrationnelle (voire rotationnelle) du composé lge@ au niveau moléculaire et/ou cristallin.
Il se présente comme un ensemble de raies d'itésnsiariables dont les positions
correspondent aux fréquences de vibrations exefadans la molécule (ou groupement
moléculaire) et dont I'observation est permise [ régles de sélection de la symétrie

moléculaire.
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I-5-4- Avantages et inconvénients de la spectrosdgegRaman

[-5-4- 1- Avantages

La spectroscopie Raman est utilisée pour la carsatidn de presque tous les types de
matériaux : matériaux cristallisés, amorphes, geroatalyseurs, semi- conducteurs,
matériaux carbonés, composés inorganiques et argEabiqgues, minéraux,
polymeres. Elle est utilisée aussi pour I'étude tdmssitions de phase sous contraintes
(haute pression, haute et basse température).

L’échantillon n’est pas dégradé. La méthode estdwsiructive et non intrusive, ce
qui permet de I'appliquer a des systémes réels.

Elle est facile a mettre en oeuvre. Le temps dpagredion est nul ou quasi nul.

La nature des échantillons solide, liquide, ou gageav’intervient pas. Elle ne requiert
de plus qu’une faible quantité d’échantillon.

Elle peut étre utilisée dans un grand nombre de (oaatériaux hétérogenes,
échantillons dont la structure peut étre orientéaan).

Elle peut étre couplée avec d’autres méthodes taadg, et offre la possibilité de
mesures in situ.

Elle est applicable aux solides atomiques

Elle est utilisable sur des échantillons de trégepgaille (jusqu'a 13° m®)

Elle permet de travailler en milieu ‘hostile’, notenent a haute température, en
présence de phénomenes radioactifs usiamosphére controlée.

Elle est sensible aux petites structures (ideatifon1 des systemes amorphes, analyses
des films trés fins pour lesquels les méthodesiffieaction sont parfois difficiles a
réaliser).

aucune polarisation permanente des molécules néegssaire (méthode efficace sur
les molécules diatomiques homonucléaires)

la présence d’eau n’'est pas génante car I'eausdifftes peu en Raman (I'eau peut
ainsi étre utilisée comme solvant)

I'utilisation de cellules en verre est possible Garverre est transparent dans les
domaines spectraux concernés et son spectre Rawstarassez faible (dépend
cependant des applications).

les échantillons peuvent étre utilisés sous n’ingguelle forme, sans étre dilués ni

altérés ;
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Dans la plupart des cas, la spectroscopie Ramameped’obtenir le méme type
d’'informations que la spectroscopie infrarouge,nbaue le principe de la méthode soit
différent et que les modes de vibrations obsergdsns parfois complémentaires. L'effet
Raman est indépendant de la longueur d’onde ericéattilisée, ce qui permet de supprimer
certains phénomenes indésirables (fluorescencengssition des substances colorées...) en
choisissant une longueur d’onde adéquate.

La spectroscopie Raman est une technique optiqueegonet de mesurer des excitations de
faibles énergies dans les cristaux, tels que lesqts, les plasmons, les magnons [194]. Elle
est aussi tres sensible aux excitations “Zeemaafisttion de spin (retournement de spin ou
“spin- flip” électronique et magnétique.

La vitesse avec laquelle un spectre Raman est wltépend du systéeme de détection et de
I'utilisation des analyseurs multicanaux. Un spedRaman peut par exemple sur des cas

simples étre obtenu moins d’une seconde [192].

[-5-4- 2- Inconvénients

* L’intensité du signal Raman est faible et est proponelle a la quatrieme puissance de la
fréquence excitatrice. Il vaudrait donc mieux sél de courtes longueurs d’ondes, ainsi,
cette propriété conduit a un signal plus faiblesdinproche IR (a 1064 nm) que dans le
visible (488 nm) [195].

e L’émission du corps noir di a I'’échauffement dechigntillon peut parfois géner les
enregistrements.

« La luminescenc® elle peut étre plus intense que I'effet Raman fenction de
I'échantillon a étudier et de la longueur excitriLa luminescence masque parfois la
totalité du signal Raman, mais on peut I'éviterséfectionnant une longueur d’'onde ad-
hoc. Pour les systemes biologiques, les longu€arglds rouges sont recommandées. La
décomposition des substances colorées par réagitimtechimiques.

» La décomposition des échantillons par échauffement.

Ces inconvénients peuvent parfois étre contrebékangar la spectroscopie Raman a

Transformée de Fourier.

28 Luminescence : c'est 'émission de lumiére a 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 exeitatrice peu énergétique (radiation a 1064
nm du laser Nd : YAG dans le proche infrarouge. q@epermet de pallier au probleme de

luminescence. Les substances colorées ne risqgasntg se décomposer. Cette technique
evite de plus I'échauffement et la dégradation édsantillons. L'analyse est plus rapide car

tous les éléments spectraux sont mesurés simulariéima sensibilité est meilleure car une

plus grande quantité de photons est détectée danérhe temps ;

Les fréquences sont déterminées avec précisiore gram laser qui mesure la position du

miroir mobile de l'interféromeétre.

La diffusion Raman dans I'UV est aussi parfoisiséié notamment en biologie.
I-5-5- Applications de la spectroscopie Raman

Les domaines d’applications sont extrémement vasttgms encore completement explorés
car un échantillon peut avoir n’'importe quelle oreg

* minérale,

» biologique,

e organique,

e (géologique,

* synthétique
Avec l'amélioration et l'automatisation des instremts, la spectrométrie Raman s’est
maintenant bien implantée dans l'industrie, aussn lpour le contrdle-qualité que pour le
contr6le en ligne dans les unités de fabricatiatteCevolution est essentiellement due, d’une
part a I'apparition sur le marché de microspectripeseRaman compacts tres performants
permettant aux laboratoires industriels a I'aident&me appareil, de mener des recherches
fondamentales et d’effectuer du contréle (analysdéfauts par exemple), et d’autre part, a la
possibilité d'effectuer des analyses a distance ytdisation de fibres optiques ; l'unité
d’analyse et de contrble pouvant ainsi se trouvpluaieurs centaines de metres du site de
production.
Les informations apportées par la spectroscopieadRasant 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 meilleuseluton (un micron) pour
l'identification et la caractérisation de composésde phases.
Remarque : L'augmentation résonante du signal Ramammet de I'appliquer a I'étude des
excitations de faibles énergies dans les structigqauits quantique. La spectroscopie Raman
permet de sonder les transitions de spins élecinesi et magnétiques (ions Mnde facon

continue en fonction du champ magnétique [194].

[-5-5-1- Applications a la santé et aux milieux bilmgiques

Brands et al ont rapporté dans leur travaux quepétroscopie Raman est utilisée pour le
suivi de la progression/régression des plaquesadtiérotiques chez 'homme ou I'animal
[196]. Il a été egalement démontré par Witkowske da spectroscopie Raman est une
technique expérimentale douée pour l'analyse degtrefacons suspectes des dosages
pharmaceutiques [192, 197], le contrble de productin pharmacie [198], la discrimination
de deux fournisseurs d’'un méme excipient a étéilplegsar I'obtention et la comparaison des
spectres Raman de leurs produits respectifs [1®@8)s les tests biologiques et diagnostic
médical [180, 196, 198-210].

Cette technique est utilisée dans les laboratgirdisiaires pour analyser les traces d’ADN
présents sur le vétement des victimes en cas deesrsexuels et également la drogue
dissimulée dans le tissu [211]. Il a été démontré la spectroscopie Raman est utilisée dans
'analyse de calculs urinaires, les microcristatangl les myxomycetes, les concrétions
intracellulaires [212]. L’identification rapide ddsactéries et des champignons est opérée
grace a cette technique [213] et également la tiétede disfonctionnement de vésicules
chez les enfants et adulte [204]. L'étude des wtudes cellules infectées peut étre menée en
utilisant cette méthode [180].

Tout comme la spectroscopie infrarouge, la spectime Raman donne des informations sur
la composition chimique, la structure moléculaiteles interactions moléculaires d’une
cellule ou d'un tissu. Il est également possibkndlyser les systemes biologiques complexes
comme les cellules ou les tissus dans le domaineadaer [214-216] ou d’identifier les
microorganismes [217]. Plusieurs travaux dansittérature rapportent l'utilisation de la
spectroscopie Raman en biologie. Notons ceux dev&th et al pour la caractérisation par
spectroscopie Raman de la composition chimiquebadsms [218] sur les filtres tels que le
sable et le charbon actif. Ces biofilms agissemiroe des filtres biologiques et constituent

finalement un élément tres important dans le tnaétet des eaux.
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L’étude des microorganismes par spectroscopie Rapparait étre une méthode fiable, non
destructive, rapide et sensible pour la caractisisaet l'identification des cellules
biologiques. Les méthodes biologiques, bien quseieient de plus en plus perfectionnées
sont limitées. Elles nécessitent un temps conditenviron 3 a 4 jours selon les analyses.
La spectroscopie Raman est capable de rendre codeptétat physicochimique d’une
bactérie qui varie avec I'état physiologique dedHule, son age et son environnement. Cette
méthode est sensible aux changements moléculadlegs par les variations de composition
chimique. Le spectre d'une bactérie est spécifiqoa; la proportion des différents
constituants protéiques, lipidiques, glucides etnéraux varie selon la nature des
microorganismes.

La technigue de diffusion Raman est la principatghhique de caractérisation utilisée dans
notre projet car comme nous l'avons déja speécéle ne nécessite que de tres faibles
volumes d’échantillons, elle est trés rapide a meih ceuvre, ne nécessite pas de préparation
de I'échantillon, donne la possibilité d’utiliséedu comme solvant et permet précisément
dans notre projet d’explorer la zone de faible digftpe (< 1000 cif) correspondant aux

acides nucléiques, détails que la spectroscopiarmige par exemple ne peut fournir.

[-5-5-2- Applications variées de la spectroscopied®an

Pour résumer I'ensemble, le tableau VI regroupeskenble des champs d’applications de la

diffusion Raman.

Tableau VI: Champs d'application de la diffusion Ranan

Domaines d’applications Utilisations

- analyse des pigments,
Art et musées - des anciennes poteries,

- des peintures murales des églises en Macédonie,

o - caractérisation des nanotubes de carbone,
Nanomateriaux _ .
- des films de polymeéres,

- caracteérisation in vivo du corps humain,
_ . - analyse des lymphocytes,

Biologie o _ _
- détection des microorganismes sur les cellules,

- investigation du processus d’athérosclérose [@oontréle
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de dépbts de cholestérol et d’acide gras,

Pharmacie

- contrble des produits pharmaceutiques,

- caractérisations des excipients dans les comprimé

Chimie du carbone

- caractérisation du diamant coloré,

- évaluation de le dureté du carbone,

Polymeéres

- prédiction des propriétés physiquesietiques,

Etat solide

- caracteérisation insitu des réactmatalytiques hétérogénes

Suivi insitu des réactions

- études des batteries au lithium,
- suivi en chaine de la fabrication de produitsragues,
- chimie du phosphore en industrie,

- étude microscopique de la diffusion,

Corrosion

- suivi de la cinétique d’oxydation sur les surfadélliages

en aluminium,

Semi conducteur

- controle de dépots des couch8s sl les substrats SiGe,

- caractérisations des circuits intégrés,

Composites - analyse des réactions chimiques a I'état solatesdes
matériaux composites,
- identifications des stupéfiants,
Justice - identifications des explosifs,
- analyse des encres (empruntes digitales),
Géologie - analyse des matériaux géologiques,
Verre - analyse des matériaux en verre.
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|- 6 - La microbalance a cristal de quartz

Les mesures de variation de masse sont généralegadistees a I'aide de balances dont le
fonctionnement est basé sur une mesure mécaniqué&lamiromagnétique de forces.
Cependant, ces instruments ne permettent, en gegehane mesure a l'air. Dans le cas de
phénomenes de dépbt ou de dissolution en soluéiangsure ne peut donc étre réalisée qu’ex
situ et les processus ne peuvent pas étre suiviomiinu. De plus, la limite de détection
d’'une ultramicrobalance d’analyse se situe auteud,dug [219]. Cette limite est insuffisante
pour la mesure d’une ou plusieurs monocouchesm@sosur une surface. La microbalance a
guartz offre une sensibilité 100 fois plus élev&® situant dans le domaine du nanogramme
[219]. Cette méthode permet la réalisation de nessdans des milieux variés, notamment les
milieux liquides. Un autre avantage est que laipi@e de la mesure résulte de la géométrie
du capteur, appelé résonateur, et de I'électronguianesure les variations de propriétés de
ce capteur, ceci rend I'étalonnage a priorutile si ces parametres sont parfaitement

controblés.

I-6-1- Principe de fonctionnement de la microbalane

Un cristal piézoélectrique subit une oscillationitessua une stimulation piézoélectrique
appliguée par des électrodes. La fréquence de agserdu cristal est corrélée a sa masse.
Tout ajout ou retrait de masse provoque une variatie la fréquence de résonance ; en
mesurant cette différence de fréquen€eon peut calculer la différence de massegrace a

la relation de Sauerbrey [220].

-2 fo? Am
Af=

AVlg Pq

Af = variation de la fréequence de résonance duatrikt quartz
Am = variation de la masse du cristal de quartz

fo = fréquence de résonance propre du cristal detzju

A = surface active (métallisée) du cristal de tmar

Ug = module de cisaillement du cristal de quartz42,9.0'g.cni’.s?)
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pq= densité du cristal de quartz (2,648g3m
Le quartz présente un certain nombre d’avantagesapport a d’autres matériaux :
* il offre une faible résistance a la propagation dedes acoustiques et un module de
cisaillement élevé ;
» il peut étre préparé sous une forme trés purestdien cristallisée ;

» il présente une tres grande stabilité chimiqueamatent au contact de solutions.
I-6-2- Exemples d’applications de la microbalance aristal de quartz

Les matériaux piézoélectriques possedent la pitgpdé se polariser électriquement sous
'action d’'une force mécanique (effet direct) edciproquement, de se déformer lorsqu’on
leur applique un champ électrique (effet inver§as caractéristiques particulieres en font des
matériaux de choix pour la réalisation de captedes,moteurs, de transducteurs ou de
transformateurs.

Ce dispositif peut se révéler trés utile pour ésmaliaccrochage d’ADN sur un substrat lors
des étapes d'immobilisation ou d’hybridation etrper le suivi in situ de la fréquence de
résonance du cristal de quartz [221-223]. Ce digpest largement utilisé pour étudier les
interactions entre les biomolécules en raison dehaate sensibilité et la mesure des
interactions en temps réel [224]. Ce qui justifien sutilisation pour le suivi de
limmobilisation des protéines et des anticorps4[22t I'étude des réactions anticorps
antigénes [222]. La littérature abondante congwri@ microbalance a cristal de quartz
utilisée dans le domaine de la biologie témoigneeate multiples possibilités d’applications.
Outre ses capacités d'immunodosage et d'immunotiiétecette technique est utilisée pour
détecter l'agglutination de billes de latex recate® d’anticorps [225]pour doser les
protéines totales urinaires apres précipitationyr pmntréler la croissance bactérienne [1].
Pour ses applications en immunocaptdar,microbalance est utilisée pour détecter les
entérobactéries par immobilisation d’anticorps dfpees sur I'électrode du quartz et pour
détecter la présence d’anticorps anti-VIH dans éeurm en quelques minutes par un
revétement de peptides de VIH sur la surface. Limatapteur piézoélectrique est aussi
employé pour contrdler I'adsorption des protéinasl'esr [226] et pour étudier la cinétique
de fixation d’immunoglobulines sur une couche detgne A immobilisée sur le
transducteur.

Ce dispositif constitue ainsi une base intéressaote élaborer un biocapteur car elle permet

de déterminer en temps réel la masse des molépetesues sélectivement par la partie
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bioreceptrice de la surface du transducteur. Coestqui a motivé notre choix de cette
technique comme outil d'analyse complémentaire diffasion Raman. Nous avons ainsi la
deuxiéme technique parfaitement complémentairegl’quantitative mais non spécifique (la

microbalance a cristal de quartz) et I'autre psefaent qualitative (la diffusion Raman).
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Conclusion:

Cette étude bibliographique nous a ainsi permisaheprendre ce qu’est un biocapteur, son
principe de fonctionnement ainsi que les élémeotstitutifs. Elle nous a permis également
de comprendre les modes d'accroche du bioélémeet recenser les techniques de
fonctionnalisation de surface généralement utifisgens I'immobilisation des biomolécules
en identifiant leurs avantages et leurs inconvéaiehenfin les techniques de caractérisation
comme la diffusion Raman et la microbalance aalride quartz. Notre choix s’est orienté
vers un mode d'accroche covalent et une fonctioseiadn de surface par voie
électrochimique. En effet, I'accroche covalentenpstrde former des liaisons tres stables et
irréversibles et est ainsi adaptée pour réaligsr siystémes performants sur de longues
durées. Nous avons également choisi une fonctimati@n par voie électrochimique dans le
but de former plus rapidement nos surfaces, dadimtes étapes de réaction et l'utilisation
des réactifs, par conséquent limiter les coltsydéhese. Dans la méme optique, nous avons
choisi une technique de caractérisation commeffasibtn Raman aussi rapide a mettre en

ceuvre et nécessitant de trés faible volume d’édlmempour I'analyse.
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lI- 1- Synthese du polythiophene

Cette partie concerne la synthese du polymére ad@duqui servira par la suite de support
d'immobilisation d’éléments biologiques détectalpas spectroscopie vibrationnelle.
Nous avons rappelé que d’aprés la littératurematériaux polymeres avec des composants
biologiqguement actifs sont d’'une grande importadaas le domaine des biotechnologies.
Dans le méme ordre d’idée, le poly (N,N-diéthyltiBphén-3yl-éthoxyméthyl)benzene-
sulfonamide) a été synthétisé. Apres dopage etftsemation du groupement sulfonamide en
chlorure de sulfonyle, une protéine a été immoddisle facon covalente pour orienter un
anticorps spécifique en surface capable de détecterbactérie. Le polythiophéne a été
choisi pour plusieurs raisons :

»  Sa stabilité électrochimique ;

* La possibilité de dopage n (décrochage potentisl atgités biologiques accrochées

d’ou la recyclabilité de la surface),
* Il maintient son électroactivit¢ sur les difféentcycles et on peut le rendre

conducteur par dopage électrochimique ou chimique.

lI-1-1- Critéere de choix du monomeére : N,N-diéthyl{2-thiophén-3yl-

éthoxymeéthyl)-benzénesulfonamide (M)
so,NEt,

0)

N

/

S
La méthode de synthése est issue de la litterf2@i. Notre travail a consisté a cette étape
a la purification du monomére déja présent au Ebooe UCGQM (UMR 6011) de
I'Université du Maine.
Le choix du monomeére s’est fait par leurs propsétééressantes en milieu organique et
agueux. Ce monomere possede :
* un motif thiophéne dont les positionsy’ a I'atome de soufre sont libres et peuvent

étre engagees par oxydation dans la formation luEses de polymeres ;

71



RESULTATS ET DISCUSSION : Synthése du polythiophéne

e un groupement arylsulfonamide qui conduira au geowgnt chlorure de sulfonyle:
fonction d'ancrage de l'anticorps ;

* une chaine carbonée qui sépare le groupementagebtmérisable de la fonction
d'ancrage, ce qui permet l'accessibilité du growgmerfonctionnel. La présence d’un
atome d’'oxygene dans la chaine carbonée augmemmudlabilité des chaines de

polymére et améliore son électroactivité en miigueux.
lI-1-2- Synthése du monomere

Le monomere est obtenu en deux étapes avec unmentde 59%. La premiere étape est la
substitution nucléophile du chlore de la fonctidriocure de sulfonyle par la diéthylamine

conduisant au sulfonamide avec un rendement de @@¥%e premiére réaction constitue une
étape de protection du chlorure de sulfonyle. Liaxglame étape consiste en une substitution

nucléophile du brome par le 2-thiophén-3-yl-éthatelet conduit au monomere avec un

SOCI
T

rendement de 65%.

