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Introduction générale

L'immobilisation de protéines, et en particulieerdymes, sur des supports solides, est a
l'origine d'un grand nombre d'applications dans desnaines biomédical, environnemental et
industriel. Lorsqu'elles sont utilisées en tant bisxatalyseurs, par exemple pour la production de
molécules chirales (chimie, pharmacie) ou pour fandformation de produits naturels
(agroalimentaire), il est indispensable, au plasnémique, de prolonger la durée d'utilisation des
enzymes. Leur immobilisation sur support soliderprgénéralement d'augmenter leur stabilité au
cours du temps et procure également un moyen effigour les opérations de séparation /
recyclage, en mode discontinu, ou de rétention daspace réactionnel, pour un réacteur en
fonctionnement continu. Le développement de capieuypar exemple pour ['analyse
(environnement, biotechnologies), demande égaletaanise au point de supports fonctionnalisés
par divers types de biomolécules (anticorps, engy®BN).

Parmi les qualités recherchées pour les matériangtituant les supports, l'inertie chimique
et le faible colt sont primordiaux. Dans ce cordextobjectif de ce travail était d'étudier
immobilisation d’une enzyme sur des supports dé/éthylene traités par le procédé de plasma
hors-équilibre. Ce procédé est un procédé secieagt largement utilisé pour le traitement des
surfaces. Cette technique est particulierementassante car elle constitue une source d’espéces
chimiquement réactives en phase gazeuse, suivahble du gaz plasmagene, permettant d’activer
la surface. La possibilité de travailler a bassmp&rature permet de conserver les propriétés
intrinséques des matériaux traités et est particeriient adaptée aux polyméres sensibles a la
température. Ce procédé évite également les pregéd#i-étapes utilisés pour fonctionnaliser les

surfaces des supports.

Dans un premier chapitre nous avons étudié I'émtl'drt concernant les différentes
techniques d'immobilisation des enzymes, en détdillles avantages et les inconvénients de
chacune. Ceci nous a amené a choisir une immdibisgar liaison covalente en raison de la
stabilité procurée par cette méthode. Afin d’actilee surface du polyéthylene nous avons fait le
point sur les différents types de plasma bassesipregpouvant étre mis en ceuvre, en nous
intéressant particulierement aux plasmas permettéincorporer des fonctions aminées, en

particulier des amines primaires, sur la surfat@sma ammoniac, N+ H,, et allylamine. En effet,
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les méthodes de couplage entre amines primairesigjort et celles des protéines sont éprouvées
et connues pour respecter I'activité enzymatique.

Dans le chapitre Il nous avons utilisé un réactsaus cloche selon une configuration
asymétrique de deux électrodes de type couteandegli pour fonctionnaliser un film de
polyéthylene basse densité par plasma.NNdus sommes placés dans les conditions optimaées
préalable dans le laboratoire et avons caractdaséurface aprés traitement par différentes
meéthodes physico-chimiques: angle de contact, MEBW et XPS. Etant donné l'importance
portée a la densité des fonctions amines incorpadéla surface, nous avons comparé différentes
méthodes de dérivation chimique assistées parrspbctométrie UV/visible afin de déterminer
guantitativement ces fonctions. Nous avons misaditpres méthodes pour étudier la cinétique du
processus de vieillissement de la surface de puligte traité, dans difféerentes conditions de

conservation.

Dans le chapitre Ill, nous avons testé un protoc@efixation du glutaraldéhyde, utilisé
comme bras espaceur, sur la surface. A nouvede, detniere a été caracterisée par XPS, MEB et
AFM. Nous avons également mis au point et compaxé dnéthodes de dosages des fonctions
aldéhyde présentes a la surface. L'évolution dubyende fonctions aldéhyde en surface a été
suivie au cours du temps dans les mémes condii®esnservation que précédemment.

Par la suite, nous avons validé un protocole d’imifigation d’enzyme en choisissant la
trypsine comme modeéle d’étude. Comme dans les ®tppé&cédentes, nous avons cherché a
caractériser les surfaces et en particulier a ooefi la présence de I'enzyme par les méthodes
physico-chimiques déja évoquées. Cette étude aodtplétée par des mesures de la quantité de

protéine fixée, par une méthode colorimétrique.