NHE,/NEt,
Et,0, TA.
Rdt=90%
SONE
. OH SONE, o\/©/
t-BuOK, THF _
s ¥ B\/O/ Rdt= 65% U\/

S

Schéma 1 : Mécanisme de synthese du monomeére

[1-1-3- Purification du monomere

Cette expérience s’est faite par chromatographiecelonne sur gel de silice au systeme
éluant cyclohexane/ acétate d’éthyle (60/40). Deroduits ont été obtenus et analysés par
RMN *H et'3C. L’élucidation des structures des composés aipattidentifier le monomeére
nécessaire a la formation du film de polythiophéhes spectres RMNH et *C sont
représentés respectivement par les figures 30 ebBfirmant bien I'obtention du monomere

pur.
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s0,MNEf
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735 7.0 6.3 60 35 30 43 40 15 30 25 20 13 1.0 &5 ppm

Figure 30: Spectre RMN'H du N, N-diéthyl-(2-thiophén-3yl-éthoxyméthyl)ben2nesulfonamide

Sur le spectre RMNH (200 MHz, CDCI33 en ppm/TMS), on observe les signaux suivants :
7,71 - 7,79 (2H, systeme AA’, Bomatiqud ; 7,32 - 7,40 (2H, systéeme BB’ afghatiqud ; 7,25
(1H,dd, Hhiophend ; 7,03 (1H, dd, Iiophend, 6,98 (1H,dd, Hiophend ; 4,58 (2H, s, O-CH2-Ph) ;
3,73 (2H, t, CH-0O) ; 3,23 (4H, q, CkIN) ; 2,97 (2H,t, ChHthiophene) ; 1,14 (6H, t, G}
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T T T T T T
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Figure 31: Spectre RMN™C du N, N-diéthyl-(2-thiophén-3yl-éthoxyméthyl)bennesulfonamide

Sur le spectre RMIFC ci-dessus, on observe les déplacements chimégeeBon peut
attribuer de la maniére suivante :

12.0
36.5
36.5
N
O\S/
NS
127.2 \O 12.0
38.8
127.8 127.2
313 762
127.8
128.2
41.2 o)
/ 75.0
121.3
126.1
S

10 ppm
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lI-1-4- Formation du poly (N,N-diéthyl-(2-thiophén-3yl-éthoxyméthyl) —

benzenesulfonamide ( PolyM)

Le film de Poly(M) est formé par oxydation du moréamm (10 mM) dans une solution
d'acétonitrile et 0,1M d'hexafluorophosphate deatatbutylammonium(BiINPFs;) employé
comme électyrolyte. La solution électrolytique ptalablement séchée sur alumine activée a
300°C pendant 3h puis désaérée par un couranbd:arges études électrochimiques ont été
réalisées avec un montage a trois électrodes.ctrétke de travail est une feuille de platine.
L'électrode de référence consiste en un fil d'argeangeant dans une solution d'acétonitrile
contenant un sel d'argent (Agh)OLa contre électrode est un fil de platine. Laepdtiel
anodique est imposé entre I'électrode de travailéctrode de référence tandis que le
courant circule entre I'électrode de travail det&ode auxiliaire (contre électrode). De cette
facon, le systeme de référence de potentiel n'est perturbé au cours de [l'étude
électrochimique et les courbes intensité - potem@uvent étre enregistrées. Le schéma
suivant représente I'équation d’électropolymérgmatiLa figure 18 (page 39) démontre la
formation de la chaine de polythiophéne de proeheproche a travers les couplages

radicalaires.

o
N
Ng

N
N
o

7\

O
7
7\

S

N, o
n() on'e -2nH ‘ j g

La figure 32 présente la superposition de plusieaisammogrammes enregistrés sur une

plaque de platine de 1,20 avec une vitesse de balayage de 100 mV/s.

Légende: Les symboles suivants seront utilisés dansdesgraphes suivants :
| = Intensité de courant
E = Potentiel a I'électrode

AF = Variation de fréquence
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Figure 32: Voltammogrammes cycliques successifs agistrés sur une plaque de platine plongée dans une
solution contenant le monomeére dans C¥CN/Bu,NPg V=100 mV s!

L’expérience a été reprise sur un cristal de gualetiné pour enregistrer les prises de masse.
Les mémes conditions expérimentales ont été adopté@ mM du composé Met 0,1M
d'hexafluorophosphate de tétra-n-butylammonium,Bks) employé comme électrolyte,
une électrode de référence constituée d'un fil gdiar plongeant dans une solution
d'acétonitrile contenant un sel d'argent (AgN@ne contre électrode constituée d’ un fil de
platine. La méme vitesse de balayage de 100 Th\Lersque I'électrode de travail est un
cristal de quartz platiné comme c’est le cas iaindlyseur de fréquence (microbalance a
cristal de quartz) permet de suivre les variatideda fréquence de résonance du cristal de
guartz. Comme démontré dans la partie bibliographiges variations de fréquence peuvent

étre traduites en variations de la masse de li@édetde travail [220].

-2 fo? Am

AF =

AV Pq
Cette relation permet de déduire qua = -1,066AF. La relation de Sauerbrey est vérifiée si
la masse de polymére déposée sur I'électrode fésteiare a 15u9.
Les figures 33 et 34 illustrent les voltammogrammieserves et la prise de masse enregistrée

pour 11 cycles.
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Figure 33: Voltammogrammes cycliques successifs egistrés sur un cristal de quartz platiné pour 11
cycles, V=100 mV 3
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Figure 34: Courbe de suivi gravimétriqgue observéews du cristal de quartz platiné pour 11 cycles de
voltamétrie cyclique.

Il ressort de la figure 33 de voltamétrie cycligggau premier balayage de potentiel, il y a
une augmentation du courant d’oxydation a partirig2 V. Ce courant correspond a
I'oxydation du monomeére en solution donnant lida éormation de radicaux cations. Deés le
second balayage aller, un systeme réversible dpparan potentiel (0,6V) inférieur au

potentiel d’'oxydation du monomeére. L'apparition aesystéme correspond a I'oxydation du
polymére formé a I'électrode. Les balayages supgigaires montrent une augmentation de

l'intensité de ce systeme attribuable a la forrmattun film électroactif qui croit a la surface
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de I'électrode. La croissance du film de polymeseégalement confirmée par 'augmentation
de la masse comme lillustre la figure 34 de sghdavimétrigue. On observe sur cette figure
une variation totale de fréquence de 12000 Hz spardant a une prise de 12792 ng pour 11
cycles de voltamétrie cycligue. On remarque quéecealeur est proche de la condition
limite de Sauerbrey (15ug). Ce qui permet de coacdtlans notre cas que pour rester dans
cette condition, le nombre de cycles lors de I'&tgaolymérisation doit étre limité (moins de
15 cycles).

lI-1-5- Etude électrochimique du film poly (N,N-dighyl-(2-thiophén-3yl-

ethoxymeéthyl)benzenesulfonamide

Le film a ensuite été étudié dans la solution ébdgtique d’acétonitrile dépourvue de
monomere afin de rendre compte du comportemeningéique de polymere obtenu

précédemment.

[I-1-5- 1- Comportement anodique

En choisissant le domaine de potentiel entre -0e3v+0.9 V, on obtient une courbe

d'oxydation caractéristique du dopage p du poly(M). dopage p consiste en une perte
d'électron. Ce qui entraine la création d'une laaélectronique a l'origine du mouvement des
électronse le long de la chaine. Des exemples de dopagetpemrésentés ci-dessous ou on
observe un polaron (forme radical cation), un tapmh (forme bicationique) et deux polarons

dans la méme molécule macromolécule.

(deux polarons positifs)

78



RESULTATS ET DISCUSSION : Syntheése du polythiophéne

Pour assurer I'électroneutralité du systeme, chahjasge positive est compensée par I'entrée
dans le polymeére poreux d'un aniongRfovenant de la solution électrolytique. On olitien
alors une conduction ionique et électronique avetaux de dopage contrdlable en fonction
de la quantité de charges introduites par unitéam@mique dans le polymere a un potentiel
donné.

Comme observé sur la figure 35, l'intensité duraoumesurée pendant le dopage p du
poly(M) reste stable a partir du deuxieme balayalge potentiel (superposition des
voltammogrammes) ; ce qui indique une bonne staklilu dopage p de ce polymere. Cette
stabilité est corroborée par la courbe de suiwigrétrique.

0,2
0,15
0,1

0,05

)

-0,05

-0,1

-0,15
-0,6 -0,4 -0,2 (o] 0,2 0,4 0,6 0,8 1
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Figure 35: Voltammogrammes cycliques enregistrés splaque de platine recouvert du film de poly(M)
obtenu précédemment. Ce film est plongé dans la atibn de CH;CN/ Bu,NPF(vitesse de balayage,
100 mV s
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Figure 36: Courbe de suivi gravimétrique du dopag@ du poly(M)
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Cette courbe de suivi gravimétrique du dopage gu@ 36) montre une réversibilité du
processus. En effet, nous observons une prise dsentnstante au fil du temps (~ 6uQ)
enregistrée aux différents balayages allers. Pauite, une masse concomitante (~ 6ug) de
méme nature (figure 36) est quant a elle obsereédant la neutralisation du film enregistrée
aux balayages retours. Cette recherche d'électtaié@ au sein du polymere durant les
différents cycles correspond a un processus desgegbrtie d’anions RFE La régularité de la
courbe (figure 36) démontre une bonne stabilitetédehimique du dopage, et donc du

polymere.

[I-1-5-2- Comportement cathodique

Le comportement cathodique du poly(M) a été étsdiéle domaine de potentiel OV a -2,5V
dans une solution d'acétonitrile contenantyNBRI (0,1M) et préalablement séchée sur
lalumine activée, puis désaéré par un courangatarLe voltammogramme (figure 37)
montre un systeme réversible centré a -2,3V cooredgnt au processus de dopage n
(création de charges négatives) dans la chainelgé\y). L'application d'un potentiel trés
cathodique peut conduire a la dégradation des ebgialymeres [228, 229]. Dans le cas du
polythiophéne qui nous occupe, I'application d’uatgmtiel cathodique limite de -2,5V
permet la réduction des fonctions sulfonamides tsuttonservant l'intégrité de la matrice
(dopage p et n stables). Par ailleurs, comme iddprécédemment nous observons un début
de vague de réduction vers -2,5V traduisant la emugathodique de la liaison S-N de la
fonction sulfonamide pour conduire aux ions sul®saSQ@. On note sur la figure 37 une
intensité plus grande du pic de réduction au prebatayage. Ce phénomene est attribué a un
courant de rémanence et correspond a la réductioe draction de polymere non réduite
entre +0,8V et -0,1V lors de la neutralisation dopage p [228]. Ce phénoméne de
rémanence disparait dés le second balayage etltlesnogrammes suivants se stabilisent en
maintenant I'intensité du dopage n. Ainsi, le fifist préservé a l'issue de plusieurs balayages

du potentiel dans un intervalle compris entre OV26&V.
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Figure 37: Voltammogrammes cycliques enregistrés 800mV. s'de 0 V & -2,5V sur une plaque de platine
recouverte d’'un film de poly(M). Le film est plongédans CH;CN/BusNPFg

Par ailleurs, I'étude a été poursuivie en enregistia variation de masse a I'électrode de

travail au cours du processus électrochimique. figgses 38 et 39 illustrent le phénomeéne

observé.
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Figure 38: Voltammogrammes de coupure cathodique d@diaisons S-N
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Figure 39: Courbe de suivi gravimétrique de la coupre cathodique des liaisons S-N

L'étude du comportement cathodique du poly(M) arpsrde mettre en évidence la coupure
des liaisons S-N des fonctions sulfonamides durpefe. Sur la figure 38 correspondant a
I'étude cathodique du film de polymere sur crigtalquartz, on note deux pics de réduction
autour de -1,7 V et de -2,45V. Celui a - 1,7 V espond au dopage n du film de polymere
tandis que celui a - 2,45 correspond a la couperelidisons S-N. Ceci est en accord les
données de la littératufeso, 231] Sur la courbe de gravimétrique (figure 39), oseslie une
perte brutale de masse a I'électrode au premiexyhge et ensuite une stabilité du signal
pendant les autres balayages. Cela indique queupuce des liaisons S-N est quantitative
lors du premier balayage de potentiel. Ceci com®bavec les voltammogrammes
correspondants (figure 38).

Le bon contréle de la coupure de ces liaisonsimgiortant car cette étape est tres
déterminante pour la préparation de la fonctionncfage (S@CI). En effet, les anions
sulfinates (S@) créés lors de la coupure cathodique de la fonctBONR, sont
refonctionnalisés en chlorure de sulfonyle paroatiction du polymére dans une solution
(3,4.10°M) de N-chlorosuccinimide (NCS) dans I'acétonéripendant 15mn & température

ambiante en accord avec les études préliminaisegssdes littératures [230, 231].
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Ces études montrent également que le groupemesruohlde sulfonyle réagit a température
ambiante avec des nucléophiles faibles (alcoolsinesnprimaires et secondaires) pour
conduire a des esters sulfoniques ou sulfonami{dest ce qui a d’ailleurs motivé le choix
d'un polymére possédant ce groupement fonctionaek chotre projet pour accrocher de
maniére covalente les biomolécules cibles. Ces dliéenles, essentiellement constituées
d’acides aminés contiennent en effet plusieursiggments amines. Le polythiophéne ainsi
synthétisé est analysé par spectroscopie Ramarcpofirmer sa nature mais aussi pour avoir
un spectre de référence qui permettra de fairecdegparaisons avec les surfaces possédant
des biomolécules immobilisées. La littératureefaitir la synthese des polythiophénes nous a
permis d’interpréter les spectres et de compareivéeurs expérimentales des bandes de
vibrations obtenues a celles de la littérature {173, 232]. La figure 40 représente le spectre
Raman (T64000 : Jobin-Yvon, CCD refroidi a l'aztitpiide) du polymere fonctionnalisé

synthétise.
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Figure 40: Spectre Raman du poly [chlorure 4-(2-ttdphén-3-yl-éthoxyméthyle)benzénesulfonyle]
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Plusieurs publications dans la littérature traiteles polythiophénes et bon nombres de
techniques de caractérisation sont utilisées paestguelles la spectroscopie Raman. Le
tableau VII compare les déplacements Raman desebathel vibrations des polythiophenes

dans la littérature et ceux que nous avons obtexp&rimentalement.

Tableau VII: Interprétation du spectre Raman du poly[chlorure 4-(2-thiophén-3-yl-
ethoxymeéthyl)benzenesulfonyle]

Fréguences (cr1) issues Fréquences o
_ _ Attributions
de la littérature [170, 171] | expérimentales (crit)
1550-1630 1597,9 Dérivé du benzene
Co=Cp vibration de valence
1518 1521 _ _
antisymétrique
Co=Cp vibration de valence
1445 - 1455 1471,5 o
symeétrique
1378 1370.2 Cp —Cp vibration de valence
1325 -1425 1326,9 SO ClI
1210 1224,4 Ca —Cuo’
1186 1177,8 6-H
1145 1151,6 SO
1125 1115,1 Se Cl
1050 1042,3 Noyau aromatique 1,4-substitué
1021 1018 @ -Cd
C-O-C vibration de valence
930 946,6 -
symétrique.
720- 830 769- 853,3 Benzene 1,4-disubstitué
C- S-C vibration de déformation des
500 - 750 493 - 688,2 o
cycles thiophenes.

D’aprés les résultats du spectre Raman, les batwle#rations du polythiophéne que nous
avons observées confirment les données issues litéetature et par conséquent valident
notre synthése. Nous nous sommes intéressés bhaigphénes en tant que matrice support
potentielle pouvant étre fonctionnalisée avant irbitigation d’éléments biologiques. Dans ce

84



RESULTATS ET DISCUSSION : Syntheése du polythiophéne

cadre, les biomolécules sont essentiellement degipes, il apparait donc important de bien
distinguer par diffusion Raman le signal proverded polythiophénes de celui provenant des
protéines, en particulier dans la zone 500 - 170d.d.a figure 41 représente le spectre

comparatif de la protéine A et du polythiophene.
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Figure 41: Comparaison entre le spectre Raman de [arotéine A et le spectre du polythiophéne

L’étude comparative de ces spectres est faite lgaableau VIl ci-dessous.

Tableau VIII: Comparaison des bandes Raman de la mtéine A et du poly[chlorure 4-(2-
thiophén-3-yl-éthoxyméthyl)benzénesulfonyle]
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Protéine A| Polythiophéng
synthétise

1665 1597,9
1518 1521
1490
1445 1471,5
1425
1372 1370.2
1229 1326,9
1101 12244
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 prerpi@téine que nous allons immobiliser a
savoir la protéine A avec celles du polymeére préo@dent synthétisé, on note que les bandes
de vibrations du polymére recouvrent toute la négimmprise entre 500 ¢hmet 1700
cm*(zone caractéristique des acides nucléiques eligidss : acides gras des protéines). I
apparait ainsi trés difficile a terme de reconeafiar spectroscopie Raman les signaux
caractéristiques des biomolécules immobiliséesusuisupport polythiophene méme si la
procédure est validée. Le polythiophéne, bien quiissede de nombreux avantages (ceux
cités précédemment) n'est donc pas un support atdépour l'immobilisation des
biomolécules choisies et leur identification paedposcopie Raman dans ce projet. Ainsi,
nous avons donc envisagé une autre technique dactéasation des biomolécules
immobilisées sur le support polymére a savoir lecrasicopie a fluorescence et la

microbalance a cristal de quartz.
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lI-1-6- Immobilisation des biomolécules sur le supprt polymeére

Comme présenté dans le paragraphe précédent,diffedte de confirmer par spectroscopie
Raman limmobilisation des biomolécules sur le supppolythiophéne. Nous avons
finalement opté dans cette partie pour un suivirp&robalance a cristal de quartz et par
microscopie a fluorescence. Le film de polyméretisgtisé précédemment est analysé par
fluorescence pour avoir un spectre de référence.fipare 42 représente I'image de

fluorescence du poly [chlorure 4-(2-thiophén-3-tHaxyméthyl)-benzénesulfonyle].

Figure 42: Image de fluorescence du poly[chlorure-§2-thiophén-3-yl-éthoxyméthyl-benzeénesulfonyle]

On observe sur la figure 42 une tache de fluorescaonfirmant bien la synthese du
polymeére. Cette image sera comparée a celle suellagsera immobilisée I'lgG fluorescent
afin de valider le processus d’immobilisation.

Le but du projet étant de détecter une bactéries danéchantillon donné, il est forcément
nécessaire d'immobiliser au préalable un anticepgEzcifique a cette bactérie. Pour optimiser
et favoriser la reconnaissance spécifique antszargigéne, l'anticorps doit étre bien
immobilisé en préservant ses sites de reconnaissintantigéne. Pour cela, une protéine A
ayant des interactions spécifiques avec I'anticagtspréalablement ancré sur notre support
avant toute immobilisation de l'anticorps. Cetteotpine A permet de bien orienter

I'anticorps a la surface.

[I-1-6-1- Immobilisation de la protéine A

La solution de protéine A est préparée dans le ¢anghosphate (PBS) & une concentration
de 50 mg/l. La surface polymere synthétisée ettfoncalisée est montée dans une cellule a
microbalance a cristal de quartz. 400 ul de tanmgmont introduites dans la cellule pour faire

le point zéro et en méme temps éviter la saturad®ra microbalance. Une fois le signal
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stabilisé 10 ul de solution de protéine A sontddtrites dans le milieu. Aprés la nouvelle
stabilisation, 10 ul sont encore introduites damsnilieu et ceci jusqu’a I'observation de
l'invariance du signal en fonction de I'ajout ddwgmn de protéine. La surface est ensuite
lavée a I'eau ultrapure et séchée. La figure 43gnte les variations de fréquence observées

pendant I'immobilisation.
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Figure 43: Courbe de suivi gravimétrique de I'immolilisation de la protéine A sur le poly(M)
fonctionnalisé
Sur la courbe de suivi gravimétrique ci-dessusu(®g43), on observe une variation de
fréquence de l'ordre de 5500 Hz correspondant avaniation de masse de 5863 ng. Nous
notons que cette prise de masse importante n'assitje que pour une quantité de polymere
déja présente sur la surface inférieure a 10ugrésestats nous permettent bien de confirmer

gue la protéine A a été immobilisée.

[I-1-6-2- Immobilisation de I'lgG spécifique aSalmonella

Une solution de 10 mg/l d’'lgG est préparée dartargpon PBS. L'échantillon précédent est
remonté dans la cellule, une premiére injectioil@@ | de tampon est faite toujours pour la
stabilisation du signal et constituer le pointialitLes additions de 10 pl de solution d'IgG

ont été faites jusqu’a l'invariance du signal darlcrobalance. La figure 44 représente les

variations de fréguence observées.
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Figure 44: Courbe de suivi gravimétrique de I'immolilisation de I'lgG
La figure 44 montre une variation de fréequence’'delile de 700 Hz correspondant a une
prise de masse calculée d’'lgG immobilisé de 745 HEn conclusion, I'lgG a été bien

immobilisé méme si les quantités restent |égéerelfadnies.

[I-1-6-3- Immobilisation de I'lgG fluorescence

Pour obtenir des contréles d’immobilisation supmétaires, nous avons choisi a cette étape
de confirmer I'immobilisation de I'lgG précédentrpan autre 1gG fluorescent qui lui est

spécifiqgue. Pour cela, une solution d’lgG fluomdcde concentration 140 mg/l a été
préparée suivi des injections de 10 pl dans lauleebur laguelle est monté I'échantillon

portant le premier IgG. Un contréle positif d'immlidation du premier IgG sera marqué par
des prises de masse au niveau de la microbalamcistal de quartz et une fluorescence
abondante sur I'image de la microscopie a fluomeseeles figures 45 et 46 présentent les

résultats obtenus.

89



RESULTATS ET DISCUSSION : Synthése du polythiophéne

200

-200 A

-400

-600 -

-800

-1000 A

AF(Hz)

-1200 A

-1400 A

-1600 A

-1800 A

-2000 T T T T T T T
200 400 600 800 1000 1200 1400

temps(s)

Figure 45:; Courbe de suivi gravimétrique de I'immollisation de I'lgG fluorescent

Cette figure indique une variation de fréquencd’'aelre de 1200 Hz ; donc une prise de
masse calculée de 1279,2 ng. D’ou, I'anti- IgG fszent est bien immobilisé. Ces résultats

sont corroborés par I'image de fluorescence.

Figure 46: Image de fluorescence aprés immobilisatn de I'anticorps fluorescent sur deux endroits
différents de la surface

Les deux images de la figure 46 représentent @dhcence de I'lgG fluorescent sur deux
endroits différents de I'échantillon. On remarque guelque soit la position ou I'on se trouve
sur I'échantillon, la fluorescence est plus marquémparée a celle du polymeére tout seul

(figure 42). Ces résultats nous permettent de oaefi que la biomolécule fluorescente a été
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immobilisée. Cette derniére étant spécifigue anemper IgG, on conclut par conséquent que
le premier IgG a été au préalable bien immobilisé.
[I-1-6-4- Immobilisation de la bactérie (salmondh)

L’applicabilité du polythiophéne pour détectemelbactérie a été réalisée sur salmonella et
la figure 47 présente les résultats obtenus.
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Figure 47: Suivi de I'immobilisation de salmonella

On observe sur la figure 47, une variation de feége de I'ordre de 1400 Hz correspondant a
une variation de masse de 1492,4 ng confirmanthki@s I'immobilisation de la bactérie.

Nous avons ainsi pu valider la détection d’'une é@etpar le polythiophene.
En conclusion

Cette partie nous a permis de synthétiser un palyro@nducteur par électropolymérisation ;
ce polymeére a été caractérisé par spectroscopieafRamicrobalance a cristal de quartz et
microscopie a fluorescence. Les essais dimmalita de la protéine A, l'anticorps
spécifique a la salmonelle, un anticorps fluoressegcifique a I'anticorps contre salmonelle
et la salmonelle elle-méme ont été entrepris. Us objectifs de ce travail étant
principalement les caractérisations du supporteemdtériels biologiques papectroscopie
Raman, il s’avéere que le polythiophene n'est pas aglapt la caractérisation par
spectroscopie Raman de ces biomolécules bien quedessus d'immobilisation soit positif.
Nous avons donc envisagé une nouvelle voie aveauire type de surface que nous

présenterons dans la partie suivante.
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[I-2- Modification de la surface d’or par le chlorure
de parabenzenesulfonyle

La partie précédente sur la synthese du polythiopla démontré que ce polymere
n'était pas le meilleur candidat pour I'immobiligat des biomolécules en vue d’une
détection Raman. Il est donc question dans cettBepd’élaborer une nouvelle surface
spécifiqgue permettant I'ancrage facilité des biowéts et ne présentant pas un spectre
Raman recouvrant le domaine fréquentiel des biotnt#s. De plus, la technique principale
de caractérisation étant la diffusion Raman, leéxcda support a fonctionnaliser est de grande
importance afin d’éventuellement coupler effet dkation du signal attendu facilitant la
détection des biomolécules. Plusieurs surfaces eptést cette propriété potentielle
d’exaltation. Nous pouvons citer : I'or, I'argetw, platine. Nous avons choisi I'or en raison
des études préliminaires sur les fonctionnalisatide surface pour l'immobilisation de
biomolécules. Il ressort de la littérature que defee forme des liaisons covalentes avec la
surface d’or. En revanche, la procédure de synthésessite beaucoup de temps, d’étapes, de
solvants et de réactifs mis en jeu. L'idée deeptojet est d’'utiliser une molécule chimique
qui va également former une liaison covalente @etor comme dans le cas du soufre mais
ceci en nécessitant moins d’étapes, de réactifsleetsolvants. Nous avons choisi de
fonctionnaliser la surface d'or avec le chlorurebg@zeénesulfonyle pour rester dans le but du
projet a savoir une fonction d’ancrage en chlordeesulfonyle et aussi parce qu’'on est
capable pour greffer facilement cette molécule deigre covalente sur la surface d’or.

lI-2-1- Synthese électrochimique du chlorure de parbenzenesulfonyle

Nous avons utilisé deux méthodes pour la synthaseced composé donc nous allons
développer tour a tour chacune en présentant sesgaaes et ses inconvénients.

lI-2-1-1- Synthése a partir du chlorure de 4-nitrokenzéne

sulfonyle

Le solvant utilisé dans ce protocole est I'hexaftypthosphate de n-tétrabutylammonium dans
I'acétonitrile : CHCN/BwNPF; (0,1M). Le chlorure de 4-nitrobenzénesulfonyle (&1§) est
dissous avec 5,5 mg de nitrite de sodium (Na@Nfans 5 ml de solvant. Une faible portion

d’acide chlorhydriqgue (200 ul) est associée au ng&apour permettre la conversion des
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groupements nitro en groupements amines qui réagaraec le nitrite de sodium NaN@our
former le diazonium. La solution a été introduitsd une cellule électrochimique en téflon
d’'une capacité de 12 ml. Les études électrochinsiqu été réalisées avec un montage a trois
électrodes. Une électrode de travail constituéeelplaque d’or sur quart®€ 5 mm), une
électrode de référence constituée d'un fil d’argdohgeant dans une solution d’acétonitrile
contenant un sel d’argent (AgN@ 0,1M) et un fil de platine comme contre éleotrode
mécanisme de cette synthése est résumé par I'équatilessous.

050 e ¢ ¢ T

G=5=0 O=5=0 O=5=0 G=5=0
AL NaNO, Cc.v Au
6e; 6H — 100mVs-1 »
HC -0,7v= 0,0V
5 Cycles °®
O.N +
2 NH2 N2 - NZ Au

De cette équation, il ressort qu'une fois les famg nitro réduites en amine, le nitrite de
sodium dans le milieu réagit avec la fonction anpoar donner un sel de diazonium. Ce sel
de diazonium est ensuite transformé en radicat l(ewec dégagement de I'azote) qui a son
tour formera des liaisons covalentes avec la sardigcl’or. La surface d’or est ainsi modifiée
par une monocouche organique avec un groupememiceie. Si la réaction n’est toutefois
pas bien contrélée, une réaction secondaire peaatvanir par la réaction des fonctions
chlorure de sulfonyle avec des fonctions amines fmner des groupements sulfonamides.
Dans ce cas, on naura pas seulement la formdtiore monocouche mais aussi, de petites
chaines de polymeéres a la surface de 'or entraima@ rugosité de surface plus importante.

Ce phénomene est illustré par le mécanisme ci-desso
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Schéma 2 : Mécanisme de formation du produit secoaite

La modification de la surface d’or a été en outnésis par voltamétrie cyclique et par

microbalance a cristal de quartz. Les résultats exmregistrés sur les figures 48 et 49.
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Figure 48: Voltamétrie cyclique de modification dda surface d'or a partir du
chlorure de 4-nitrobenzénesulfonvle. V= 100mv<?!
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Figure 49: Suivi gravimétrique de la modification ce la surface d'or a partir du chlorure de 4-nitro
benzénesulfonyle

Nous avons réalisé, comme observé sur la figurecidg cycles de réduction de +0,5V a
-0,5V correspondant au passage du sel diazoniunradical libre dans la solution
d’acétonitrile. Au premier balayage de potentighténsité du courant de réduction est
importante  (-0,13mA). Cette intensité diminuegressivement jusqu’a un seuil intervenant
au troisieme balayage. Cela signifie au premidaiylage, la modification de la surface d’or
est plus importante et diminue graduellement jusqui stade ou la monocouche est réalisée
(plus de surface d’or disponible). Ce phénomene@sbboré avec la courbe gravimétrique
(figure 49). Sur celle-ci, on observe une prisardesse importante au premier balayage suivi

d’'une diminution progressive.

[I-2-1-2- Synthese a partir de I'acide sulfanilique(acide 4-amino
benzenesulfonique)

Le solvant utilisé est I'acide chlorhydrique. L'dei paraaminobenzénesulfonique (4,3 mg) et
le nitrite de sodium (5,2 mg) sont dissous dand BarHCI (1M). Cette solution a été ensuite
introduite dans une cellule électrochimique a tréisctrodes. Une électrode de travail
constituée de la surface d’or sur quartz, une i@detde référence au calomel saturé (ECS) et

une contre électrode constituée de platine. Onsgeahsuite une voltamétrie cyclique sur un
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domaine de potentiel compris entre 0,3V et — 0,4feultanément un suivi gravimétrique
par microbalance a cristal de quartz est effecipgées cette étape, la surface d’or sur quartz
modifiée est ensuite introduite dans une soluti@n RCYCH,Cl, pour transformer les
fonctions acides sulfoniques en chlorure de sulangette derniére constitue notre fonction
d’ancrage, tres réactive, spécifique et nécessaila capture des biomolécules. Le
mécanisme de la réaction est présenté ci-dessous :

P

0=5=0

O=S=O
L, NaNo 3 2 360, 100mVS 1 PCk/CHCl
+0 25V==-0,4v
5 cycles

N2 cr
Nous avons réalisé cette synthése a partir de dopissalents de NaNODans ce deuxieme
protocole de synthese, la fonction amine réagjotos avant le nitrite de sodium pour former
le sel de diazonium qui va se transformer en radilm@ et former une liaison covalente avec
la surface d’or. Ceci se fait électrochimiquemest yoltamétrie cyclique & 100 mVsians

un domaine de potentiel compris entre 0,25V et\V0l4s résultats suivants confirment bien
la synthése du composé attendu.
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Figure 50: Voltamétrie cyclique de modification dda surface d’or sur quartz a partir de I'acide
sulfanilique
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Figure 51: Suivi gravimétrique de la modification de la surface d’or

Sur les voltammogrammes enregistrés (figure 5Behsité du courant au premier balayage
de potentiel est trés importante et diminue derfaiges significative a partir du deuxieme
balayage et varie ensuite peu. Ce phénomene indigeigassivation de I'électrode. C'est-a-
dire une modification presque totale de la surfagepremier balayage. Cette passivation
caractérise la formation d’'une monocouche de ohdode benzenesulfonyle a la surface de
I'or. Le processus de sulfonylamidation marquésdarprécédent protocole n’a pas lieu dans
celui-ci. En effet, les groupements hydroxyles fdestions acides sulfoniques ne constituent
pas de bons groupements partants et ne peuvent agag les fonctions amines. Par ailleurs,
sur la figure 50 de voltamétrie cyclique, on obseamme vague irréversible a 0,1V marquant la
réduction du sel de diazonium en radical libre. deenier va ensuite assurer une liaison
covalente avec la surface d'or. Le phénomeéne dsiya®n est corroboré par la prise de
masse sur la microbalance a cristal de quartzlaSigure 51, on observe une grande prise de
masse au premier balayage et ensuite une stglitéles autres balayages de potentiel. Ce
qui signifie que la surface d’or est totalement ifiée dés le premier balayage. La variation
globale de fréquence observée pendant la fonctiisatian de la surface d’or est de l'ordre
de 160 Hz et correspond a une variation de masserdee de 170 ng. Le nombre d’unité de
fonctionnalisation présent sur la surface d’or g calculé a partir de la variation de masse
obtenue sur la microbalance. Ce nombre d'unitésdes9.686611¢° mole. La diffusion
Raman a été réalisée sur cette surface pour amospactre de référence du substrat avant
immobilisation des biomolécules. La figure 52 reyaréte le spectre Raman de la surface d’or

modifiée au chlorure de parabenzenesulfonyle.
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Figure 52: Spectre Raman de la surface d'or modifi@u chlorure de parabenzénesulfonyle

Sur ce spectre, on observe deux bandes de vibratomctéristigues de la monocouche
synthétisée. Une bande & 1595 cattribuable au cycle benzéne et une bande & 1127cm
attribuable a la fonction SQI (liaison S-CI). Ces informations sont bien cotifdas avec la
structure de la molécule. Les groupements@@eagiront ensuite de maniere covalente avec
la protéine A. Et comme nous l'avons déja mentiotaéaractérisation de la protéine
accrochée se fera principalement par diffusion Radiau la nécessité d’avoir au préalable
un spectre du substrat bien dégagé pour pouvomtiit les vibrations propres a la
biomolécule. La figure 53 représente la juxtapositiu spectre de la monocouche et celui de

la protéine A.
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Figure 53: Spectre comparatif du substrat et de Iprotéine A

En comparant ce spectre de la monocouche avecdeliai protéine A, on remarque que la
surface d’or fonctionnalisée présente peu de miessurcroit dans un domaine différent de
celui de la protéine A. Donc, les signaux carastigpies des biomolécules immobilisées sur
ce type de substrat devraient étre plus aisémenmtifihbles. La surface d’or modifiée est

ainsi préte pour I'ancrage des biomolécules.
[I-2-2- Contrdle de la fonctionnalisation de la suface d’or par AFM

Cette expérience a été réalisée a partir d'uneacairi’or de faible rugosité (0,9 nm). Le
microscope a force atomique(ou AFM pour atomic force microscopg est un type de

microscope a sonde locale qui sert a visualiséopgagraphie de la surface d'un échantillon.
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Doté d’'une pointe a extremité métallique de 10 rewalon placée sur un levier flexible, ce
microscope enregistre les interactions entre lemes$ de la pointe et ceux de la surface a
analyser. Il se produit soit une attraction, appdt#ce de Van der Waals, soit une répulsion
(a tres faible distance). Ces forces provoquentdépéacements de la pointe, entrainant des
déviations du levier qui sont enregistrées etdestpar ordinateur pour reproduire le relief.
Pour I'expérience AFM, une surface de dimensiongrSde I'échantillon d’or pur est dans
un premier temps analysée seule pour avoir une dééta topographie. Cette surface est
ensuite fonctionnalisée par le chlorure de benzgfteg/le selon le second protocole présenté
précédemment : c'est-a-dire a partir de l'acidéasilique. Les résultats de ces expériences

sont représentés sur les figures 54 et 55.

Figure 55: Image AFM de la surface d'or fonctionnaiksée
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Les résultats AFM ont montré que la surface d’aemosséde une rugosité de 0,9 nm. Aprés
fonctionnalisation avec du chlorure de parabenaédfoeg/le, on a observé une augmentation
de la rugosité (1,3 nm) signifiant qu’'un dépo6t datigre a été effectivement réalisé. On note
de plus sur les images, une homogénéité de laceudar a I'état pur et fonctionnalisé. Sur
les images de la surface d’or fonctionnalisée, algets ovales de couleur jaunatre et de
dimension de l'ordre de quelques nanométres one@irés. La présence de ces nano objets
est probablement due a la contamination de laceirfae détail sensibilise sur la précaution a
prendre lors de la fonctionnalisation de surfacesaaoir, bien rincer la surface aprés
fonctionnalisation pour éliminer les résidus deiaras non réagies et ensuite bien protéger

correctement avant une expérience d’AFM pour élg@résence de polluants extérieurs.
[I-2-3- Immobilisation des biomolécules

L’'immobilisation de protéines et des anticorps,ifgsractions spécifiques et non spécifiques
et des modifications structurelles sont les méca@ssimportants largement examinés dans le
développement d'immuno-essais et des biocapteers. immobilisation sur support solide
permet généralement d'augmenter leur stabilitéoavsadu temps. Comme déja décrit dans la
partie bibliographique, on distingue plusieurs tegbhes d’immobilisation des bioéléments
sur le transducteur :

Adsorption physique : La fixation des biomolécules sur le support peutag® soit par des
forces de dispersiéh(Van der Waals), soit par des forces polairesli@sude la présence de
champs électriques dans les micropores, soit par l@@sons hydrogenes dues aux
groupements hydroxyles ou amines. Ce procédé esisible et la désorption peut survenir
au cours de la mesure. De plus, par cette méthmuae fixe qu'une faible quantité de
bioélément sur le substrat ce qui diminue la lirdikedétection.

Confinement: Il s’agit de conserver I'élément sensible presla surface du capteur sans
toutefois le lier physiquement a cette méme surf@e®s ce cas, le biorécepteur, qui va rester
libre en solution a l'intérieur d’'un compartimemrié par une membrane sélective et semi-
perméable, conserve une activité maximale. Cettbnique, bien qu’offrant en théorie
d’excellents résultats est trés peu utilisée dudiaila complexité de sa mise en ceuvre.
Liaisons covalente: Le couplage covalent se fait généralement avec uppast
fonctionnalisé insoluble dans I'eau. Il modifie daucture moléculaire du soluté et rend en

général le processus irréversible. Lorsque deftbnique est utilisée avec un élément

29 Force de dispersion : La force d'attraction qui existe entre les molécules qui n'ont aucun dipdle permanent
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biologique, la réaction doit impliquer les sites ge sont pas essentiels a I'activité biologique
de la molécule. Ce type d’immobilisation évite leképoméne de désorption et permet de
mieux contréler les quantités de matiéres fixéesstCcelle que nous avons choisi pour

immobiliser nos biomolécules au regard des difftsravantages qu’elle présente.

[I-2-3- 1- Immobilisation de la protéine A

La protéine A est un récepteur superficiel cell@ldortement stable produit par plusieurs
lignées deStaphylococcus aureuklle est constituée d’'une simple chaine polypiige de
poids moléculaire 42 kDa, contenant quatre domai@pétitifs riches en acide aspartique et
en acide glutamique, mais exempt de cysteine. dolfigient peu ou pas de carbohydrate, 4
résidus tyrosine. La protéine A est capable diese la partie Fc (fragment cristallisable)
d'immunoglobines, particulierement I'anticorps lg@yn grand nombre d'espéces. Elle joue
ainsi un réle tres important dans les biocapteors pa détection de microorganismes. En se
liant aux immunoglobulines par leur fragment ctlgable, elle permet une reconnaissance
aisée d'un microorganisme spécifique via le fragimeab (fragment antigen binding) de
llgG. Les travaux préliminaires démontrent queellest constituée de cing domaines de
récepteurs disponibles pour interagir avec les[Rf3].

Le contréle d'immobilisation de toutes les biomaiés a été réalisé conjointement

par diffusion Raman et par microbalance a cristadjdartz.

lI-2-3- 1- 1- Protocole d'immobilisation de la progine A

Une solution de 50 mg/l de protéine A a été préparéaide du tampon phosphate (pH 7,4).
La poudre de protéine A est d'origine commerciaéféfence P6031- Sigma). La surface
d’'or modifiee avec du chlorure de benzene sulforggé immergée dans la solution de
protéine A pendant 2h. La surface a été ensuitelaw tampon phosphate et a I'eau ultrapure
plusieurs fois et séchée a température ambiantdifiusion Raman a ensuite été réalisée sur
cette surface a l'aide du spectrometre Xplora dakidaJobin Yvon en utilisant la longueur
d’onde A =785 nm. Pour le suivi par microbalance, la s@fdor fonctionnalisée est montée
dans une cellule électrochimique et connectée @itmobalance. 500 puL de solution de
tampon phosphate sont introduites initialement darcellule pour la stabilisation du signal
de la microbalance, des injections de 10 pl detisolude protéine A se sont poursuivies
successivement. La surface est enfin démontée delllde électrochimique puis lavée et

séchée a température ambiante pour poursuivre binilieation des autres biomolécules.
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lI-2-3- 1- 2- Identification de la protéine A

Comme nous l'avons précédemment introduit, lebermhes actuelles en terme de détection
de bioélément et en particulier de pathogenes,iesitant vers des meéthodes rapides,
sélectives et sensibles. A ce titre, la spectrascBaman est une des techniques les plus
prometteuses pour la détection directe et lidieatibn rapide [203, 206, 234, 235].
L'efficacité démontrée de la spectroscopie Ramaur identification de la conformation,
l'orientation, la configuration de chaines, desdiés d'acides aminés et des interactions est
extrémement utile dans lidentification des biomoalés tout en maintenant l'intégrité
fonctionnelle de la molécule [236-238]. Cette teghe nous permet sans ambiguité
d’identifier les biomolécules immobilisées et mdie I'avantage de ressortir les bandes de
vibrations des résidus d’acides aminés détailslgspectroscopie Infrarouge ne révele pas.
La figure 56 ci-dessous représente le spectre Ralmaa poudre de protéine A réalisée dans
la gamme spectrale 400 €m3500 cnt avec un temps d’acquisition de 300 s, longueur
d’'onde de 785 nm et un objectif de microscope x1@0spectre de la protéine A immobilisée
sur la surface fonctionnalisée sera ensuite comgasdui de la poudre de protéine A afin de

confirmer I'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 immobiliée sur la surface d'or fonctionnalisée

Le spectre de la figure 56 est pris comme référgee le contrdle d'immobilisation de la
protéine A par spectroscopie Raman. Ce spectreemieedes vibrations liees aux C-H de
valence entre 2860 c¢hret 2940 crit, une bande amide | autour de 1657cties bandes de
vibration liées & la phénylalanine apparaissenbuautde 1610 cfh et 1002 crit, le
tryptophane apparait autour de 1553'amh 1421crit les vibrations de déformation des £H
apparaissent autour de 1445 tres bandes observées & 1395csnnt attribuables aux
vibrations de déformations GHine bande amide Ill & 1327¢mles vibrations de valence des
liaisons C-C sont observées autour de 1123' @n 1031 crit’ une bande a 937 ¢
attribuable & la vibration de balancement desdi@sCH des structures terminales en hélice
o. Les bandes & 895 &het 880 crit sont attribuables aux vibrations de balancemest de
liaisons CH, les bandes de vibrations caractéristiques de deitye sont observées a 853tm
830 cm, 760 cnt et 644 crit. Les bandes de vibration que nous observons senten
accord avec la littérature. Sur la figure 57 quorésente le spectre de la protéine A
immobilisée sur la surface, on observe bien unedé®aentre 2860 crhet 2940 crit
attribuable & la vibration de valence C-H; la bmr@d1654 cil attribuable & la fonction
amide | ; la bande & 1443 nattribuable & la vibration de déformation SHa bande entre
1304 cni- 1258 cnt attribuable & la fonction amide Ill en hélige les bandes de vibration
de balancement de GHautour de 875 cth Les bandes de vibration correspondantes aux
résidus d’amino acides tels que la phénylalanineed®01 crit et 1601 crit ; le tryptophane

& 1542 crit; la tyrosine entre 829 cm' et 756 crifet enfin les vibrations de valence des
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liaisons C-C autour de 1078 &m La présence de ces différentes bandes de hsasiur le
spectre de la protéine A immobilisée permet bieratdirmer sa fixation sur la surface. Les
études préliminaires montrent que les surfaces exattent le signal Raman. Ce qui nous
permet a partir de la spectroscopie Raman converdlte d’obtenir des données de meilleure
qgualité. Ces résultats sont corroborés avec cbs&reés sur la courbe de suivi gravimétrique
(figure 58).
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Figure 58: Suivi gravimétrique de lI'immobilisation de la protéine A

La courbe de suivi gravimétrique qui présente uargation de la fréquence de résonance du
cristal de quartz en fonction du temps montre war&tion de fréquence de I'ordre de 225 Hz.
D’aprés la relation de Sauerbrey, cette variatierfrdquence correspond a une variation de
masse de l'ordre de 240 ng. Le nombre de magwatéine A déposée sur la surface est de
5.7142910mole. Cette donnée permet d'obtenir le nombre dectfonnalisation par
protéine A greffée a la surface. On observe sue @sturbe, un dépot graduel de masse sur la
surface. Ce qui laisse penser a une réaction tllgmmamiquement stable de la protéine avec
la surface fonctionnalisée. Pour s’assurer du @meplcovalent entre la protéine A et le
substrat, les tests d’adsorption ont été réalRésr cela, les injections de 10 ul de la solution
de protéine utilisée pour I'immobilisation ont @&nées sur une surface d’or non modifiée et

suivies par microbalance a cristal de quartz. garg 59 présente les résultats obtenus.
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Figure 59: Contréle d'adsorption de la protéine A

Sur cette figure 59, on remarque que l'injectiorlaleolution de protéine A n’entraine pas de
variation de la fréequence de résonance du cristguértz. Apres plusieurs injections, il n’est
pas observé de variation de fréquence. On peut comdure a I'absence de prise de masse :
la protéine A ne s’adsorbe pas sur la surface dNous confirmons ainsi que les prises de
masses observées dans la procédure d’immobilisatéoa protéine sur la surface d'or
fonctionnalisée sont bien spécifiques. L'interactientre la protéine A et la surface
fonctionnalisée résulte de la substitution nucléepldu chlore de la surface fonctionnalisée
par des groupements amines de la protéine A forrai@si des liaisons sulfonamides trés

stables.