Le dernier chapitre est une validation du proceggabal d'immobilisation puisqu’il est
dédié a la mesure de I'activité enzymatique. Apnés étude préalable des conditions de réaction
sur la cinétigue enzymatique en phase homogéne aoans défini un protocole de ringage des
échantillons afin de nous assurer de mesurer \ligetiéellement immobilisée. A cette étape nous
avons testé les performances de différents typeplatamas: NB N, + H, et allylamine pour
limmobilisation covalente de la trypsine, a l'aide la mesure de l'activité enzymatique. Enfin,
nous nous sommes intéressés a la stabilité devitacenzymatique dans le cas des échantillons
traités par plasma NJ1L’évolution de l'activité enzymatique a été éemliau cours de temps et au

cours d’essais répétitifs.
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Objectif

l P EE

immobilisation covalente de la trypsine
surface de PE " surface de PE
A
traitement plasma E
~ | (greffage des amines primaires) | 4
3duction des imines
NH,NHNH,NH, || " par NaCNBH.=
I el C||‘|O C|:H fopmation cilj’a}m?ines
secondaires
surface de PE (C|H2)3 (C|H2)3
CH CH
| 2 | |
prcnr oA U S WL L
glutaraldéhyde trypsine
y _ o surface de PE| — | surface de PE
réaction des amines primaires E-NH
avec les aldéhydes = formation L ) 2 .
de fonctions imine réaction des amines primaires

de la trypsine avec les aldéhydes
greffés a la surface

Différentes étapes du procédé d’'immobilisation dealtrypsine sur des films de polyéthyléne

(PE: polyéthyléene, G: glutaraldéhyde, T: trypsine)
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Chapitre |

Etat de I'art sur I'immobilisation de

biomolécules sur un support solide
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Introduction

Dans cette partie, nous allons donner quelquesrnrations nécessaires a la bonne
compréhension du sujet traité dont le but est dise¥ 'immobilisation d’'une enzyme par liaison
covalente sur une surface polymére fonctionnalieéesoie plasma.

Nous proposons, dans un premier temps, de prédesténtéréts de I'immobilisation de
biomolécules (enzymes, anticorps, ADN) sur la sefdes matériaux. Puis, nous résumerons les
différents procédés permettant 'immobilisation dgwymes. Parmi ces méthodes, nous nous
focaliserons sur 'immobilisation par liaison cosale.

Au cours de cette présentation, nous effectuenoessynthése des travaux déja effectués a
travers des résultats issus de la littérature coaoe la modification de surface des polymeress Pui
nous détaillerons plus particulierement les résule la littérature concernant les modificatioas d
surface par plasma hors équilibre engendrées aodes gaz non polymérisables{MN,, NH3) soit
par des molécules polymérisables (allylamine, éthyhe, hydrazine) afin d’incorporer les

fonctions amines a la surface des polymeres.
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CHAPITRE I: Etat de I'art sur limmobilisation de biomoléculsisr un support solide

. Immobilisation des biomolécules sur des matériau solides ou

condensés

|.1. Généralités sur les biomolécules

Les biomolécules les plus souvent rencontrées o immobilisées sont les protéines
[123] en particulier les enzymé&s” et les anticorp$’® ainsi que 'ADN 7,

C'était au début du £8° siécle que le chimiste hollandais Gerardus Jormrvelder
découvre pour la premiere fois que les albuminess (domposés qui coagulent quand on les
chauffe) sont composées de carbone, d’oxygene,ddggne et d’azote. En 1838 Jons Jacob
Berzelius, chimiste suédois, suggere a Mulder ddgpces albumines «protéines», car il leur
attribue un role dominant parmi les composés bigloes™.

Lesprotéines sont des polymeres linéaires, ou chaines, forraé0dypes d’acides aminés
qui sont unis par des liaisons peptidiques: fomciimide résultant de la condensation du greupe
carboxyle d’'un acide aminé avec le groupaminé de lI'acide aminé le suivant dans la chdime
molécule d’eau est produite dans cette condensaties chaines latérales des acides aminés
engageés dans la chaine polypeptidique portent e de «résidu d’acide aminé». Les groupes
libres, aminé et carboxyle, présents aux extrénuigsosées d'une chaine polypeptidique sont
respectivement le groupe N-terminal (aminé termiagle groupe C-terminal (carboxyle terminal).