[I-2-3-2- Immobilisation de 'immunoglobuline : IgG humain

Les anticorps, aussi appelés " immunoglobulinestit sine des deux molécules de protéine
importantes du systéme immunitaire qui intervierirdans la reconnaissance de pathogéenes.
lls sont constitués de quatre chaines polypeptidigeliées par des ponts disulfures et
possedent un poids moléculaire de 150 kDa. lisquizsg une structure en Y et comportent
deux extrémités remarquables. Le fait d’avoir maBEment immobilisé une protéine A sur la
surface permet a I'anticorps de se greffer spaainent via son fragment Fc sur la protéine
afin de laisser disponible les sites de reconnacesde I'antigéne a travers les fragments Fab
(fragment antigen binding) region. Le fragment CORomplementarity Determining

Regions) détermine la spécificité de la moléctiétablit le contact avec un antigéne.
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[I-2-3-2- 1- Protocole d'immobilisation de 'immunoglobuline :

IgG humain

Une solution d’lgG de concentration 1g/l a été prép pour I'immobilisation a partir du
tampon phosphate. La surface d’or modifiée etgmbrta protéine A est introduite dans la
solution d’'lgG pendant 2h puis lavée au tampon 8eau stérile et séchée a température
ambiante et soumise au contréle Raman. Pour ldeggravimétriques, 500 pl de la solution
tampon ont été introduits dans la cellule a miclaiee a cristal de quartz et suivis jusqu’a la
stabilisation du signal. Des injections de 10 plstdution d’lgG sont ensuite réalisées
successivement dans la cellule de microbalancex #nlde I'immobilisation, la surface est
lavée plusieurs fois au tampon et a l'eau stérikes séchée a température ambiante et

remontée dans la cellule a microbalance pour l'imifre@ation de I'antigene.

lI-2-3-2- 2- Identification de I'immunoglobuline: IgG humain

La figure 60 représente le spectre Raman de larpadithG. L'interprétation du spectre de
référence de la poudre d'lgG a été faite sur lee s données de la littérature [236]. La
prédominance de la structure de I'lgG en héiast marquée par la bande amide | autour de
1671 cm' et la bande la plus intense de I'amide 11l & 1242. Dans la protéine, ou I'hélice

o prédomine, la bande amide 11l & 1327 test plus intense que celle & 1242"cines autres
bandes liées a la vibration de valence des liai§bhk vibration de déformation des liaisons
C-H, vibration de balancement des groupes,,CWHbrations liées aux résidus d’acides
aminés : phénylalanine, tyrosine, tryptophane appsent aux mémes fréquences que celles
de la poudre de protéine A.
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Figure 60: Spectre Raman de la poudre d'lgG
Il ressort d’ici que la spectroscopie Raman perdeetlistinguer directement et rapidement la
protéine A et I'lgG a partir des bandes de vibratie la fonction amide Ill ou I'on aura une

structure d’hélicex pour la protéine A et une structure en feuiplgtour I'lgG.
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Figure 61: Spectre Raman de I'lgG immobilisé sur lesubstrat fonctionnalisé et la protéine A
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Sur la figure 61, on observe des bandes entre @880t 2940 crit attribuable & la vibration
de valence des liaisons C-H, une faible bande awteul661 cni attribuable & la fonction
amide |, une bande & 1443 ¢iié & la vibration de déformation des groupesGiie bande
entre 1258 crm et 1304 crit lié & la fonction amide |11, une bande autour 088 cni® liée &

la vibration de valence des liaisons C-C, une band&6 crit et 829 crit attribuable a la
tyrosine. Ces différentes bandes présentes daspeldre de I'lgG immobilisé permettent de
conclure qu’aprés immobilisation, les biomolécutesiservent leur structure. De ce fait, les
bandes de vibrations caractéristiques des biomieleaue sont pas modifiées. Les faibles
shifts observés pour certaines fréquences de iohrpar comparaison au spectre de référence
peuvent étre dus a I'environnement chimique ddgreifits groupes fonctionnels. En effet, en
considérant un modéele tres simple, on peut admatieda fréquence (f) de vibration est liée a
la constante de force de la liaison (k) et a las@ages atomes (m) ou molécules par une

relation « grossiere » du type :

/ k
W = H ou w est la pulsation =&

La calibration du spectrométre est menée systémmtignt a partir du silicium qui possede
une seule raie & 520 €net de maniére a éviter les raies Rayleigh trésnse pouvant

masquer le signal Raman. Les conditions expérinenigemps d’acquisition spectrale, le
nombre de d’acquisition, diametre du diaphragmdamah) sont aussi choisies de maniere a
éviter au mieux le phénoméne de fluorescence pouvesquer partiellement ou méme

totalement le spectre Raman.
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Figure 62: Suivi gravimétrique de l'immobilisation de I'lgG

Les expériences de suivi gravimétrique ont ététégsépour le cas d'immobilisation de I'lgG
et la figure 62 nous montre une variation de frégeede I'ordre de 350 Hz correspondante a
une variation de masse d'IgG déposéee sur la surthce373 ng. On remarque que
immobilisation de I'lgG se fait de maniére pluapide que la protéine A. A t = 250s, on
observe une variation brusque de la fréequence.uCpayrrait s’expliquer par les interactions

7 v

spécifiques tres fortes entre la protéine A dé@gsente sur la surface et I'lgG.

[I-2-3-3- Reconnaissance anticorps-antigene

Les travaux réalisés jusqu’ici ont permis de vérifia validité de notre protocole de
fonctionnalisation. Il est a noter que, tous lesdpiits biologiques utilisés étaient sans danger
pour I'expérimentateur, de méme nous avons choisiantigene spécifigue a l'anticorps
précédent, sans que ce soit forcément une bactéaieti IgG humain a été utilisé ici et
présente une grande spécificité avec I'lgG. Lesgradtions anticorps-antigene se font a
travers le fragment Fab (fragment antigen binditg)l'anticorps. La reconnaissance entre
'anticorps et I'antigéne se fait via les liaisolgdrogenes. D’autres interactions faibles de

type Van der Waals, interactions hydrophobiquegoates électrostatiques peuvent aussi
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entrer en jeu dans le processus de reconnaissahaefigure 63 illustre le phénomene

d’interaction anticorps-antigene.

Figure 63: lllustration des interactions anticorps- antigéne

Les molécules d’eau en bleu clair comblent les @spa&ntre I'anticorps et l'antigéne. Les
molécules en vert correspondent a l'antigene etesemulticolores correspondent a
'anticorps. Les molécules d’eau contribuent dgpfasignificative a I'énergie de liaison par
creation des liaisons hydrogenes supplémentairége dianticorps et l'antigene. Les
interactions entre un anticorps et I'antigene miétgas covalentes, la réaction est réversible.

Le tableau IX illustre les diverses interaction39p

Tableau IX: Types et origine des interactions

Forces non covalentes Origines illustrations
. ] : . ® o
Forces électrostatiques  Attraction entre chargpeges —NH; 00C
Hydrogene partagé entre atom 35>N—H“"""O=(:,<
Liaison hydrogéne électronégatifs (N,0) 5 & o 9o
La fluctuation dans les nuages :
électroniques autour des b — 0
Forces de Van der Waals molécules polarise de maniére - = At
opposée les atomes voisins
Le groupe hydrophobe n’interagit H H
pas avec l'eau et a tendance a H'*U 3 0
H 0
s’amasser pour exclure des 8= O¢ H
Forces hydrophobes ] _ = H
molécules d'eau. L'attraction 0
implique aussi des forces de Var 0 ¢
H™H

der Waals
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lI-2-3-3-1- Protocole d'immobilisation de I'antigere

Une solution de 1,079/l de I'anti IgG a été prépaaépartir du tampon phosphate. La surface
d’or utilisée dans 'immobilisation des précédergémpes a été introduite dans cette derniere
solution pendant 2h, lavée au tampon plusieurs dbiséchée a température ambiante et
soumise aux études Raman. Le suivi par microbalar@é opéré de la méme maniéere que les

étapes précédentes.

lI-2-3-3-2- ldentification de I'antigene

Le spectre Raman a été réalisé dans les mémestioaadéxpérimentales que les étapes
précédentes. Rappelons ici que les antigénes pogsedes sites de reconnaissance bien
précis pour l'anticorps. Ce qui fait qu’'un antigameréagira qu’avec un anticorps spécifique
particulier. Par exemple, une bactérie tfseherichia coline réagira pas avec un anticorps

spécifigue a salmonella. La figure 64 représente Hésultats obtenus a lissue de

'immobilisation de l'anti IgG.
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Figure 64: Spectre Raman de I'anti IgG immobilisé

Par comparaison des spectres Raman avec les édigpaExientes d'immobilisation de la
protéine A et de I'lgG, on observe des pics supplétaires et bien résolus confirmant
l'immobilisation de I'anti IgG. On note par exempke pic & 1661 ci correspondant a la

bande amide | qui est intense et tres résolu. €étpit tres faible dans les autres étapes et son
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accroissement d’intensité ne peut provenir queetke iomolécule antilgG d’un point de vue

global. Ces résultats sont corroborés par la codesuivi gravimétrique (figure 65).
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Figure 65: Suivi gravimétrique de I'immobilisation de I'anti IgG

Le suivi gravimétrique de I'immobilisation de I'angG montre une variation de fréquence de
275 Hz (figure 65) correspondante a la variatiemthsse calculée de 293 ng. On note aussi
une prise de masse rapide autour de 300s. Cetervabisn peut étre liée aux interactions
spécifiques entre I'lgG et I'anti-lgG. Cette réactiest donc trés rapide du fait des interactions

trés fortes entre les deux entités.

lI-2-4-Contréle d’immobilisation des biomolécules @r AFM

[I-2-4-1- Contrble d'immobilisation de la protéine A

La surface d’or utilisée pour cette expérienceuest plaque d’or de tres faible rugosité (0,9
nm) fabriquée au laboratoire de Physique de I'Emtdensé de I'Université du Maine. Les
surfaces précédemment employées pour le Ramametiabalance a cristal de quartz n’ont
pas été utilisée du fait de leur forte rugosité efffat, pour un faible dép6t de matiére sur une
surface fortement rugueuse, le dispositif AFM paitrne pas détecter la matiére. C'est la
raison pour laguelle de nouvelles surfaces d'os fikses ont été dédiées aux études AFM.
Une solution de protéine A de concentration 50 ragilpréparée a partir du tampon PBS. La
surface d’or fonctionnalisée est immergée dans caitution pendant 2h, lavée au tampon
phosphate, séchée a température ambiante et iséau microscope AFM. L'image

obtenue est représentée par la figure 66.
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Figure 66: Visualisation AFM de la protéine A immoblisée sur la surface d'or fonctionnalisée

L’expérience est réalisée sur une portion de I#fasarde dimension 5x5 nm. Il ressort de
limage obtenue une rugosité de 1,1nm. Cette dorest incompatible avec les résultats
obtenus pour la fonctionnalisation de la surfacetteCétape donnait une rugosité de 1,3nm.
Théoriguement, nous attendions une rugosité plg®itante que celle de la premiére étape
parce qu’une nouvelle quantité de matiere est éow la surface. Le résultat obtenu
insatisfaisant pourrait s’expliquer par plusieusssons : soit par une tres faible quantité de
protéine présente a la surface et tres faibleméteacthble par I'instrumentation, soit une
répartition non uniforme des entités greffées susuirface. Ce résultat non satisfaisant
permettrait en revanche de conclure quant a feaasorption de la protéine sur la surface
d’or utilisée. Car une adsorption forte de la praéserait détectée sur toute région de la

surface.

[I-2-4-2- Contrdle d'immobilisation de I'lgG

Etant donné qu’une protéine réagit spécifiquemert des immunoglobulines, la présence
d’'une protéine A sur la surface sera détectée’jugs.| Une solution d’'lgG antEscherichia
coli de concentration 0,35g/l a été préparée. L'édimmtfonctionnalisé comportant la
protéine A est immergé dans cette nouvelle solugendant 2h puis lavée au tampon et
séchée a température ambiante. La visualisation AlleMette nouvelle surface donne les

résultats suivants :
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15.6 nm

03 nm

Figure 67: Visualisation AFM de I'lgG immobilisée air la surface fonctionnalisée
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Figure 68: Profil de hauteur de I'lgG immobilisé

Sur la figure 67, on observe une membrane qui kgeopartiellement la surface de
I'échantillon. Le profil de hauteur de cette menmaraest représenté a la figure 68. Nous
notons qu’elle posseéde une épaisseur de 3,5nme @gtirmation est conforme a une
présence d’lgG. La présence de I'lgG a cette étapes permet alors de répondre a une
guestion poseée lors de I'étape précédente. Estredagprotéine A a effectivement été greffée
sur des fonctionnalisations ? En supposant queslabimane obtenue est issue des interactions
spécifiques, on peut affirmer que la protéine Atédtamobilisée, méme si faiblement. La
présence d’une membrane bien visible aprés I'imiisalbion de I'lgG pourrait aussi bien
s’expliquer par le fait les IgG sont des macromaliés de poids moléculaires importantes 150

kDa contre 42 kDa pour la protéine A.
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[I-2-4-3- Contrdle d'immobilisation de I'lgG Fluore scent

L'lgG fluorescent utilisé dans cette expérience resirqué a l'isothiocyanate fluorescéine
(FITC). FITC est une petite molécule organique qai conjugue aux protéines par
I'intermédiaire des amines primaires. Dans leeddrnotre expérience le FITC se couple de
facon covalente a des amines primaires (lysined)irdenunoglobuline (IgG) déja présente
sur la surface. L'utilisation de cet IgG fluorest@our déceler la présence d’'un anticorps
préalablement immobilisé sur la surface offre li@ege d’'un test complémentaire a savoir la
microscopie a fluorescence.

La préparation de I'’échantillon a été réaliséeipanersion d’une surface d’or fonctionnalisée
avec la protéine A et I'lgG préalablement immolg@itisdans une solution d’IgG fluorescent de
concentration 1g/l. Au bout de 2h, I'échantilloété lavé au tampon, puis a I'eau ultrapure et
séchée a température ambiante avant d’étre  @nalgs AFM. La microscopie a force

atomique réalisée a cette étape de I'expériencepté les résultats des figures 70 et 71.

N=C=S

Figure 69: Structure de la molécule FITC
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22 3 nm

0,0 nm

Figure 70: Visualisation AFM de I'lgG fluorescent
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Figure 71: Profil de hauteur de I'lgG fluorescent mmobilisé
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Sur la figure 70 de microscopie AFM, on note dewveaw la présence d’'une membrane
d’épaisseur plus importante que celle de I'étapécdmtente laissant croire qu'il y a un
nouveau dépdt de matiére sur la surface. Le pdefihauteur de cette membrane représenté
par la figure 71 permet d'estimer une épaisseubi® qui pourrait s’expliquer par la
présence de I'lgG fluorescent immobilisé. La dimensle la membrane de 5nm nous laisse
croire qu'en plus de la membrane de 3,5 nm atthleuau premier anticorps immobilisé
('lgG), nous avons une seconde membrane de dimen$i5Snm. L'ensemble de ces
informations nous permet a travers 'AFM de corelque les différentes biomolécules ont

été immobilisées.
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[I-2-4-4- Controle d'immobilisation de I'lgG fluore scent par
microscopie a fluorescence

Les échantillons initialement non fluorescentsmitiobilisation de I'lgG fluorescent
spécifigue au premier IgG montre les résultats de figure 72 confirmant bien

I'immobilisation.

Figure 72: Image de microscopie a fluorescence diglG fluorescent

Conclusion

Nous avons élaboré un nouveau protocole de fonwimation des surfaces d’or trés rapide,
trées réactif et spécifique. La validation de I'embde du processus a été veérifiée par
'immobilisation successive sur la surface d'orldeprotéine A, I'lgG et I'anti IgG. Nous
avons aussi démontré qu’il est possible a partitadgpectroscopie Raman conventionnelle
(c'est-a-dire dispersive et sans amplification #jmpe) de détecter les signaux des
biomolécules immobilisées sur le support et de alisar une monocouche bien que les
signaux caractéristiques soient tres faibles. lesmhrtigues supplémentaires de contrble,
comme la microbalance a cristal de quartz, la rsuwpie AFM et la microscopie a
fluorescence ont permis de confirmer la fonctioisadion de la surface d’or et de vérifier son
potentiel d’application a la fixation de biomoléesl Cette fonctionnalisation peut étre
étendue a tout type de biomolécules et présent@eipectives tres intéressantes dans la
réalisation de biocapteurs pour le contrble de itfjalen industries agroalimentaires

notamment.
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|-3- Etude des interactions entre biomolécules

Dans cette partie, nous nous sommes intéressésaapact plus fondamental a savoir, les
interactions mises en jeu dans les procédés biplegi Les interactions de type protéine -
protéine et les interactions protéine- surfacegnbwn réle clé dans beaucoup de processus
biologiques comme la transduction de signal, letrédm d'expression de gene, I'inhibition
d'enzyme, la reconnaissance antigene-anticorps|.[2Es différents phénomenes trouvent
leurs applications dans les bio-implants, les bugihg, les immuno-essais et les biocapteurs
[241]. Il demeure cependant encore difficile deifigs pleinement les raisons qui expliquent
I'établissement d’'une interaction entre une séqeguarticuliere de la biomolécule et sa
surface cible. Les caractéristiques moléculaires a®ines latérales des acides aminés de
chaque séquence spécifique, leur position rel&tiva formation spontanée de conformations
préférentielles du polypeptide interviennent dams processus de reconnaissance. La
compréhension des mécanismes a l'origine des dtitama initiales et des assemblages
protéiques offre la possibilité de contrbler etigiter le processus de formation ainsi que la
nature et les propriétés fonctionnelles des strastaupramoléculaires résultantes. Ce travail,
en avant de I'objectif initial de type biocapteuransisté a :

- expliquer les interactions d’'une part entrepliatéine A et I'anticorps et d’autre part entre
la protéine A et les surfaces fonctionnaliséesspactroscopie Raman.

- établir I'efficacité de I'ordre de réactivité eatles différentes entités : c'est-a-dire vériier

les interactions entre deux protéines successivearamrées sur un substrat sont les mémes
gue les interactions entre ces deux protéines ascitultanément.

- vérifier par diffusion Raman I'adsorption de lafgine sur une surface d’or.
lI-3-1- Origine des interactions entre protéines

Les protéines sont des hétéropolymeres, linéaagant une séquence bien définie. Les
monomeres étant des acides aminés, une protéimeel@ura toujours le méme nombre de
monomeéres enchainés dans un ordre particulier [242] relations complexes qui relient la
séquence a la fonction découlent de la propriét lguchaine linéaire de se replier dans une
conformation tridimensionnelle donnée. C’est cettacture tridimensionnelle qui détermine
la fonction de la protéine. La position relativesddifférents atomes qui composent une

protéine est décrite sur la figure 73.
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Figure 73: a) Structure tridimensionnelle d'une prdéine[242] ; b) Représentation schématique de la
structure tridimensionnelle

Cette structure qui détermine la composition emlexiaminés et la conformation en trois
dimensions de la protéine est tres complexe $i hige la représentation classique de la
molécule comme le montre la figure 73(a) est imaile. Les changements de structure et
d’orientation des protéines résultent des intepastiqui dépendent-elles mémes des facteurs
tels que les réactions spécifiques ou non spéeifiglihydratation ou la déshydratation,
'encombrement stérique, la désorption et les dmrml expérimentales [243, 244]. Une
représentation schématique d’une molécule de pmigeut étre comprise, en visualisant les
boucles et les structures secondaires comme leesiél'hélice alpha est caractérisée par
I'enroulement des liaisons peptidiques autour dxan Cet enroulement se fait vers la droite
(hélice droite). Dans le feuillet plissé béta, 2eshaines sont disposées parallelement 'une a
l'autre et orientées en sens inverse. Cette digposst dite antiparallele (voire figure 75).

Figure 74: Structure secondaire d'une protéine [24R2
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Feuillet béta

Structure tertiaire ) =R »
(forme finale) _ E ’ 1
' Protéine

Figure 75: lllustration des structurese et p des protéines [245]

[1-3-2- Nature des interactions

Les interactions rencontrées dans les assemblagesques peuvent étre différentes de par
leur nature, leur énergie (force) et leur spédéiselon la nature de 'assemblage protéique et
les conditions physico-chimiques du milieu. De plptusieurs types d’interaction sont
susceptibles d’étre impliqués entre les protéinés fais dans la formation de I'assemblage
protéigue et dans sa stabilité. |l apparait doncesgnire de rappeler brievement les
principales caractéristiques des interactions nutdée@s rencontrées lors des assemblages

protéiques.

[1-3-2-1- Les liaisons covalentes

Les liaisons covalentes sont spécifiques et résutte la mise en commun d’électrons entre
deux atomes. Elles peuvent aussi bien se formeseau d'une méme protéine qu’entre

plusieurs protéines. Ces liaisons sont trés ériguggst (200 & 800 kJ.mbl Elles peuvent
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s’établir entre les groupements carboxyliques gtgi®upements amines des acides aminés
des protéines pour former des liaisons de typeigigpe. La formation de ce type de liaison
nécessite fréquemment un catalyseur qui peut ékngsique (température, pression),
biologique (certaines enzymes comme la transgluiase) ou encore chimique
(glutaraldéhyde). Des liaisons covalentes peuvgaleénent s’établir par I'intermédiaire des
groupements thiols des résidus cystéine pour forodes ponts disulfures intra et/ou
intermoléculaires. La formation de ces liaisonséegtlement favorisée par des températures
élevées. Les liaisons covalentes jouent un rolagndial dans la conformation des protéines
et leur stabilité. A titre d’exemple, les pontsutigres intramoléculaires conferent une grande

stabilité aux protéines.

[I-3-2-2- Les interactions électrostatiques

Les interactions électrostatiques s’établissentreemtes protéines portant des charges
électriqgues opposées. L’énergie de ces interactsh$ortement dépendante (i) des charges
portées par les protéines; (gt @), (ii) de la distance entre les protéines (r)igt de la
constante diélectriques)(du milieu dans lequel ces protéines interagisseatforce des
interactions électrostatiques est décrite classigue par la loi de Coulomb et s’exprime
selon I'équation suivante :

- G%

ATE £ 17

go correspond a la constante diélectrique du vide @irrespond a la constante diélectrique du
milieu. Les interactions électrostatiques entretgnes sont influencées par les charges des
protéines et les conditions physico-chimiques duiemidans lesquelles les complexes
protéiques sont formés (pH, force ionique, nat@w® idns et température). L'énergie associée
a ce type d'interaction est de 'ordre de 25 a Sonol™.

[I-3-2-3- Les liaisons hydrogenes

Les liaisons hydrogenes sont de type dipOle-dipékes s’établissent entre un atome
d’hydrogene (accepteur d’électrons) lié a un at@teetronégatif (N, O) et un autre atome
électronégatif (donneur d’électrons). L’'établissamées liaisons hydrogénes est favorisé a
basse température. L’énergie de ces liaisons @sindé@nte de I'électronégativité des atomes

et de leur orientation dans la liaison : I'énergiglus élevée est obtenue lors de I'alignement
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des deux atomes électronégatifs et de I'atome ddg&he impligués dans la liaison.

L’énergie d’'une liaison hydrogéne s’échelonne emhfret 30 kJ.mdl.

[1-3-2-4- Les liaisons de Van der Waals

Les liaisons de Van der Waals sont des liaisomsspécifiques de type dipdle permanent -
dipbéle permanent, dipble permanent - dipdle inauitdipble induit — dipble induit. Ces

liaisons s’établissent a courte distance entredimmaines d’'une méme protéine ou entre
plusieurs protéines. Elles résultent de la distiiluasymétriqgue des charges électroniques
d’'un atome qui induit un moment dipolaire sur ceame@tome. Ce moment dipolaire altere la
distribution électronique des atomes voisins ceefiraine la mise en place de liaisons de

Van der Waals entre ces atomes.

Répulsion

s Distanceentre atomes

Energie d’interaction

Attraction

Figure 76: lllustration des interactions type Van cr Waals

Les liaisons de Van der Waals sont attractives éanulsives selon la distance entre les
partenaires de linteraction. En fonction des disés entre entités, elles sont d’abord
attractives, ce qui provoque le rapprochementatesies et deviennent répulsives lors du
rapprochement trop important de ceux-ci du a lalsdpn des nuages électroniques et a
limpénétrabilité des atomes (Figure 76). L'énergies liaisons de Van der Waals est
proportionnelle & 1fr(r étant la distance entre deux atomes). Elledestordre de 1 & 20

kJ.mol* et est globalement inférieure & celle des intaastélectrostatiques et des liaisons

hydrogenes.

[I-3-2-5- Les associations hydrophobes

Les protéines peuvent également interagir et sialskee pour former des complexes via des

associations hydrophobes. Elles s’établissent @lgsemolécules apolaires ou présentant des
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domaines apolaires dans des solvants aqueux. Gesia®ns hydrophobes sont de nature
entropique et sont fortement dépendantes de laéenpe. Elles sont favorisées pour des
températures élevées. L'énergie de ces associatipti®phobes est de l'ordre de 2 a 10

kJ.mol'. Les protéines globulaires contiennent des acideisés apolaires. Des associations
hydrophobes s’établissent entre ces acides aminés ;qui contribue au repliement des

protéines globulaires et a leur stabilité. L'orgation et le repliement des protéines sont tels
gue la majeure partie de ces acides aminés saivetrbenfouis au cceur des protéines, la ou
'accessibilité au solvant est restreinte (excgpbdér les protéines membranaires dont les
acides aminés apolaires sont exposés a la surfase pdotéines). Par conséquent,

I'établissement d’associations hydrophobes entretépres nécessite fréquemment une
modification conformationnelle et structurale des agernieres afin d’exposer les acides

aminés apolaires a leur surface.

Liaison
ionique Liaisaon

hydrogéne

Effet
~ hydrophobe

FPont
disulfure

Figure 77: lllustration des interactions protéiques[245]

[1-3-3- Outils de détections des interactions

Plusieurs outils d’analyse permettent de cara&éliss interactions et les comportements
physico-chimiques des protéines [246-249]. Parmiails, les techniques spectroscopiques
vibrationnelles telle que la spectroscopie Ramamnt sutilisées pour déterminer les
conformations secondaires et la structure desadtiens [238, 250]. La conformation ou la
configuration des éléments présents dans la petéls que les groupements amide lll, la
chaine latérale, les résidus d’acides aminés atdeanisme d’interactions impliquent des
changements de polarisabilité dans la molécule. diffasion Raman est particulierement

adaptée a la détection et I'analyse des changerdenp®larisabilité des biomolécules [236,
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238, 250]. Cette technique optique non destructios, invasive permet une mesure rapide,
sensible et reproductible de tous les échantilldmsiogiques. La bande amide |llI
généralement bien résolue dans le spectre Ramapratéies a été utilisée pour déterminer
précisément leur conformation secondaire [236]. tleangements spectraux associés aux
acides aminés aromatiques comme la tyrosine, éaypalanine et des résidus tryptophane
ont été utilisés pour suivre les interactions inupdint des modifications structurelles [251].
Dans le cas d’une interaction entre un substraet protéine, la modification du site actif
rend la protéine inactive. La figure 78 présentsitie actif d'une protéine.
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Figure 78: Représentation du site actif d'une protiée

Une représentation du site actif permet de mettrévidence les interactions clefs entre la
protéine et le substrat. Cette figure met en éwvdela sensibilité de la reconnaissance
structurale entre le substrat et la protéine :imapke modification d'un oxygene en NH

(mutation Glu/GIn) conduit a une protéine quasimeattive.

[1-3-4- Identification des interactions

[1-3-4-1- Fonctionnalisation du substrat

Le substrat choisi pour étudier les interactiortsuee plaque d’or de rugosité 15 nm. Cette
surface est fonctionnalisée avec du glutaraldéhyBeur se faire, la plaque d’or est lavée
successivement a I'eau et a I'éthanol pendant 20emniest ensuite immergée dans 250 mM
de solution de thio-urée dans I'eau stérile pen@dit Cette surface est alors activée avec

une solution de glutaraldéhyde (5% en volume) dhnsampon phosphate pendant 20 mn,
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rincée avec du tampon pour éliminer le reste deemeanon réagie, séchée a température

ambiante et utilisée pour 'immaobilisation des gioes.

[1-3-4-2- Immobilisation des protéines A et IgG

Pour étudier les interactions entre les deux pmeteiet le substrat d’or fonctionnalisé au
glutaraldéhyde, deux expériences d'immobilisatides protéines ont été réalisées :

e Limmobilisation successive des deux protéines suaface d’or fonctionnalisée est
immergée dans la solution de 0,1 mg/ml de protéependant 2h, lavée
successivement au tampon et a l'eau et séchéampétature ambiante. Les
interactions issues de la protéine A et du substraété ensuite décelées par diffusion
Raman. Cette méme surface a été utilisée poureslasrinteractions entre la protéine
A et I'lgG. De ce fait, I'échantillon de surfaceod’fonctionnalisée portant la protéine
A a été immergé dans une solution de 0,1 mg/miGipgndant 2h, lavé au tampon et
séchée a température ambiante et enfin analys#ffmion Raman.

* L'immobilisation simultanée des deux protéinesci@n préparant préalablement une
solution de la protéine A et d'lgG de méme coneitn et enfin de mélanger les
deux solutions pour laisser interagir les deuxtéatpendant 1h avant de procéder a
leur immobilisation sur le substrat. Les deux 8ohs de protéine ont été préparées a

la concentration de 0,1 mg/ml chacune.

[1-3-4-3- Identification des interactions

Toutes les études d’interactions sont menées bsanti la diffusion Raman. Les spectres de
référence de la protéine A et de I'lgG ont étéiséal sur les poudres lyophilisées de chaque
entité. Le mélange de solution de Protéine A eg@'l a aussi été analysé par la méme
technique afin de distinguer les interactions guaiviennent de la réaction entre les deux
protéines et celles issues de la réaction avearace fonctionnalisée. L’adsorption des
protéines sur la surface d'or a aussi été contrllés spectres ci-dessous (figure 79)
présentent les résultats obtenus des différerfesiences.
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Figure 79: Spectre de référence de la protéine A ek I'lgG (poudre)

La protéine A et I'lgG sont des protéines globwaide poids moléculaires 42 kDa et 150
kDa respectivement. La conformation secondaire aleprotéine A montre qu'elle est
constituée d’environ 54% d’héliaeet d’environ 10 & 20% d’hélidg Les molécules d’lgG
sont constituées majoritairement d’hélige (environ 47%) et 7% dhélicen. Une

représentation schématique des deux hélices essmyée sur la figure 80.

Figure 80: Représentation des hélices et f§
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Sur le spectre Raman ces hélioest f sont marquées par les bandes de vibration enéte 12
cm™ et 1350 crit correspondante & la fonction amide Ill. Pour it l'intensité de la
bande & 1336 crest plus importante que celle de la bande & 18%3at c’est I'inverse pour
I'hélice B. Une autre caractéristique de I'hélig¢est déterminée par la bande amide | a 1673
cm® dans le spectre de I'lgG. Rappelons que les se&aman de référence de la protéine

A et de I'lgG sont décrits dans la partie précéeent

2000
1338

1900

1800

1248

[ee)
~
©

1700 4

1600 1

intensité (coups)

1500 4

1400 4

1300 T T T T T
1000 1500 2000 2500 3000

déplacement Raman (cm™)

Figure 81: Spectre Raman du mélange de la solutiate PA + IgG

Le spectre de la figure 81 représente les donnéewaR obtenues a partir du mélange de la
solution de protéine A et I'lgG de méme concentratiOn note des caractéristiques
spectrales spécifiques résultant de l'interactintreeles deux protéines. La bande amide |
apparait a 1672 chet est liée a la prédominance de I'hélfcele I'lgG. L'amide Il est
présent en hélice, la bande & 932 cincorrespondante a I'hélicedes groupements Ghde

la protéine A est plus intense que celle obserads tb spectre de référence de la protéine A.
Ces observations nous permettent de conclure guelEnge de solution de protéine A et de
la solution d’'IgG présente principalement les canastiques de la protéine A. Les autres
bandes de vibrations dans le spectre du mélang®@murrence celles & 2934 &m1612
cm® 1549 cnt, 1125 cnit, 858 cni, 832 cnt, 645 cni', 448 cm'sont les mémes que celle
du spectre de référence de la protéine A et d&I'I@n note a I'issue de l'interaction entre la
protéine A et I'lgG la disparition de la bande deration & 1032 cf attribuable & la chaine

carbonée de conformation cis de la protéine A etl'igs. On pourrait penser que

128



RESULTATS ET DISCUSSION : Interaction entre biomolécules

l'interaction entre ces deux entités implique cett@ine carbonée (se fait a partir de cette

chaine).
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Figure 82: Spectre Raman des biomolécules immobiéiss successivement;
a) Immobilisation de la protéine A ; b) Immobilisaion de I'lgG

La protéine A est immobilisée sur la surface d'ondtionnalisée via glutaraldéhyde. Les
analyses Raman ont permis d’obtenir les résul@ata figure 82 a. Sur ce spectre, on note les
bandes caractéristiques de la protéine A avec calage en fréquence pour certaines bandes
notamment celles & 1311 ¢m1263 cnT. Ce « shift » comme nous l'avons déja explicité
dans la partie précédente est lié a I'environnenodimnique du groupement fonctionnel
impliqué. L’environnement chimique peut étre cangtinon seulement des atomes voisins de
cette fonction amide de la protéine étudiée, massiade la présence des atomes provenant de
la surface fonctionnalisée. Sur la figure 82b, atenégalement des bandes de vibrations
caractéristiques de I'lgG et aussi un « shift »oaEsa ces bandes de vibrations. On note la
présence des pics bien résolus et plus intenseactéastiques de la tyrosine et du
tryptophane a l'issue des interactions. En commiysious pouvons affirmer que la structure
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de la chaine latérale et amide des protéines imimébs sur la surface est modifiee par
comparaison a leur structure initiale et que lesdiés d’acide d’acides aminés tels que la

tyrosine et le tryptophane sont bien mis en évidenc
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Figure 83: Spectre Raman de la protéine A et de iG immobilisés simultanément

L'immobilisation successive de la protéine A et dgG nous a permis a travers la
spectroscopie vibrationnelle Raman d’identifier qumea entité. La question que nous nous
posons est de savoir ce qui se passerait si les biemolécules étaient préalablement
meélangées avant immobilisation. Autrement dit;aesjue I'immobilisation simultanée des
biomolécules produit le méme résultat ou aurainéme efficacité que leur immobilisation
successive sur une surface ?

Le spectre de la figure 83 répond partiellemengtéeaquestion. Par comparaison a la figure
82 qui représente les spectres Raman issus de dlmtisation successive des deux protéines,
on note des bandes de vibrations communes autaut@f6 crit et 1633 critcorrespondant

a I'amide 1, 1444 cr et 1466 critlié au C-H de déformation, 1263 €met 1278 crit liés &

la fonction amide I, 1137 cthet 1129 cnit liés & la vibration de valence des liaisons C-C,
829 cm' et 800 crit, 681 cm' et 637 crit correspondant & la tyrosine. On note également
dans le cas de l'immobilisation successive des ldgea de fréquences par rapport aux
valeurs de référence. Cette expérience d'immohitisasimultanée a permis fixer les deux

protéines et on remarque dans le spectre résaltanfois les caractéristiques de la protéine A
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et de I'lgG. Les bandes de vibrations de la tyresiont plus marquées et peuvent résulter des
interactions fortes entre la protéine A et L'lgGesCbandes sont d’autant plus intenses que
dans le spectre de référence de I'lgG. Leur exaltadans I'étape d'immobilisation
simultanée laisse penser que, dans le cas de I'mhgaiion successive des deux
biomolécules, la réaction préalable de la protdirsec la surface fonctionnalisée influence
ces bandes tyrosine. Les résidus tyrosine sontusoommme résultant de l'interaction entre la
protéine A et I'lgG [252]. On note de plus dansspeectre d'immobilisation simultanée une
modification dans la structure d’héliaede la protéine A. Ces détails permettent de coacl
gue les interactions entre la protéine A et I'lg&font a travers la tyrosine présente dans la
structurea hélice de la protéine. Ce qui pourrait étre I'ufes raisons pour lesquelles la
protéine A est utilisée comme récepteur d’'lgG daartains biocapteurs.

On remarque finalement que la procédure d'immaiiili simultanée est assez efficace et
peut aussi étre utilisée pour immobiliser d’autt@emolécules. De plus, ce protocole

expérimental est plus rapide que le précédentrtagain de temps de 1h a été réalisé.

[1-3-4-4- Interactions Protéines- Surface

Les interactions protéine et surface ont été etsdet travers les tests d’adsorption de la
protéine A et de I'lgG sur la surface d’or pur. Gom les étapes d'immobilisation des
différentes biomolécules dans notre travail ont étalisées par incubation durant 2h, le
contr6le d’adsorption a été vérifié par une incidmat 2h et au-dela de 2h. Pour cela, la
surface d’or pur est immergée dans une solutiorproé&ine A de concentration 50 mg/l
pendant 2h, lavée au tampon, séchée a températiniarde et analysée par spectroscopie
Raman. La méme expérience a été réalisée pour tige concentration de 1g/l. Les autres
échantillons de surface d’or pur ont été immentg@ss la solution de protéine A, et d'lgG de
méme concentration que la précédente pendant liiesAavage au tampon et séchage, ils
ont été analysés aussi par diffusion Raman. Ladteds de ces expériences sont représentés

sur les figures 84 et 85.
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Figure 84: Contr6le d'adsorption, 2h d'incubation

Sur la figure 84 du contréle d’adsorption ci-dessusn’observe pas de bandes de vibration
caractéristiques de la protéine A et de I'lgG. Qe pgermet de conclure gu’il ny a
vraisemblablement pas d’adsorption de protéinkacat de 2h sur les surfaces d’or et que les
interactions observées dans les étapes d'immadimiisaia une fonctionnalisation de surface

sont réellement spécifiques.
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Figure 85: Test d'adsorption des protéines: 16 h gicubation

Aprés 16 h d’incubation, on observe des signaufaddes intensités sur les spectres de la
protéine A et de I'lgG comme le montre la figure 8bir le spectre de la protéine A, on note
des bandes & 1560 ¢m1418 crt, 1368 cnitt et 1270 crifattribuables respectivement au

tryptophane pour les deux premieres bandes etdamhi pour les deux dernieres. Le spectre
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de I'lgG montre les bandes de vibrations a 1584",ch878 cnt et 1264 crit attribuables
également au tryptophane pour la premiére et aidarhpour les deux derniéres. Bien que
I'on observe I'adsorption des protéines au bouhd’trés longue période d’incubation (16h),
ce phénoméne est tres faible et ne perturberagsasteractions covalentes et spécifiques
entre les protéines et surfaces fonctionnalisées.

Les interactions entre biomolécules peuvent dégeralr certains facteurs comme la
conformation de la biomolécule et des parametrgsipb-chimiques du milieu réactionnel.

Pour optimiser le protocole expérimental, nous devatégrer tous ces criteres.
lI-3-5- Parametres physicochimiques

Parmi les différents paramétres physico-chimigleegH, la force ionique et la température
sont ceux les plus fréequemment étudiés et modatésde la formation et de I'orientation des
assemblages protéiques. Le pH est un facteur agissa le degré d’ionisation des
groupements portés par les chaines latérales ddessaminés constituant les protéines. Par
conséquent, le pH influe directement sur la chatge protéines ce qui peut moduler et
orienter la morphologie des assemblages protéiques.