CH, , GH2OH . CHs CHAOH _
N ] i
HaN-CH-COO HaN-CH-COO > HgN-CH-C—N-CH-COO + H20

liaison peptidique

Figure 1.1. Formation des liaisons peptidiques

Lesanticorps (immunoglobulines) sont des protéines synthétipéesin animal en réponse
a la présence d'une substance étrangere. lls sonétés par les plasmocytes qui dérivent des
lymphocytes B (cellules B). Chaque anticorps a affiaité spécifique pour le matériel étranger qui
a induit sa synthése. Une macromolécule étrangapabie de provoquer la formation d'un
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anticorps est appelée antigene (immunogéne). CexctioBs sont appelées réactions
immunologiques.

La séquence des acides aminés qui se polymérestntdéterminée par l'information
génétique contenue dans le chromosome - constiteé nablécules AADN (acide
désoxyribonucléique) - qui, chez les eucaryotesertierement localisée dans le noyau cellulaire.
Les recherches sur 'ADN ainsi que le génie géneétitirent le plus grand profit de l'usage des
enzymes de restriction.

Les enzymes sont les catalyseurs des systemes biologiques atigren protidique qui
interviennent dans toutes les réactions métabdiguergétiquement possibles qu’elles accélérent
par activation spécifique. Elles permettent d'atte¢ rapidement I'état d’équilibre de la réaction
sans le modifier. Elles ont une grande spécifidéésubstrat (pour les enzymes protéolytiques, la
spécificité portent sur le lieu d’attaque de I'em®), accélérent des réactions chimiques spécifiques
et fonctionnent en solution aqueuse, dans des tionslide température et de pH généralement tres
douced'?,

Le site actif d’'une enzyme est la région qui réwimet en contact les réactifs - souvent
appelés substrats - et facilite ainsi la réact@m.peut distinguer dans le site actif, d’'une padite
de fixation qui se combine au substrat par desdie faibles et le site catalytique qui agit sur le
substrat pour lui faire subir la réaction chimiqlies liaisons disulfures jouent souvent un réle
fondamental en rapprochant les acides aminés éuwagiif; les liaisons faibles jouent également ce
role 3,

Une classification officielle des enzymes a étépale en 1961. Elle permet de classer les
enzymes en six groupes selon le type de réactitalysae (oxydoréductases, hydrolases, lyases,
isomérases, ligases). Dans les groupes des hyesolais peut citer les enzymes protéolytiques qui

hydrolysent les liaisons peptidiques, comme lasiry, la chymotrypsine et la thrombine.

[.2. Applications des enzymes immobilisées

Les enzymes ont paru dés le début comme un modeegie d’utilisation de la biocatalyse.
Ces biocatalyseurs peuvent présenter cependamjugseinconvénients parmi lesquels leur manque
de stabilité et leur colt qui ont pu paraitre rbdbires pour certaines applications. A ces
inconvénients ont répondu les techniques dimmsdilon contribuant a la stabilisation des
enzymes dans leurs conditions d’utilisation, a lE&aupération éventuelle pour réutilisation et a la

possibilité de développer des réacteurs fonctionrman continu. Ce qui a ouvert la voie a
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I'exploitation industrielle. D’autres avantages mag de ces techniques sont d’augmenter, de fagon
souvent considérable, la productivité des bioréamstet la pureté des produits. Les principales
applications industrielles de ces techniques $§8ht Iisomérisation du glucose, la production
d’acide 6-aminopénicillanique, I'hydrolyse du lasto la synthése d’acides aminés lysine, acide
aspartique et alanine, I'hydrolyse de polysaccleariet de protéines, la production d’acrylamide, le
traitement des eaux.

Certaines enzymes trouvent des applications damglioration de golts désagréables. Par
exemple la trypsine peut étre immobilisée sur umevporeux par I'intermédiaire du glutaraldéhyde
et agir sur le lait de maniére a ralentir et dinginlapparition du got amer.

Les enzymes immobilisées peuvent aussi étre égsislans les domaines du diagnostic et
comme agent thérapeutigd, pour I'électroniqué™®, et la mise au point de biocaptelifs

Actuellement on assiste également a un grand medjaitérét pour les applications de la
trypsine immobilisée dans des microréacteurs, danslomaine de la protéomique, pour la

cartographie a haut débit des protéif@s
[.3. Enzymes immobilisées

Une enzyme immobilisée est une enzyme liée pamiggns physico-chimiques en surface
ou a l'intérieur d’un support solide. On cherchag@lement a conserver son activité enzymatique,
qui a tendance a diminuer aprés immobilisationalude possibles génes stériques, de limitations
dans I'accessibilité au site actif ; et a augmesétestabilité dans le temps, ce qui est souvetade
du fait de la structure plus rigide conférée pammobilisation aux enzymes. On distingue

normalement trois types de stabilité pour une emzynmobilisée:

1. Stabilité de stockage: évolution de I'activitéregistrée dans les conditions usuelles de
conservatiof®
Stabilité opérationnelle: évolution de I'actévile 'enzyme pendant des essais répétitifs

3. Stabilité thermique: résistance a des tempdratpius élevées auxquelles I'enzyme est

normalement dénaturée
Par exemple, la glycéraldéhyde-3-phosphate déepggdase (GAPDH) a été greffee a l'aide

du glutaraldéhyde sur la surface du verre poremxokkerve une augmentation de la stabilité de la
GAPDH fixée sur la surface par liaison covalente r@port a la stabilité de la méme enzyme en
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phase homogéne. L'enzyme libre perd son activisezasapidement (des les 4 premiéres heures)
tandis que I'activité de I'enzyme immobilisée restable pendant 30 joufs..

La trypsine immobilisée sur des polyesters vidéd#nts espaceurs (polyéthylene glycol
(PEG)-diamine, sérum albumine Bovine (BSA), dexiaamné ou porteur de fonctions aldéhyde),
présente une stabilité thermique supérieure apnésibbilisation: I'activité reste la méme pendant
environ 350 minutes a la température de 50°C ajora la méme température I'enzyme libre

présente une perte de la moitié de son activittnerdurée de moins de 20 min (Figure %)
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Figure 1.2. Stabilité thermique de la trypsine: trypsine lilg2® pug/ml) (+); trypsine immobilisée

par: PEG-diamined), dextran aminé&) et BSA (J; incubation a 50°C dans un tampon phosphate
de sodium 0,1 M pH=7,53"

L'immobilisation d'une enzyme sur ou dans une ctite solide condensée répond a deux
objectifs principaux. En premier lieu, une enzymané un catalyseur, il est trés important de
pouvoir la séparer des substrats et des produiteatgion afin d’assurer un recyclage efficace.
L’intérét est évident dans l'optique d'un procéd#aationnel continu. Le deuxieme avantage
généralement admis est la stabilisation de la jp@t&"?? en particulier lors de sa fixation par
liaison covalente a un support. De plus lorsqu’ost ®n ceuvre des protéases, I'immobilisation
permet de diminuer les phénomeénes d’hydrolyse miatdes enzymes (autolyse) qui conduit a leur
inactivation rapide en phase homog&né®.
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Figure 1.3. Diminution des phénoménes d’hydrolyse de la trypsiprés 'immobilisatioff*
I.4. Méthodes d’'immobilisation

Les méthodes citées dans la littérature sontrnoesbreuses. Cependant, il existe quatre
grandes méthodes, couramment utilisées pour immebildes enzymes: [linclusion, le
confinement, la réticulation, la fixation sur urpport. Le principe de ces méthodes est résumé dans
le tableau I.1.

Immobilisation Inclusion |« dans une matrice constituée par| le
réseau tridimensionnel d’'un polymere

D

par rétention

Physique * dans une microcapsule réuni par une
Confinement| membrane semiperméable

+ dans une fibre creuse

Immobilisation Fixation sur |« par adsorption
par interaction physique un support |« par liaison covalente

ou liaison chimique Réticulation |e etabllssemgnt d'un réseau par liaisons
covalentes intermoléculaires

Tableau 1.1. Différentes méthodes d'immobilisation des enzymes
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[.4.1. Inclusion dans une matrice

L’enzyme est dispersée dans une solution homogenenonomére ou d’émulsion. La
polymérisation du monomere conduit a la formatidandréseau au sein duquel I'enzyme est

emprisonnée d’'une maniere purement physique.