La force ionique est un parametre physico-chimigmer lequel la formation des assemblages
protéigues peut étre modulée en écrantant les ehatg surface des protéines. Dans une
solution aqueuse, la distribution des ions a ldaserdes protéines est régit par le potentiel
électrostatique de surface des protéines : lesree@omns s'accumulent a linterface des
protéines pour compenser les charges de surfasersement les co-ions sont refoulés de la
surface des protéines, leur distance a l'interfdépendant de l'intensité du potentiel de
surface des protéines. Les interactions entreééjpred peuvent aussi étre influencées par la
température du milieu. Ce facteur module tout didba balance des interactions établies
entre les protéines impliquées dans l'assemblag&ilfle température, la mise en oeuvre
d’interactions de nature électrostatique entre pestéines est favorisée, alors que
laugmentation de la température permet la fornrmatibassemblages protéiques via des
interactions de nature hydrophobe. De plus, aa-did la modulation des interactions
impliquées dans l'assemblage, la température infigalement sur la conformation des
protéines : selon leur stabilité thermodynamiguaygmentation de la température peut
induire des modifications conformationnelles destdéines qui peuvent étre a 'origine de la
formation d’assemblages protéiques.
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En conclusion, pour optimiser notre protocole expéntal d'immobilisation de protéines,
nous devons intégrer ces parametres physicochisigaer limiter les phénoménes de
dénaturation.
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lI-4- Synthese d’une nouvelle surface specifique pa
photopolymérisation

Cette partie présente un autre type de fonctioseiadin de surface se faisant par
photopolymérisation. Le monomere est synthétisé yuie chimique et devra subir une
polymérisation sous rayonnement UV. Le but de cettevelle partie est de proposer une
autre technique de fonctionnalisation de surfaos fdcile a mettre en ceuvre qui permettra a
terme aux industriels de réaliser un controle emtioa de la qualité de leurs produits. Cette
derniere fonctionnalisation présente I'avantagecnmajle se réaliser sur tout type de surface.
Deux caractéristiques sont principalement respdesatbe I'essor industriel des systemes
photopolymérisables [253] :

- la rapidité du processus qui transforme, en uraifna de seconde, la molécule en un

matériau polymere ;
« production a des vitesses pouvant atteindre 400im/fglles sont appliquées sur des
supports variés, tels que des métaux, des mapéastques, du papier et du carton.

Les propriétés de surface d’'un matériau peuverd Bettement améliorées a l'aide de
revétements protecteurs trés résistants, tels obtenus par photoréticulation. Divers types
de matériaux sont actuellement protégés a l'aidevetais UV, notamment le bois, les
plastiques, les fibres optiques, le papier, le,dag textiles, les métaux, etc. Les films de 20 a
100 um d’épaisseur augmentent la durabilité den@dgriaux en ralentissant les phénomenes
de dégradation, oxydation, corrosion, vieillissemen usure lors de leurs utilisations.
L’introduction de photostabilisants dans la forntidia de la résine confere au revétement un
réle de filtre anti-UV et permet ainsi de décuplerrésistance au photovieillissement de
matériaux polymeres.
Bien que la photopolymérisation soit principalemetitisée pour insolubiliser des films
photosensibles de faible épaisseur, typiguememé dnet 100 pum, cette technologie permet
de réticuler des échantillons beaucoup plus épaisr cela, il convient d’opérer a de faibles
concentrations en photoamorceurs, en choisissaobmposé qui subit une photolyse rapide,
sans créer de photoproduits absorbants dans Ibeld¥. Le rayonnement lumineux peut
ainsi pénétrer progressivement a l'intérieur deHantillon et amorcer la polymérisation des
couches profondes. Divers types de résines acsy&tépoxydes ont été réticulées par cette
photopolymérisation frontale sur des épaisseursvamtuatteindre plusieurs centimétres.
L'utilisation du rayonnement solaire permet deis&alce changement de phase liquide-solide

135



RESULTATS ET DISCUSSION : Synthése du monomere photopolymérisable

en quelques minutes a température ambiante eaitier tles panneaux de grande dimension a
un codt énergétique nul. D’autres applications mémelles ne représentent pas a I'heure
actuelle une part de marché importante, n’en ptésepas moins un grand intérét en raison
de leurs performances et des nouvelles perspediivedies ouvrent pour le proche avenir
[253] telles que :

» la création d’objets tridimensionnels et de prgbety par polymérisation de couches

successives a l'aide d’un faisceau laser ;

* le photodurcissement de ciments dentaires ;

» lafabrication de membranes composites et de glastirenforces ;

» l'enregistrement d’hologrammes a l'aide de photgp@res autodéveloppants ;

» la fabrication de composants optiques et de gudttexle par faisceau laser.
Nous ajoutons dans cette catégorie la syntheseudacss spécifiques pour I'ancrage de

biomolécules qui constitue la troisieme voie enyéadans le cadre de cette these.
lI-4-1- Généralités sur la photopolymérisation

Le traitement par irradiation sous UV est devene tathnologie trés répandue qui a trouvé
plusieurs applications industrielles grace a sesbmeux avantages [254-258]. Pour étre
polymérisable sous UV, une formulation est esskemtnent constituée des deux composés
chimiques de base suivants :
* une résine macromoléculaire portant une ou plusidonctions réactives qui, en
polymérisant, donne naissance a un réseau polyndireensionnel ;
* un photoamorceur qui, sous l'action du rayonnerhBAtgénére des centres actifs vis-

a-vis du groupement fonctionnel de la résine.

En plus de ces deux constituants principaux, destifsd(stabilisants, agents mouillants,
charges, pigments ...) peuvent étre ajoutés posali@amr notamment les propriétés finales du
matériau [253].

lI- 4-1-1- Principe de base de la photopolymérisain

La photopolymérisation est un processus de polwaton sous rayonnement UV. La

formulation fluide au départ, se transforme en alide aprés irradiation. Si le monomére
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possede une fonctionnalité supérieure a 2, onrbtie réseau tridimensionnel réticulé. Il
nécessite la plupart du temps lI'emploi de petitedcoules appelées photoamorceurs. En
I'absence d'irradiation, ces molécules (photoamnws}ese trouvent a I'état fondamental. Lors
de l'absorption d'un photon possédant une éneudisante, les molécules passent a un état
excité se traduisant par un transfert d’électrorl@¥MO (Highest Occupied Molecular
Orbital) a LUMO (Lowest Unoccupied Molecular Orthjta_a nature des espéces chimiques
formées aprés excitation permet de caractéris¢yple de photopolymérisation. Lorsqu’un
radical libre est formé, on parle de photopolynatis radicalaire et cationique lorsque
'espece chimique formée est un cation. Le schéagrg@igl de la photopolymérisation est

représenté ci- dessous [259] :

Radiation
Espéces réactives,
(radicaux, ions)

Photoamorceur Polymere

reticule
Monomére
multifonction nel

Schéma 3: Etapes de la photopolymérisation

Les excitations conduisent, soit par coupure hotitplg, soit par arrachement d’hydrogene
d'un composé donneur de protons, a la formatiomadeaux ou d’ions. En présence de
monomeres, ces especes actives sont susceptidherder la polymérisation. La figure 86
illustre le comportement du photoamorceur sousliateon [253].

Energie

A

Donneur d’hydrogéne

Singulet*
. Radicaux -
Triplet* . Monomeére
Ccupurer ou 1015
Absorption de Conversion
lumiere inteme Extinction
(04, monomere)
Photoamorceur — Etat fondamental Désactivation Polymére

Figure 86: Diverses voies de désactivation d'une Hézule de photoamorceur excitée
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Pour étre efficace, un photoamorceur doit satisfair certain nombre de criteres :

il doit présenter une forte absorption dans le doeal’émission de la source

lumineuse utilisée, en général une lampe a vapeunatcure;

les états excités singulet et triplet doivent awgie courte durée de vie (quelques
nanosecondes) pour éviter leur désactivation (duegr par I'oxygéne moléculaire
ou le monomeére;

les ions ou radicaux issus des états excités doitem produits avec un rendement
guantique aussi élevé que possible et étre réactifsrs le groupement monomere ;

il doit présenter une solubilité suffisante damsiélange ;

sa stabilité au stockage doit étre élevée.

La vitesse d’amorcage est donnée par la relatiolessous [253] :

Va=®alofl —exp(-2,3A)

Va = vitesse d'amorcage

lo=intensité de la lumiére incidente

®a = rendement quantique

A= Iog(%) = absorbance de I'échantillon

I = Intensité de la lumiére transmise

l'absorbance dépend de la conecntraﬁmp)hotoamorceL[r F];
A= ¢ ([PA]

& = coefficient d'extinction molaire du photoamorceur

Il existe deux principaux types de photoamorceeigrsque leur photolyse libére des espéeces

radicalaires ou ioniques [253].

[I-4-1-2- Photopolymérisation radicalaire

Cette réaction consiste a l'association des diftsre radicaux formés aprés I'étape

d’amorcage. Comme la plupart des monomeres ne ig@tupas de radicaux amorceurs en

guantité suffisante lorsqu’ils sont exposés au magment UV, il est nécessaire d’ajouter un

composé photosensible qui absorbe efficacemenii&te incidente et produise des especes

radicalaires ou ioniques avec un rendement quaniievé’. Une fois amorcée, la réaction

30 rendement quantique : rapport du nombre de molécules transformées au nombre de photons absorbés.

138



RESULTATS ET DISCUSSION : Synthése du monomere photopolymérisable

en chaine se développe comme dans une polyménisaddissique. Ce type de polymérisation
concerne les monomeéres comportant des insaturatiogques tels que les acrylates, les
méthacrylates et les polyesters insaturés (enmpeéste styréne). Les acrylates sont parmi les
monomeres les plus réactifs. Ensuite, viennentmeaomeres possédant des groupements

méthacrylates, allyliques et enfin vinyliques [259]

L’ensemble du processus peut étre représenté stinéaraent comme suit [260]:

® Amorcgage:

A—>hv A.\ —_— R. + F.Q

R+M — RM* Va=2@,laps avec hps=2,3 her[A]
e Propagation:

° k N
RM,+M —L» RM?,,

Vpp = ko [RMA[M]
o Transfert:

o I(tr J
RM, + R————
m RMpH +R Vi = ky [RMIR]

® Terminaison:

- monomoléculaire:

° k * °
RMn —— 5 RMn Vi=k[RMn]=V, (EQS)

- bimoléculaire:

RMF] + R'MFTI—kt—> RMp:mR' Vi = ZIQ[RM".]]2 =V, (EQS)

Dans le cas de monomeres monofonctionnels, ennfaidlaypothése de I'état quasi-
stationnaire (EQS) et d’'une terminaison bimolécalai

_ .72 s ] Va . - . VA e
Vi=2k{ RMr" | = Va d'ou [ RMn }—E la vitesse de polymérisation s’écrit :

Kp

Vo= W(2,3c1>ag|oé)""”’[lvl][A]O"”’
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kp = constante de la vitesse de propage
ki = constante de la vitesse de termioai
®. = rendement quantique d'amorgage
¢ = coefficient d'extinction molaire

lo = Intensité du rayonnement incident
[A]: concentration en photoamorceur

[M]: concentration en monomére

Les divers photoamorceurs radicalaires principatemailisés aujourd’hui peuvent étre
classés en 2 grandes catégories en fonction datlaendu mécanisme impliqué dans la
photolyse.

- Ceux donnant des radicaux par coupure homolytidiie photoamorceurs de type Norrish |
[256, 261],

- ceux donnant des radicaux par arrachement d'ggdeod'un composé donneur de protons,

dits photoamorceurs de type Norrish 11 [262]

lI-4-1-2-1- Photoamorceurs de type |

Sous irradiation UV, ces photoamorceurs subisseataoupure homolytique conduisant a la
formation de 2 radicaux susceptibles d’amorcer plusnoins efficacement la polymérisation

des composés vinyliques et acryliques.

7 ¢ It GHs
CHs3 CH;
Les photoamorceurs appartenant a cette classe sont
O B O OR
| |
L—{I' C'—(’T‘
OR OR

éther de benzoine cétals benzvliques
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O (IJR O
C

' R

I I

i | —H C‘—(|‘—DH
OR R

dérivés del’acétophénone Byidionvillodlintnes

I-4-1-2-2- Photoamorceurs de type Il

Sous l'effet du rayonnement UV, ces photoamorcamrachent un proton a une molécule

ayant un hydrogene labile conduisant ainsi a len&bion de deux radicaux.
0

OO =-0-1L0 L@@

Dans cette catégorie, on trouve une tres large gagdencomposés portant des groupements
carbonyles. Parmi les composés les plus reprédendat cette forme d’amorcage, on peut

citer la benzophénone, le benzyle, la thioxanthbaethraquinone et les cétocoumarine.

oto oHX

=0

benzophénone benzyle
i
! ‘ I
= @ @ C“R:
|C|‘
g O R, O O
thioxanthone anthraquinone cétocoumarines

[I-4-1-3- Photopolymérisation cationique

La photopolymérisation cationique présente I'avgatde ne pas étre sensible a 'oxygéne de

I'air. De plus, lors de l'arrét de l'irradiatiora Ipolymérisation peut continuer en I'absence de
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réactions de terminaison. Par ailleurs, ce typepdiymérisation permet d’obtenir une
meilleure adhésion sur le support recouvert pagsme.
Le processus de photopolymérisation par voie cifienfait généralement intervenir deux
classes de photoamorceurs :

e ceux qui génerent des acides de Bronsted (lexplusmment employés),

e ceux qui génerent des acides de Lewis
Ce processus est utilisé pour polymériser en qudigr des monomeres de type éther

vinylique et des monomeres hétérocycliques (épaxyldetones, éthers cycliques...).

lI-4-1-3-1- Photoamorceurs cationiques

Les amorceurs générant des acides de Bronsted28386264] sont généralement des sels de
diaryliodonium ou triarylsulfonium. Sous irradiatioUV et en présence d'un composé
donneur d’hydrogene, la photolyse de ces sels géaiesi des acides forts. La littérature
[265] propose le mécanisme de décomposition suivant

- Réaction majoritaire

+ -

— >
AP X —— > Al A+ X
Ay RH —— ArH' + R

ArHIY —— > Arl + HY
- Réaction minoritaire

[Aral"XT* + RH——> [Ar-RH]* + Al + X

[Ar-RH]" — » Ar-R + H

Ainsi, plus le caractere nucléophile du contre-{efi) est faible et plus la réaction de
photolyse est rapide. On peut donc classer le€rdiits contre-ions selon leur réactivité
[265].

SpFs > (CgFs)4 B> AdFg > PRy > BFy > CIO,

La seconde classe de photoamorceur cationiquespamed aux sels d'aréne [265]. lIs libérent
un acide de Lewis de type sids-Fe' X
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).

Les monomeres les plus connus pour ce type de jgoilyation sont les époxydes et les éthers

vinyliques, ces derniers sont parmi les monomesplus réactifs. Le schéma 2 ci-dessous

recense les difféerents monomeres polymérisableggiarcationique [265, 266].

—[—CH—CHZ—Ol—

_l_ | n
n R —I—CHQ-CHQ—S'I—
n

A

-I—CH20—CHQD—CH20

>

N

~

o]
o]

" Photoamorceur OR

-[—CH_CHz—I— ——— g ) ——— -I_CH_CHQ_I_
I n cationique I n
R OR

(o oy - C’?_R
7 \ Fronont

c=o0
Q I

il R
-I(CHZ}S—O—C-I—
n -|—(CH2)4-0—]—n

Schéma 4: Monomeres photopolymeérisables par voiettanique.
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lI-4-1-3-2- Mécanisme de photopolymérisation catioigue

Amorcgage Ar Y MX" hv_» Arp,Y + R + Ar + HX

RH

. HX + M _— HM*X"
Propagation
HM*X- + "M ——» H(M)NM™X"
Terminaison
- Transfert de monomeére
HM)NM™X™ + M ———> M1 + HM*XC

- Transfert spontané

HM)NM*X- > My + H'X

- Transfert a un composé a hydrogene libre
HM)NM*X™ + AH ——— H(M)nM*A~ + HX

Y=S,I....
MX = PF6-, BF4-, SOFG-! .....
AH = solvant ou monomere

[I-4-1-4- Avantages du procédé photochimique

La polymérisation photoamorcée présente plusiearacteristiques qui la différencient des
polymérisations amorcées par voie thermique [259] 2

Rapidité

La polymérisation est quasi instantanée, le passagk& molécule au matériau polymeére
s’effectuant en quelques dixiemes de seconde;nell@écessite, de ce fait, qu'une faible
dépense énergétique.

Réduction ou absence des COV

Les polymérisations photoamorcées sont habituehéméalisées a température ambiante,
avec des résines ne contenant pas de solvantj o&dgit I'émission de vapeurs polluantes.
Le contrdle spatial

La réticulation intervient uniqguement dans des zosgatialement bien définies, celles qui
sont exposées au rayonnement lumineux, ce qui pedmeéaliser des images en relief a
haute résolution.

Le controle temporel
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La réaction peut étre déclenchée a un instantpeicitre arrétée a tout moment, grace a un
controle temporel de l'irradiation.

L’intensité de la sourcelumineuse est modulable dans une trés large gaengyi permet

de contréler la vitesse d’amorcage.

Une polymérisation frontale contrélée a températureambiante

En agissant sur la longueur d’onde du rayonnementnleux et/ou sur la concentration en
photoamorceur, on peut régler la profondeur de tpgtign de la lumiére et, donc, I'épaisseur
de la couche polymere formeée, qui peut varier delques micrometres a plusieurs
millimetres.

Les formulations sont monocomposantes avec une gnande durée de vie en absence de

toute exposition directe a la lumiere.

lI-4-2- Synthése du monomere

Comme toute polymérisation, la photopolymérisatgenfait a partir d’'un monomeére. Le
monomere ici est choisi en fonction des résultaterus précédemment. A savoir posséder
une molécule organique qui dispose d’'un spectmdrRane recouvrant pas les bandes des
bioéléments. Nous focaliserons donc notre étudelssigroupements benzenes substitués du
chlorure de sulfonyle.

SO,Cl

Le but étant a la suite de la synthese du monodeprocéder a une photopolymérisation, le
monomere est choisi également en fonction de étéade la molécule a former les especes
réactives sous l'effet de l'irradiation, notammeées molécules insaturées. Le choix s’est
finalement orienté vers le chlorure de 4-méthagigixybenzenesulfonyle dans lequel le
groupement photopolymérisable est la fonction nddthayle et la fonction d’ancrage des

biomolécules étant le groupement chlorure de syléon
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//\

groupement
photopolymérisable

fonction d’ancrage

[I-4-2-1- Schéma du principe de synthése

Des études réalisées sur différentes résines pabeahées par voie radicalaire ont montré que
la famille des méthacrylates est parmi les monosk® plus réactifs [253]. Par conséquent,
la molécule du chlorure de méthacryloyle a été sithocomme réactif dans la synthese de
notre monomere. La réaction de cette derniere #aewle 4-hydroxybenzenesulfonique

permet d’obtenir une formulation huileuse (esten)sgra facilement photopolymérisable.

O ﬁ
*+ HO |S—OH

Cl O| //\

_ o)
chlorure de acide 4-hydroxy acide 4-méthacryloyloxybenzenesulfonique
méthacryloyle benzénesulfonique

(:H3 PCLE/CH,CI,

4<CH2— C%

CI:_O photoamorceur I \@\
// \
o}

Schéma 5: Schéma du principe de synthese
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[I-4-2-2- Protocole de synthése du monomere

La réaction consiste en une estérification du ciorde méthacryloyle par l'acide 4-
hydroxybenzénesulfonique en présence d’'une bate. férois équivalents de base sont
nécessaires pour I'effectivité de cette réactiombéquivalents sont nécessaires pour capter
les deux protons de l'acide 4-hydroxybenzénesuifiomi(afin de le rendre trés nucléophile et
de réagir efficacement avec le chlorure d'acide)uat autre pour neutraliser I'acide
chlorhydrique formé pendant la réaction. Un alctmlaés nucléophile va ainsi se former et
réagir avec le chlorure de méthacryloyle pour caeda la fonction ester. La difficulté de
cette réaction est de retrouver les meilleuresitiond expérimentales permettant d’optimiser
le protocole de synthése. Le mécanisme proposéqabigr synthése de monomeére est illustré

sur le schéma 4 ci-dessous.

0 | 0O o
=1 <:> - e
lo—s Ol + —_— 0 H.C—C—0H + HCI
= U YR
o) CHy

e} S
o// oH

PCL/CH,Cl,

(@) (@]
I \Q\S//O
VAR

o)
Schéma 6: Mécanisme de formation du monomere

Le dispositif expérimental utilisé est représentela figure 87 ci dessous. La réaction étant

réalisée pour la premiére fois, les conditions ésuant été adoptées : synthese préalable a

basse température, en milieu inerte. L’alcool ahebus forme hydratée, I'utilisation d’'un

tamis moléculaire est nécessaire pour retenir leslécules d'eaux qui pourront

eventuellement entraver I'estérification. L'utiligan d’un solvant anhydre est requise.