Figure 1.4. Inclusion dans un réseau de polymere insoluble

Cette méthode est tres simple mais posséde nasvenients principaux:

-le réseau formé est presque toujours trop lache ngvenir complétement I'enzyme.
-la limitation diffusionnelle des substrats, desdarits
-En présence d’agents complexants le gel se sislebil

1.4.2. Méthodes de confinement et microencapsulatio

Cette technique consiste a enfermer des enzynres udtee membrane semi-perméable. La
limitation a des substrats de faible poids mol&oeilpour I'enzyme, constitue le désavantage de
cette méthode. Le second inconvénient est que lgmgasation interfaciale qui aboutit a la
formation des microcapsules entraine fréquemmeast dématuration des enzymes. Certains ont

alors songé a utiliser des fibres creuses a trdesgsielles 'enzyme ne peut diffuser.
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[.4.3. Réticulation

La réticulation consiste a établir des liens centd entre molécules d’enzymes ou entre
molécules d’enzymes et de protéines inertes patetinédiaire d’agents polyfonctionnels, afin

d’obtenir des structures de tres haute masse raolair

1.4.4. Adsorption

bY

Cette méthode est extrémement simple & mettre wmeapuisqu’il suffit de laisser en
contact I'enzyme et le support & un pH, une foamigue et une température convenable. Les
différents types de liaisons intervenant dans baoison sont: interactions de Van der Waals,

liaison hydrogéne, transfert de charges (liaisoigige), échanges d’ions, interactions hydrophobes.

support

Figure 1.5. Immobilisation sur un support par adsorption piysi

Le principal inconvénient est la fragilité de ieation; ce peut étre également un avantage si
I'on souhaite désorber I'enzyme immobilisée pourdmplacer par une enzyme native. Les autres
désavantages de cette méthode sont les risquesalaise accessibilité au site actif, du fait de
'absence de bras espaceur, les difficultés daatiion en réacteurs continus du fait d’'une désmmpti

progressive de la protéine, qui est alors libéefesde milieu réactionn&f’.
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[.4.5. Liaisons covalentes

Cette immobilisation est réalisée par l'interméeiade liaisons irréversibles et covalentes
entre les groupements fonctionnels de I'enzymesgloupes réactifs du support. Ces groupes, en
général insuffisamment réactifs, nécessiterontaatization préalable. A priori, il faut activer soi
'enzyme, soit le support. Pour des raisons quirtmt a la difficulté de maintenir I'activité de
'enzyme (I'activation des groupes fonctionnels legzyme peut conduire a la dénaturation de
'enzyme) et aussi a la faible réactivité chimigdes acides aminés (amine primaire, acide

carboxylique, parfois thiol, phénol, hydroxyle), cmoisit généralement d’activer le support.

Figure 1.6. Immobilisation covalente de I'enzyme sur un suppor

Afin de lier 'enzyme au support par liaisons devées, on fait apparaitre sur le support des
fonctions chimiques réactives. Ces fonctions peuétre créées par réaction directe (cellulose +
CNBr par exemple) ou par greffage de composé hifmmeel (bras espaceur) qui comporte une
fonction capable de former une liaison covalentecaes fonctions portées par les enzymes. Ce
composé permet de fixer 'enzyme a une certaintante du support et d’avoir une meilleure
accessibilité de I'enzyme a son substrat. Le tabl@@senté montre certain des différents bras

espaceurs utilisés pour lier les fonctions des supgt les fonctions portées par I'enzyme.
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Groupement fonctionnel Composé bifonctionnel Groupement fonctionnel
au niveau du support (bras espaceur) au niveau de I'enzyme
-COOH Carbodiimide (RN=C=N-Ry) -NH;
Chlorure d’acide (PGJ Pck)
-OH Chlorotriazine (6N3sCly) -NH,
Halogénures de cyanogene
(BrCN, CICN)
-NH; Glutaraldéhyde (OHC-(Chs-CHO) -NH;
-NH; Carbodiimide (R-N=C=N-R,) -COOH

Isothiocyanate (R-N=C=S)

Isocyanate (R-N=C=0) _
. Isothiocyanate (R-N=C=S) -tyrosine

Sels de diazonium

"
R@NEN ey

-SH 4,4’-Dithiodipyridine -SH
7 N\ _g—g—/ \
-SH 3-Maleimidopropionic acid -NH;

N-hydroxysuccinimide ester

Tableau 1.2. Principaux groupements réactionnels entre le stgbdenzyme

Les supports géenéralement utilisés pour I'immehtion peuvent étre classés en deux

grands groupes:

a) les supports organiques qui comprennent leggides (acétate de celluld$¥, nitrate
de cellulose®”, dextrane!®® agarose, alginat€®, chitosan®®, amidon), les polyméres (le
polyéthyleéne (PEFY, le polypropyléne (PPY?, le polystyréne (PS¥, le polyéthylénetéréphtalate
(PET)B etc).

b) les supports inorganiques (verre poreux, sfitcemétalliquesd®®, alumino-silicates, etc.)

Les supports organiques peuvent étre chimiquemetntes par différentes techniques, ce
qui constitue l'un de leurs principaux avantages its permettent la fixation d’enzymes par
différentes voies. Les supports inorganiques seénmelement plus stables (résistance a l'usure,
aux agents chimiques et aux bactéries) mais ldidixacovalente sur ces supports est difficile a

cause de leur faible réactivité.
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ll. Fonctionnalisation de surface par différentes néthodes

La fonctionnalisation permet de créer a la surfdoesupport des fonctions chimiques
réactives, c'est-a-dire des fonctions utilisableargda fixation par liaison covalente d'une autre
molécule. Les méthodes d’activation des supporfsotignere sont:

e par voie chimique

* par irradiation UV (activation photochimique)

e par traitement plasma
[I.1. Activation de la surface de polymere par voiehimique

Afin d’introduire des groupements amines a la awefdu polyéthylene (PE), Goddard et
collaborateur§’” ont récemment étudié I'activation par la voie clojne. Aprés avoir rincé et séché
les films pendant la nuit, les films sont immergéss une solution de trioxyde de chrome anhydre,
d’eau déionisée et d’acide sulfurique a 70°C. Liygtbyléneimine (PEI) est ensuite fixé de fagon
covalente sur ce film oxydé en utilisant la méthddeKingshotf*®!. L'immobilisation de la lactase
a été effectuée par l'intermédiaire de la réactiarglutaraldéhyde avec les amines primaires de la
surface. Les auteurs ont montré que l'activité eraique de la lactase immobilisée sur PE
diminuait de 22 % a 23 % par semaine pendant tkate (avec une activité au départ de 0,020 U /

cn?).
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Figure 1.7. Activité de la lactase immobilisée pendant le lsdge a pH 6,8 dans la solution de
tampon phosphate au réfrigérateur (une unité dactase (LU) est définie par la libération de 1

umol d'o-nitrophenol par minute a 379¢’
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[1.2. Activation photochimique

L’étude de l'activation de la surface de polympes I'action d’'un rayonnement UV a été
établie par différentes équipes. Nahar e€dlont montré que la peroxydase de raifort (horsehadi
peroxydase) peut étre immobilisée sur le polysgractivé par la méthode photochimique utilisant
le 1-fluoro-2-nitro-4-azidobenzene (FNAB). L'act®i enzymatique (menée par la lumiere de
soleil) de la surface traitée dans ce cas est figsiplus élevée en comparaison avec la surface non
traitée.

Les autres modifications par irradiation UV proueqt aussi une oxydation de la surface du
polymére en utilisant soit 'ozone a 254 Kifi*?! soit le trifluoroethane-sulfonyl chloride (tresyl
chloride) & 365 nrif*!.

Concernant I'immobilisation de I'enzyme par cetteééthode, I'étude bibliographique ne

nous a pas permis de trouver des valeurs de ligcinzymatique de la surface immobilisée.

[1.3. Modification de la surface par plasma hors égqilibre basse pression

[1.3.1. Définition générale

Le plasma est un gaz ionisé électriguement nealdres lequel se coétoient des ions, des
especes moléculaires ou atomiques excitées, desuaddes électrons et des photons. Les plasmas
froids basse pression sont des milieux luminewerlg en soumettant un gaz a I'action d'un
champ électrique ou électromagnétique & basseigne€s1 & 16 Pa). Les phénomeénes de base de
la physico-chimie des plasmas reposent sur le psosede collision et de transfert d’énergie entre
une molécule ou un atome et un électron accélaréipahamp électromagnétique. Lors de ces
collisions inélastiques, I'électron transfére uragtie de son énergie a la molécule ou a I'atome et
modifie leur énergie interne. Cela conduit a l'ajjen d’especes gazeuses réactives de type
radicalaire ou moléculaire permettant de développeshimie spécifique au plasma. Ce type de
plasma est dit froid car la température macrosempidu gaz reste voisine de la température
ambiante. Ceci permet de modifier chimiquemenuldase sans altérer les propriétés de cceur des
matériaux trés sensible aux effets de températligue les polymeéres.