147



RESULTATS ET DISCUSSION : Synthése du monomere photopolymérisable

Etapes de la synthése :

Cette synthése n’a pas encore fait 'objet d’étddes la littérature. Pour cela, il n’existe pas
de protocole standard de mise en oeuvre. Nous gwosédonc par essais successifs pour
rechercher les meilleures conditions expérimentaltegamment quant au choix de la
température du milieu réactionnel. Nous avons assayé plusieurs protocoles de synthése

de ce composé.

[1-4-2-2-1- Refroidissement du milieu réactionnel

N’ayant pas d’'information sur les risques que pndendrer la réaction, un premier essai a
été réalisé en refroidissant le milieu réactiorpeal un bain de glace. Les étapes suivantes
relatent le processus :

le dispositif expérimental a été installé sous aarant d’azote. Le tamis moléculaire a été
introduit dans le tricol avec du THF pour retdas molécules d’eaux présentes dans l'alcool.
Sous agitation magnétique, I'alcool hydraté (a@}é introduit dans le milieu. La base (10 g)
dissout dans durHF est introduite dans le milieu réactionnelavérs 'ampoule a addition.
La réaction entre la base et I'alcool étant supp@tee exothermique, un bain de glace a été
installé sous le dispositif pour refroidir le milieUn thermométre associé au milieu indiquait
a chaque instant la température du milieu réacébmune température de 0°C, le chlorure
d’acide (3,6 g) a été additionné goutte a gouttendieu réactionnel et enfin la réaction a été

poursuivie pendant 3h.

ROH+ Tamis moléculaire+ THF sec
sous agitation jusqu'a obtention de 0°C
puis ajout de t-BuOK

ajout de RCI goutte a goutte

Figure 87: Dispositif expérimental pour la syntheselu monomere
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A lissue de ce processus, nous avons obtenu odujfir brut d'une masse de 3,3 g
correspondant & un rendement de 47%. Ce produitbété analysé par RMNC et'H. Les
résultats des analyses sont présentés sur lesgi§8ret 89.

Figure 88: Spectre RMN'H du composé brut

Sur le spectre RMNH, on observe un systéme de proton aromatique (eiode doublet)
entre 6,8 ppm et 7,3 ppm ; les protons vinyliqueagulet) 5,5 ppm et 6 ppm. Le proton
méthylénique (singulet) autour de 1,93 ppm et leotqn de OH du groupement acide
sulfonique autour de 2 ppm. Les autres protons tenshamps forts sont d’origine inconnue
et peuvent étre attribués aux impuretés. La présdes signaux suscités ne suffit pas pour
conclure de la synthése effective du composé ca m&€mes signaux sont aussi
caractéristiques des réactifs utilisés pour lars3sg.

Sur le spectré®C de la figure 89, nous proposons I'attributioruréée dans le tableau X.
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o

&0 0 60 50

Figure 89: Spectre RMN™C composé brut

40 30 20

Tableau X: Interprétation du spectre RMN *3C du produit brut

Déplacement chimique Attributions
o (ppm)

18 Chs

120 C du noyau
aromatique

124 C du noyau
aromatique

129 C éthylénique

135 C éthylénique

137 C- SGH

156 =C-0

166 C (RCOOR)

169 C(RCOCI)

l.l:l R
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Les autres signaux présents dans ce spectre téembigd'impuretés (produit non réagi). Il
peut y donc avoir des traces de réactifs de déptinmne si elle se retrouve en trés faibles
guantités, la présence du groupement caractémstigula fonction ester a 166 ppm nous
indique que le composeé recherché est présent dangi¢u réactionnel.

Le composé précédemment décrit a été purifié pesntéitographie sous colonne dans le
mélange de solvant cyclohexane/ acétate d’éthflan§ de produits purs ont été obtenus et
analysés encore par RMM, °C et DEPT. Les figures 90, 91 et 92 représentent les

différents résultats obtenus.

© © 73
6.5
H_ .~ H7-15

7.3

Ppm

Figure 90: Spectre RMNH du produit pur isolé

3 DEPT: Distortionless enhancement by polarization transfer
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Le spectre RMNH révéle la présence des pics suivants dans leaab{l ci dessous :

Tableau XI : Interprétations du spectre RMN *H du produit pur isolé

6 (ppm) Sous -structure
1,93 CH

N
5,65 65'57;\
6,25
7,07 o 73
7,15 @
H7.15

7,3

On remarque I'apparition du proton a 7,15 ppm. €etisition de la molécule est supposée
étre occupée par le groupementsBOEN revanche, on n'observe pas le H du groupement
OH. Ce qui permet de conclure que le produit atiemdst pas finalement celui obtenu a la

fin de la synthése. Cette information est corrobguar le spectrfC et DEPTQ 135

N |

T T T T T T T T T T T T T T T T T
170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 10 30 20 10 0 -10 ppm

Figure 91: Spectre RMN*C du produit pur isolé
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Sur le spectré®C, on observe les résultats suivants :

120,8

(@) o
164,7 {9’9 128,7
134,9 1208
H P aN \ 24,6
126 17,3 128,7
H

On a la présence d’'un carbone tertiaire supplérrerid 24,6 ppm. Ce qui est bien confirmeé
sur le DEPT 135 par l'apparition dans la zone pasitéservée au CH et Gid'un signal

supplémentaire.

T T T T T T T T T T T T r
170 160 150 140 130 120 110 100 a0 80 70 60 50 40 30 20 10 0 Ppm

Figure 92: Spectre RMN DEPTQ 135 du produit pur iséé

En conclusion, le produit attendu n'a pas été Stigd de maniere effective. Des
investigations ont été menées pour comprendre pouret comment le méthacrylate de

phényle a été forme.
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o) o)
o}
J
O// o
acide 4-méthacryloyloxybenzenesulfonique
O ﬁ
* HO S—OH
a [
o}
chlorure de acide 4-hydroxy

méthacryloyle  benzénesulfonique

méthacrylate de phényle

Pour répondre a cette question, nous avons antdysdes réactifs utilisés pour la synthése
par RMN 'H et °C (le chlorure de méthacryloyle, I'acide 4-hydrogpzénesulfonique). I
s’est avéré que l'acide 4-hydroxybenzénesulfonicpenait une proportion de phénol. Par
conséquent, ce phénol a réagit prioritairement dgechlorure de méthacryloyle d'ou la

formation du méthacrylate de phényle et non ded@ad-méthacryloyloxybenzenesulfonique.

lI-4-2-2-2- Synthése du monomere a haute températar

Le méme protocole expérimental a épgisemais a haute température. Un réfrigérant a été
associé au dispositif expérimental pour un chaeffareflux. Dans du THF anhydre, le tamis
moléculaire est additionné sous agitation magnétiquec 5 g d’acide 4-hydroxy-
benzénesulfonique sont ajouté au milieu. Toujoorss sagitation, 10 g de tertiobutoxyde de
potassium sont ajoutés dans le milieu. L’enseneBtechauffé a une température de 50°C
suivi d’'une addition de la solution de chlorure aie goutte a goutte dans le milieu. La
réaction s’est ensuite poursuivie pendant 3h. kaetion de la phase organique s’est faite
avec du dichlorométhane ; elle a été ensuite séahé&milfate de magnésium et évaporée a
I'évaporateur rotatif. Un solide blanc sous fordee paillette insoluble dans le chloroforme,
méthanol, acétone mais soluble dans le diméthgsylfe a été obtenu. L'analyse de ce

composé brut obtenu a été faite par RiHNet *C.
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NS N

T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
a5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 25 2.0 1.5 1.0 0.5 ppm

Figure 93: Spectre RMN'H du solide brut obtenu

eibmerketionlth L _J_ A ._|.L st J_, | I— - - .

m @ s 4 1) 3 om0 80 B0 M & 5N w I N MW | ppn

Figure 94: Spectre RMN*C du composé brut obtenu
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Les spectres RMNH et **C des figures 93 et 94 ci- dessus ont montré ques agons un
mélange de plusieurs composés. Les quantités driipgdoruts obtenus étant tres faibles et
les problémes de solubilité se posant, nous awar&siputile de continuer des investigations
dessus.

Des études supplémentaires sont en cours pourli@atéon du protocole de synthese, voire
I'élaboration d’'un nouveau monomére photopolymétisa

La synthése n’ayant pas abouti, la photopolyméoisai’a évidemment pu étre menée. Des
travaux futurs sont prévus pour la mise au poiahdiouveau monomere et la mise en ceuvre

de la troisieme voie par photopolymérisation.
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Conclusion géneérale

Comme nous l'avions introduit dans ce manuscratbjBctif principal de ce travail est de
mettre en ceuvre une technique alternative de d#tede microorganismes en couplant
surfaces fonctionnalisées spécifiquement et dfusRaman. En effet, I'exploration de
nouvelles stratégies d’immobilisation des microoigmes en vue de les identifier plus
rapidement, constitue un impératif pour 'améliama de la performance des outils de
détection existants. Dans ce contexte, nous avoms proposé dans notre travail de thése, de
nouvelles surfaces fonctionnalisées appliquéesmamidbilisation des biomolécules. Deux
techniques de caractérisations ont été utilisé@sspectroscopie conventionnelle dispersive
Raman qui offre en quelques secondes des spe&rbsrthe qualité, qui est applicable en
milieu aqueux, qui est non destructive et non iweast qui permet d’analyser de trés petits
volumes d’échantillon. La microbalance a cristal geartz, trés sensible qui permet
d’analyser les masses de I'ordre du nanogrammeériace d’une électrode de quartz.

Dans une premiere partie, le polythiophene aytéhétisé par voie électrochimique,
dopé, puis fonctionnalisé. Les mesures gravimésgant été opérées par une cellule a
microbalance a cristal de quartz permettant de tfieanla masse du thiophene déposée a
I'électrode. La tentative d'immobilisation a étéaliéée avec une protéine A, un anticorps
spécifigue a salmonella, un anticorps fluoresceméciique au précédent et enfin sur
salmonella. Il ressort de cette partie que lagés des traces d’eau dans le milieu est un
handicap pour la formation du polymére, la coupesthodique de la liaison S-N
s’accompagne d'une légere dégradation du polymérend. L'immobilisation des
biomolécules sur cette surface a été menée aveesume spectre Raman de ce polymére est
de plus trés riche en signaux caractéristiguesureant complétement la zone représentative
des biomolécules immobilisées, rendant par la mEmdétection de microorganismes par
cette voie peu probable.

La deuxieme partie expose la modification de |dasard’or par ancrage du chlorure
de parabenzenesulfonyle. Cette réaction contraint@u polythiophéne est trés rapide. Une
passivation de I'électrode et une réduction dudsetliazonium en radical libre formant une
liaison covalente avec la surface de l'or est olEer. La validité de [l'utilisation de cette
surface a été controlée par la protéine A, un arg& humain et un anticorps fluorescent

spécifiqgue au précédent. De plus, un anticorpsifepée a salmonella et enfin la bactérie
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salmonella. La spectroscopie Raman et la microbalan cristal de quartz ont permis de
suivre avec succes toutes les étapes du protoxpé&imental.

La troisieme partie décrit de maniere plus fondaalenles interactions entre
protéines : deux solutions de protéines A et déamtis spécifique a Eoli ont été utilisées
pour I'étude par diffusion Raman. L'immobilisatiosuccessive des deux entités a été
poursuivie sur une surface d’or fonctionnaliséeghutaraldéhyde, puis simultanément apres
une heure de réaction préalable entre les deuximudu La spectroscopie Raman a permis
d’identifier les différentes interactions entre eux processus. Il ressort de cette partie que
limmobilisation simultanée des deux entités estt taussi efficace et peut désormais étre
privilégiée comme procédé d'immobilisation carérmet de gagner en temps.

La quatrieme partie présente une troisieme voie sddace d’accrochage de
bioéléments. Il s’agit de la synthése chimique diwonomere photopolymeérisable. A ce jour,
plusieurs difficultés ont été rencontrées danseqedirtie notamment la maitrise du protocole
expérimental et les conditions réactionnelles. €Csyinthése n’ayant pas fait I'objet d’étude
dans la littérature, nous avons tenté deux comditen vain et finalement avons obtenu un
produit non prévu qui a été caractérisé. Des étuwdenplémentaires sont en cours pour
I'élaboration du monomere et parvenir a la photppdrisation de ce dernier.

Les différentes surfaces synthétisées dans ce iltrgsauvent étre appliguées a
immobilisation de toutes sortes de biomoléculaesvrant ainsi des perspectives trés
intéressantes pour la réalisation des biocapteurs.

Elles peuvent étre employées dans les systemegyilieis type Lab-on- chip pour détecter les
bactéries tellesEscherichia col{responsables des infections suivantes : diarrldfestions
urinaires, infections nosocomiales: septicémiesningite du nouveau-né) Salmonella
typhimurium, Staphylococcus aureabg¢es, panaris, ostéomyélite (infection osseusespra
furoncle, septicémie, rhinitddseudomonas aeruginosgu( est a l'origine de infections des
yeux, des plaies et de la gastro-entérite ajguério choleraeresponsable du choléra
Shigella dysenteriagesponsable de la dysentérie

Elles peuvent également étre employées dans ldogpeament des biocapteurs utilisables en
industries agroalimentaires pour un contrble dgulité des aliments et le suivi en chaine des

étapes de la production.
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MATERIELS ET METHODES : Procédure chimique et électrochimique

llI-1- Caracterisation des molécules organiques

[1I-1-1- Solvants et réactifs

[1l-1-1-1- Solvants

L’acétonitrile : CHCN (Eb a 760 mmHg = 82°C)

Le dichlorométhane : Ci€l, (Eb a 760 mmHg = 40°C)

Le chloroforme deutéré utilisé pour les analyseRésonance Magnétique Nucléaire.

Le tétrahydrofurane : ££1s0 ((Eb a 760 mmHg = 66°C)

[1I-1-1-2- Réactifs

Le tableau Xll illustre les caractéristiques desdpiits chimiques utilisés.

Tableau XlI : Caractéristiques des produits chimigues utilisés

Réactifs et produits chimiques

o Formule Origine Pureté(%)
utilisés
Acide chlorhydrique HCI Aldrich 98%
Acide sulfanilique GH;/O3NS Sigma Aldrich /
Alumine Al,O3 Merck /
Chlorure de potassium KCI Radm_meter /
analitical
Hexafluorophospha.te de tétra nt BuNPF; Fluka Analitic > 99%
butylammonium
N-Chlorosuccinimide eH4ONCI Aldrich 98%
N,N-diéthyl-(2-thiophén-3yl-
éthoxymeéthyl)- / /
benzéngsulfor?/a)mide CarHzNOsS,
Nitrite de sodium NaN© Merck /
Pentachlorure de phosphate £Cl Aldrich 95%
Acide p- phénolsulfonique hydrate s04S. xHO Tokyo Chemical > 90%
Industry
Chlorure de méthacryloyl fisCIO Aldrich 97%
Terbutoxyde de potassium 40K Acros Organics 98%
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l1I-1-2- Techniques de caractérisation

[1I-1-2-1- Résonance magnétique Nucléaire (RMN)

Les spectres RMN du proton des échantillons ertisaldlans le chloroforme deutéré ont été
enregistrés sur des spectrometres a transforméewiéer BRUKER AC 400 et DPX 200.
Les déplacements chimiqued éont exprimés en parties par millions (ppm) @gport au
singulet du tétraméthylsilane (TMS= 0) pris comme référence.

La multiplicité des signaux est abrégée comme:suit

s: singulet ; d: doublet, t: triplet; q: quagiet; quint: quintuplet ; m: multiplet ; dd :
doublet de doublet.

[1I-1-2-2- Chromatographies

Les chromatographies sur couche mince (CCM) ontr@&ésées sur des plaques de silice
Merck 60Rss Les révélateurs employés sont L'UV, la vanillieé le permanganate de
potassium. Les chromatographies sur colonne @ntefiectuées de gel de silice (60-200
mesh- Acros).

l1I-1-3- Modes opératoires des syntheses organiques

[11-1-3-1- Synthese du monomere N,N-diethyl-(2-thiphén-3yl-
éthoxymethyl)-benzénesulfonamide

[1I-1-3-1-1- Synthese du 4- bromométhyl-N,N-diéthybenzene-

sulfonamide

Une solution éthérée (6 ml) de triethylamine (4/hal) et de diéthylamine (4,1 mmol) a été
additionnée a la solution de chlorure de 4-(brontbgigbenzenesulfonyle (3,7 mmol) dans 6
ml d’éther. Apres deux heures d’agitation a terapge ambiante sous atmosphere d'azote,
le mélange est hydrolysé puis extrait trois foi&ther. Les phases organiques sont ensuite
séchées sur sulfate de magnésium anhydre, file€ésaporées sous pression réduite pour
collecter le produit recherché qui sera ensuiteséatsans purification pour I'étape suivante de

la synthese.
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O\\ /N// C11H16NOLSBr
NS N M = 306, 22 g.mot
‘ O Solide blanc
Burv = Rendement: 90%

RMN *H (200 MHz, CDC}4, § en ppm/TMS): 7,79 - 7,81 (2H, systéme ARy, = 8,46 Hz,
H aromatiqua ; 7,75' 7,77 (ZH, SyStéme AE]HH = 8,52, Haromatiqué ; 4,50 (2H, S, Cb'Br) ; 3,25
(4H, 0,334 = 7,14 Hz, N-CH) ; 1,14 (6H, t3J4 = 7,14Hz, CH).

l1I-1-3-1-2- Synthese du N,N-diéthyl-(2-thiophén-gl-éthoxy

méthyl) benzénesulfonamide

A une solution bien agitée de 2-thiophén-3yl-étleode potassium (14,8 mmol) sous
atmosphere inerte, préparée a partir de tertiobgtytle potassium (16,2 mmol) et de 2-
thiophén -yl-éthanol (14,8 mmol) dans 68 ml de Tatthydre , on additionne lentement a
température ambiante une solution de 4-bromoméitiykdiéthyl-benzenesulfonamide
(14,7mmol) dans 17 ml de THF anhydre. Apres 20lgithiion a température ambiante, la
solution jaune-orangée est hydrolysée par 60 ndulet extraite deux fois avec 100 ml de
dichlorométhane. Les phases organiques recombaoétsavées a I'eau et séchées sur sulfate
de magnésium. Aprés filtration, le solvant est évapa |'évaporateur rotatif. Une huile
incolore est obtenue correspondant au produit rebBeapres purification sur colonne de gel

de silice (éluant : ether/ether de pétrole : 1 :2).

so,NEt,
C17H2aNOsS,
N~ M = 353, 51 g.mot
M\/ Huile incolore
Rf = 0,29 (éther/éther de : pétrole : ¥2)

> Rendement : 65%

RMN *H (200 MHz, CDCI3,5 en ppm/TMS) : 7,71- 7,79 (2H, systéme AB,4 = 8,3Hz,
Haromatiqud ; 7,32 - 7,40 (2H, systéme ARl = 8,3Hz, Hromatiqud ; 7,25 (1H,dd;Ju = 2,29
Hz, 3= 4,9Hz, Hhiophend ; 7,03 (1H, dd,*Jun = 2,9,Hz ;"Juy = 1,1 Hz, Hhiophend, 6,98
(1H,dd, *Jan = 1,1HZ,% 3 = 4,9 HZ, hhiophend ; 4,58 (2H, s, O-CH2-Ph) ; 3,73 (2H iy =
6,8 Hz, CH-0O); 3,23 (4H, 9.2} = 7,1 Hz, CH-N); 2,97 (2H,t,*) = 6,8 Hz, CH-
thiophéne) ; 1,14 (6H, $Juy = 7,1 Hz, CH).
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l1I-1-3-1-3- Synthese de l'acide 4-méthacryloyloXyenzene

sulfonique.

Dans du THF anhydre, on additionne le tamis mokéil Aprés agitation, on ajoute 5 g de
'acide hydroxybenzénesulfonique acheté sous fohgdraté. 10 g de terbutoxyde de
potassium sont additionnés dans le milieu réacébrsoit directement en poudre, ou bien
dissout dans le THF a travers 'ampoule d’additiba. bain de glace est installé sous le
dispositif. La température du milieu est contréléarsqu’elle atteint 0°C, il faut ajouter 3,6 g
de chlorure d’acide goutte a goutte dans le mifigactionnel. Il faut laisser poursuivre la
réaction pendant 2H.

Enfin le milieu réactionnel est hydrolysé avec sotition saturée de chlorure de sodium. La
phase organique est extraite au dichlorométhaséattee avec du sulfate de magnésium. La
solution est filtrée et évaporée a I'évaporateuntio Une huile jaunatre est formée et
constitue le produit brut. Aprés analyse par chitographie sous couche mince de ce
composé, il est soumis aux analyses RNt *C.

Finalement, le composé est purifié par chromatdgeapur colonne (gel de silice, éluant ;

éther de pétrole- acétate d’éthyle).
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l1I-2- Instrumentation et procédure électrochimique
[1I-2-1- Cellules électrochimiques

La cellule électrochimique est connectée a un piotat/ galvanostat EG&PAR modele
VMP2/Z-40 piloté par le logiciel EC-Lab V9.24.

Lorsque la cellule électrochimique n’est pas coei@éune mesure gravimétrique, les
investigations électrochimiques sont réalisées daescellule trois doigts d’une capacité de
10 ml équipée de trois électrodes :

- une électrode de travail constituée d’une pladpiplatine de surface 1,2 €m

- une électrode auxiliaire constituée d’un fil datime ;

- un systeme de référence différent selon le midiétude : organique ou aqueux.

Dans le milieu organique, I'électrode de référeaseconstituée d’un fil d’argent plongé dans
un compartiment isolé contenant une solution dexteitd’argent 0,1M et un compartiment
inferieur comportant I'acétonitrile.

Dans le milieu aqueux, I'électrode de référenceceke au calomel saturé (ECS).

Lorsque la cellule électrochimique est couplée né& unesure gravimétrique, les
investigations électrochimiques sont réalisées dapscellule en Téflon, de forme cubique et
possede une capacité de 12 ml. Les systemes dengéeet auxiliaire sont les mémes que
ceux utilisés dans la cellule & trois doigts eetéode de travail est un cristal de quartz AT-
Cut 9 MHz recouvert d'or. Ce cristal est fixé andode la cellule et connecté a la
microbalance a cristal de quartz (modele QCM92Pileceton Applied Research) piloté par
le logiciel WinEchim by Seiko EG&G.
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Microbalance a cristal de Quartz Potentiostat

Cellule pour QCM Cellule trois doigts

Figure 95: Photos du potentiostat, de la microbalace a cristal de quartz et les cellules utilisées pola
synthése électrochimique

l1I-2-2- Mesures électrochimiques

[11-2-2-1- Potentiostat/galvanostat

Les études sur le potentiostat sont réalisées emectant & cet appareil une cellule
électrochimique contenant la solution électrolytiget le systeme d’électrodes. Une
expérience de voltamétrie cyclique est réaliséacvitesse de balayage de 100 mVdans

une gamme de potentiel bien précise. On en tira aime variation de courant en fonction du
potentiel que I'on appelle voltamogramme. Les ammibgrammes obtenus permettent de

suivre I'état du film formé.
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[1I-2-2-2- Microbalance a Cristal de quartz

Les études par microbalance a cristal de quartZ2eneffectuées sur des cristaux de quartz
AT- Cut 9 MHz recouverts d'or de surface apparéhgcnf connectés a la microbalance a

cristal de quartz PAR modéle QCM922 pilotée pdodgciel WinEchem Seiko EG&G.

Les mesures des variations de la frequence detibrguartz sont traduites en variations de
masseAm calculées a partir de la relation de Sauerbréydiig la fréquence de résonance a

la variation de masse du quartz. Cette relationétilie en supposant que la variation de
fréequence du cristal de quartxf(en Hz) est entierement due a la variation de engs® en

g) du matériau insére.

llI-2-3- Synthese et refonctionnalisation du poly(NN-diéthyl-4-(2-

thiophén-3yl-éthoxyméthyl)-benzenesulfonamide

[11-2-3-1- Polymérisation anodique du monomere

La polymérisation électrochimique du monomere arétdisée dans une cellule trois doigts
apres avoir dégazé le milieu réactionnel conteBadtNPF6 (0,1M) dans l'acétonitrile et le
monomere (28 mM) par un courant d’argon. Apres mpelysation, le film a été rincé avec le
solvant pour éliminer d’éventuelles traces de mogr@s qui n‘auraient pas réagi. Le film a
été ensuite dopé dans une cellule ne contenanteqmelieu électrolytique pour le rendre

conducteur.

[11-2-3-2- Refonctionnalisation du poly (N, N-diéthyl-4-(2-thiophén-
3yl-éthoxymeéthyl)benzenesulfonamide en chlorure degoly(N,N-
diéthyl-4-(2-thiophén-3yl-éthoxyméthyl)-benzenesutinyle

La formation du chlorure de sulfonyle est amorcaéelg rupture cathodique de la liaison S-N
de la fonction sulfonamide par voltamétrie cycligue film possédant la fonction sulfinate a
été enfin trempé dans une solution de N-Chlorosimdile de concentration 3,410l dans
'acétonitrile. Le film ainsi fonctionnalisé au lohure de sulfonyle a été enfin rincé a
'acétonitrile. 1l est ainsi prét a subir les étadgpectroscopiques et a recevoir du matériel

biologique.
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[11-2-3-3- Modification de la surface d’or par le chlorure de
parabenzenesulfonyle

Les études ont été faites en couplant le poteatigstia microbalance a cristal de quartz.
Ainsi, la cellule en Téflon est utilisée. L'éleati® de travail était constituée d’'un cristal de

hY

quartz AT- Cut 9 MHz recouverts d'or de surface appte 0,2 cf connecté a la
microbalance a cristal de modeéle décrit précéderhmiegalectrode de référence est au
calomel saturé et I'électrode auxiliaire un fil platine. Le processus consistait en la réaction
de l'acide sulfanilique et du nitrite de sodium eresence de l'acide chlorhydrique pour
former un sel de diazonium. Le diazonium est eesidtluit en radical libre par voltamétrie
cyclique. Les radicaux libres formés se greffent $ar de maniére covalente. Les
groupements SgBl de I'acide sulfaniliqgue ont été transformés elorhre de sulfonyle par le
pentachlorure de phosphate dans le dichlorométsiamecée au dichlorométhane. La surface

ainsi préparée est préte a ancrer les biomolécules.

llI-2-4- Synthese du chlorure de 4-méthacryloyloxykenzenesulfonyle

[11-2-4-1- Matériels nécessaires

Ballon tricols, ampoule d’addition, thermometreitaigur magnétique, réfrigérant, ampoule a

décanter.

[11-2-4-2- Méthodes de synthese

Le tamis moléculaire est mélangé au solvant egagus agitateur magnétique, l'alcool est
ensuite introduit dans le milieu et sous agitapendant 5 mn. L’alcool supposé déja anhydre
sera transformé en alcoolate en présence de lalbmbase est ensuite additionnée au milieu
réactionnel apres l'arrét de I'agitateur magnétidueeréaction entre I'alcool et la base devant
étre exothermique, le thermometre est utilisé pontrdler la température du milieu. Un bain
de glace est installé sous le montage pour refréedinilieu. Lorsque la température atteint
0°C, l'addition du chlorure d’acide se fait gouftegoutte sous agitation magnétique. Apres
addition de ce dernier réactif, la durée d’estéaiibn a été de 3h. Le traitement du milieu a
éte opére a l'aide de I'eau saturée au chlorurgodaum pour récupérer le THF et les produits
solubles dans I'eau. Le dichlorométhane est enstilis€ pour récupérer le produit attendu.
Pour réaliser ce traitement, le milieu réactiompréicédent est transvasé dans une ampoule a

décanter. Les deux solvants nécessaires pour EratéEm de phase sont introduits dans
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lampoule a décanter pour avoir la séparation deslyts : monomere attendu et résidus
réactionnels. La partie organique (monomere attesaduble dans le dichlorométhane) est
évaporée pour avoir le produit brut. Ce produitéaehsuite analysé en RMM et**C, pour

déterminer la pureté par comparaison avec les rgsestandard du produit attendu, et aussi

pour déterminer la structure.
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I1I-3- Instruments et procédures biologiques

111-3-1- Appareillage

[11-3-1-1- Autoclave

Un autoclave est un récipient a parois épaissas@&imeture hermétique congu pour réaliser
sous pression (de quelques bars) soit une réadtidustrielle, soit la cuisson ou la
stérilisation a la vapeur. Cet appareil est utibsgcours de nos travaux pour stériliser les

solutions et les déchets biologiques.

Figure 96: Autoclave utilisé pour la stérilisationdes solutions biologiques

[11-3-1-2- Poste de sécurité microbiologique

Le Poste de sécurité microbiologique (PSM) perm@rotection du produit, du manipulateur
et de l'environnement contre les dangers liés @mxsals dans la manipulation de substances
biologiqguement actives, infectées ou dangereudesst constitué d’'un systeme de filtration
comportant un ou deux ventilateurs & régulatistoraatique et de 2 filtres HEBA(un pour

le soufflage dans le volume de travail, l'autrerd@&vacuation vers I'extérieur).

% HEPA : High Efficiency Particulate Air Filter
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Figure 97: Poste de sécurité microbiologique

[11-3-2- Matériels biologiques

[11-3-2-1- La protéine A

Elle est formée d’'une simple chaine polypeptididqagoids moléculaire 42kDa constituée de
guatre domaines répétitive riche en acide aspasitigutamique et dépourvu de cystéine. Elle

possede une trés faible proportion voire abseaamtbohydrate, quatre tyrosines.

[11-3-2-2- L’anticorps : 1gG

Les anticorps sont des complexes polypeptidiquedalgs poids moléculaire (150kDa).
Chaque anticorps est composé de quatre chainepeptijigues comprenant deux chaines
légeres (L) et deux chaines lourdes (H) identig@saque chaine est divisée en régions
variables (V) et constante (C). Deux anticorpséiatutilisés dans ce travail. Le premier est
'lgG du sérum humain) commandé chez Sigma de noméference | 4506. Il est aussi
présente sous forme de poudre lyophilisée de pur@#s (SDS-PAGEY avec une teneur en
protéine de plus de 90%. Les anticorps sont géméeit utilisés pour détecter et neutraliser
les antigénes. Cet anticorps a été utilisé dansasail pour démontrer la validité de la
fonctionnalisation mise au point. Le fait d’avoréplablement immobilisé une protéine A sur
la surface permet a l'anticorps de se greffer $igg&@ment via son fragment Fc (fragment

cristallisable) sur la protéine afin de laisserpdisible les sites de reconnaissance de

3 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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'antigene (ici I'anti IgG) a travers les fragmerfiab (fragment antigen binding) region. Le
fragment CDR (Complementarity Determining Regions)étermine la spécificité de la

molécule et établit le contact avec un antigéne.

antigen-

binding 3 heavy chain
site f—r\\\ ‘
{ |

antigen - ¢

Figure 98: Structure d'un anticorps

[11-3-2-3- L’'antigéne

Dans la vérification de l'applicabilité de notrenfitionnalisation, I'anti IgG spécifique de
'anticorps IgG humain ci-dessus a été utiliséciGeour un test préalable moins colteux
avant l'utilisation d’'un anticorps propre a une tiéaie (plus colteux). Dans un second temps,
les bactéries Escherichia coliK12 et Salmonella sont utilisées. La reconnaissagmtre
'anticorps et I'antigene se fait a travers lesslias hydrogénes. D’autres interactions faibles
de type Van der Waals, interactions hydrophobicidsrces électrostatiques peuvent entrer
en jeu dans le processus de reconnaissance.

Les molécules d’eaux contribuent de facon sigrifieaa I'énergie de liaison par création des

liaisons hydrogenes supplémentaires entre I'angget I'antigene.

l11-3-3- Préparation des échantillons

[11-3-3-1- Tampon phosphate (phosphate buffer solubn : PBS)
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Le PBS est utilisée comme tampon dans toutes ledriexces d'immobilisation en biologie.
Il est préparé de maniére a obtenir une conceotrate 10 mM et un pH de 7,4. La

composition est la suivante :

Tableau Xlll : Composition du tampon phosphate

Sel Concentration (mM) Masse molaire (g/mol) Puret€b)

NacCl 140 58,44 99

KCI 2,7 74,56 99,5
KH2POy 15 136,09 99,5
NapgHP Oy 10 141,96 -

Pour une solution de PBS a 10 mM et pH = 7,4 etalome de 1 litre, les quantités de sel
suivantes ont été pesées et dissoutes dans 1L ulteapure :
[NaCl] = 140 mM
[NaCl] = nvac/Vrampon€t Miact = Myac/Mnaci d'0U Myaci = Caci X Mnaci X Vrampon
M NacCl a peser 140.10° x 58,44 x 1 = 8,18 g = 0,99 X eI apesercorrigée
D’oU Myacipc= 8,18/0,99 = 8,2642 g
Myacl pc= 8,264 ¢
[KCI] = 2,7 mM
Micl = Cket X Micl X Vrampond’0U Mk a pese= 2,7.10°X 74,56 x 1 = 0,201 g = 0,995 &) pe
D’ol Mkcipe= 0,201/0,995 = 0,202324 g
Mkcipc= 0,202 g
[KH ,PO, = 1,5 mM
M kr2poa = Cirzpoa X Mirz2poa X Vrampond’OU Mkhzpoa a peser 1,5.10°x 136,09 x 1 = 0,204 g
= 0,995 Nkcipc D’OU Mkw2po4 p= 0,204/0,995 = 0,205161 g
MkH2Po4 p= 0,205 ¢
[NazHPO4] = 10 mM
M Na2HP04= CNa2HP04X MNa2HPO4X VTampon

dou MNa2HPO4 a peser 10103X 141,96 x 1 =1,4196 g

M2HPos = 1,420 g
La solution de tampon PBS est enfin stérilisée dsnautoclave.
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[11-3-3-2- Préparation de la solution de protéine A

1 ml de solution de PBS a été introduit dans lee tabntenant 1mg de protéine A pour la
dissoudre. La solution de protéine A de 1 mg/mkiapréparée a été ensuite prélévee et
introduite dans 19 ml de tampon. La solution detgine A finale est de 50 mg/l. Cette
solution a été utilisée pour 'immobilisation de paotéine sur la surface fonctionnalisée
pendant 2h. L’échantillon est ensuite lavé plusidars au tampon pour éliminer la partie de
protéine adsorbée. La protéine se greffe sur laseifonctionnalisée de maniére covalente.

[11-3-3-3- Préparation de la solution d’lgG : (IgG anti E. coli et anti
Salmonella)

Une solution de 0,350 mg/ml a été préparée a teatupérambiante pour 'immobilisation de
d’'IgG anti E. coli de référence. Des gouttes déecsolution ont été prélevées et déposees sur
la surface d'or sur quartz préalablement fonctitiséa et contenant la protéine A. La
protéine A est reconnue pour former des liaisoggifigues avec les anticorps IgG via leur
fragment Fc contenant les fonctions acides carliquxgs. Dans la littérature, on démontre

également que les deux espéeces possedent cingesii@ssons.

[11-3-3-4- Préparation de la bactérie E. coli et SAnonella

La bactérie est mise en culture dans le milieu geppendant une nuit a 37°C. Elles sont
ensuite diluées avec le milieu eau peptonée awrdixipour obtenir une densité optique a
620nm de 0,1. On centrifuge a 3000 rpm 1 ml deension bactérienne de densité optique
0,1 dans le but d’enlever le milieu de cultureetrince au moins deux fois au PBS. Aprés
centrifugation dans les mémes conditions, le adéobactéries est ensuite dilué au PBS. Pour
se faire, a 35ul d’homogénat bactérien (dans cewmibn quantifie la concentration a I'ordre
de 16 bactéries /ml) et on ajoute 965 pL de PBS. Lat&niwle bactérie est ainsi préte pour
immobilisation. Les gouttes de solutions sontakes sur les surfaces d’or fonctionnalisées
et portant la protéine A et I'anticorps. L'inculmatia température ambiante a cette étape était
de 30 mn suivi de plusieurs lavages au PBS. Ldérdiftes étapes d’'immobilisation ont été

faites sous poste de sécurité microbiologique.
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llI-4- Spectroscopie Raman

Le spectrométre Raman utilisé est celui de HordianJYvon modeéle Xplora. Il est constitué

d’'un systéeme compact comprenant :

une source laser qui fournit une radiation monottatique de fréquence stable ;

un microscope confocal qui focalise le spot laserdient (soitA = 638 nm, soitd =
785 nm) sur la surface de I'échantillon, via I'atijeapproprié puis dirige les photons
diffusés vers le spectrométre. Les objectifs @ilisontx10, x50 LF, x100 pour la
mise au point ;

un filtre de réjection qui permet de séparer leanaidRayleigh qui est beaucoup plus
intense que le signal Raman a détecter ;

un monochromateur : Les photons diffusés entrens da monochromateur par le
trou confocal permettant de localiser spatialeni@itimiere. Un miroir prismatique
dirige ensuite les photons sur un réseau hologgapghde 600 ou 1800 traits/mm,
dispersant les photons selon leur longueur d’'otelel{oix du nombre de traits est
fonction de la résolution cherchée et du rappayhalibruit). Chaque radiation est
ensuite focalisée par une lentille sur le détecteur

un détecteur type CCD (Charge Coupled Device) idifra I'air qui permet de
recueillir simultanément les informations spatialet spectrales concernant
I'échantillon.

Spectrographe
haute sensibilité

Systeme compact
multi- laser

Microscope confocal

Figure 99: Spectrométre Raman Xplora de Horiba Johi Yvon
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Les spectres Raman de tous les échantillons salgé® a la longueur d'onde de 785 nm. La
correction spectrale est réalisée a partir du legi@abspec 5. On procéde successivement par

une soustraction de la ligne de base type « ligeteun lissage de « degré 9 ».
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l1I-5- Microscopie a force atomique

Le microscope a force atomique (ou AFM pour atofoice microscope) est un type de
microscope a sonde locale qui sert a visualisesgagraphie de la surface d'un échantillon.
Il permet ainsi d’observer les atomes a la surtBéehantillons sous vide ou dans I'air. Il peut
aussi fonctionner en milieu liquide, propriété gures rapidement permis le transfert de cette
technologie a la biologie.

Le principe de I'AFM consiste & amener, soit autaonde la surface a étudier, soit & une

distance de quelque& une pointe dont I'extrémité a un rayon de quelqueasometres, et a
lui faire balayer ligne par ligne la topographiecd¢te surface en évitant de la déformer. Cette
pointe se situe a I'extrémité d’'un évier flexible,cantilever Un faisceau laser dirigé sur
'extrémité ducantilever est réfléchi vers une photodiode a deux ou queadrans. Les
déplacements du faisceau sur la photodiode pembette détecter les mouvements du
cantileverdans les trois plans de I'espace (X, y, z) avex pnécision voisine de la taille de
'atome. Un ordinateur enregistre cette hauteupeait ainsi reconstituer une image de la
surface. Initialement, la technique a été utilipéar caractériser les surfaces solides puis son
champ d’application s’est étendu a la biologie. dfet, la mesure de la force d’interaction
entre la pointe et I'échantillon sur laquelle repbsnagerie par microscopie a force atomique

a servi également a déterminer les forces de haisatre deux molécules.

SE——

amai

e-hantillon

Figure 100: Principe de la microscopie a force atoigue
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I1I-6- Microscopie a fluorescence

La fluorescence est la propriété que possederdigsrcorps d'émettre de la lumiére apres
avoir absorbé des photons de plus forte énergiss @urte longueur d'onde). La microscopie
a fluorescence fait désormais partie des méthoelesatherche utilisées de maniere routiniére.
Son principe est basé sur le marquage des molécibies par des traceurs fluorescents ou
par l'intermédiaire d’'une molécule révélatrice (harte sandwich). Les traceurs sont des
molécules qui absorbent de I'énergie lumineuse daesgamme de longueur d’onde donnée
(excitation) et la restituent en partie sous fordee lumiére fluorescente (émission). Ces
molécules sont donc caractérisées par la longdeuda lumiere d’excitation et d’émission.
Des capteurs (photomultiplicateur ou caméra CCDinpéent de collecter la lumiere émise
par fluorescence et de reconstituer une image deirface avec une résolution latérale de
'ordre de 10 um. L’inconvénient majeur de la tecue de détection directe est lié a la
nécessité de marquer les molécules cibles, ce eui ipfluencer leur interaction avec les
molécules sondes. De méme, une mesure indirecteapdmwich favorise les interactions non
spécifiques et induit un rapport signal sur brugt fdnd élevé. De plus, le marquage des
molécules cibles nécessite des étapes supplénentair les protocoles de préparation. En
outre, les marqueurs fluorescents les plus courarhmglisés ont certaines limites: le
phénomene dguenchingqui résulte de I'adsorption d’'une partie d’énerger les autres
molécules présentes dans le milieu et le phénomempdotoblanchissement (photobleaching)
qui caractérise la perte des propriétés fluoressemts molécules sous l'effet d’'une excitation
prolongée ou par une forte intensité lumineuse.
Le microscope a fluorescence utilisé est équipd geu de filtres correspondant aux
caractéristiques du fluorochrome :

- un filtre d'excitation permettant la sélection demdiations absorbées par le

fluorochrome (autour de 490 nm),
- un miroir dichroique réfléchissant les radiatiomsabables vers I'échantillon et ne
laissant passer par transmission que les radiatemass et au dessus (>500 nm),
« un filtre d'émission ne laissant passer par trassion que les radiations vertes et au

dessus (>500 nm).

La figure 101 représente la photo du microscopki@rdscence utilisé dans le cadre de ce
travail. Il est de marque ZEISS piloté par le legli@exiovision.
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Figure 101: Microscope a fluorescence (ZEISS)

Le trajet des radiations lumineuses dans un miopesa fluorescence est le suivant :
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a)

Vel

[:Jd- 2 1

5

Le filtre 'excitation  b) Ces radiations sont

sélectionne les réfléchies par le miroir

radiations spécifiques et éclairent I'échantillon

du fluorochrome

1- lampe a arc

2- filtre d’excitation
3- miroir dichroique
4- objectif

c) celui-ci émet les
radiations de
fluorescence qui seules
atteignent I'oculaire

5- Préparation
6- filtre d’émission
7- oculaire
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