L’avantage de cette technique par rapport a la gbimique est le suivalif!:

-une homogeénéité de la surface
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-une amélioration de I'adhésion de support

-une bonne résistance chimique et physique

-une modification de la surface sans toucher leprmtés du coeur (bulk)

-une possibilité¢ de l'application sur différentspports comme les métaux, les polymeéres,
céramiques, les verres avec différentes géométeiassirface

-une possibilité de lintroduction des différentdonctions comme amines, aldéhydes,

carboxyliques, hydroxyles par plasma

En raison de différentes applications dans le doende I'immobilisation des biomolécules
(enzyme, peptide), polysaccharide (hépariné*> *¢ dextran®®), anticorpsi*’*%, collagéne®®),
comme la culture des celluléd™®* I'adsorption des protéiné®” (I'implantation des prothéses
dans le systéme cardiovasculaire, les membranesdasubiocapteurSs®, les lentilles de contact

57 plusieurs recherches ont été effectuées susudémces fonctionnalisées par —NFY.

L’incorporation des groupes d’amines a la surface support peut se faire par deux

procédures:
1. Avec des gaz non polymérisables commgeNiH;

Une comparaison entre des plasmas d’azote et damampar les équipes de F. Arefi et al.
5% montre que la cinétique de nitruration dans usmkad’ammoniac basse pression est effective
des les premiers temps de traitement (115 ms)efzanche le plasma d’azote nécessite un temps
plus long (1 s). En conséquence, l'incorporatioazdte par plasma ammoniac est plus rapide que

par plasma pH, ou plasma N

2. Avec des gaz polymérisables comme [lallylamin@Hf£=CH-CH,-NH,), le
propylamine (CH-CH,-CH,-NH>), le butylamine (CCH,-CH,-CH>-NH,)

Le dépot de la fonction d’amine avec cette tealmigst préférable en raison de la densité
plus élevée des fonctions amines incorporées parassdé®® . || est possible a I'aide de la
polymérisation par plasma en utilisant les condgidouces (puissances faible et / ou décharges RF
pulsées) d’avoir une rétention importante des fonstamines primaires et un taux de dissociation
faible du précurseur utilisé. Cependant le problessentiel de ce genre de surfaces réside dans la

stabilité du dépbt au lavage.
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3. Post-greffage en utilisant I'argon (Ar) commepué-traitement

La surface des polymeres est activée par plasm@ofmnation des radicaux libre sur la

surface) et greffée par une molécule aminée (avigia®?).

Ces techniques sont utilisées sur une grandet&ate supports polyméres pour différentes
applications. Pour des applications biomédicaldssqat souvent les plus recherch®&b on peut
citer comme exemple le polystyrene (PS), le PC, PRIMA, le polyéthylene (PE) le
polyétherethercétone (PEEK), le polyéthylenetéapte (PET), le polytétrafluoroéthylene (PTFE).
Le PS et le PC sont utilisés pour la culture ddlsiles, le PEEK et le PE pour des implantations et
prothéses, le PET et le PTFE pour la greffe desulaises®.

11.3.2. Quantification des groupes amines greffés ka surface

Etant donné I'importance portée a la densité destions amines (primaires, secondaires et
tertiaire) incorporées a la surface, plusieurs rnieghe (spectroscopie UV-visible, fluorescence,
RMN, XPS) sont présentées dans la littératti®’. Le tableau 1.3. présente différents résultats de
densités surfaciques des fonctions amines pareiiffés méthodes de dérivatisation couplées soit a

la spectroscopie UV-visible soit a XPS.

Support Type de traitemen{ Densité des aminesRéférence
(amines groupes/nn
Polystyréne (PS)| Plasma azote () 1,2 Wa[réBQ] et al.
SiO, / Si Voie chimique 2-8,9 M%%? et al
Polyéthylene (PE)| Plasma hydrazine 8-19 JE%?g et al.
Surface métalligug Plasma allylamine 5-12 Pl?sl]eo et al.

Tableau 1.3. Densités des fonctions amines par la spectrostdyieisible ou par XPS

Il a été reporté que la densité de ces fonctiomsnde dans le temps aussi bien sur les
surfaces stockées dans l'air que sur celles ladges les différents solvants.
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11.3.3. Immobilisation des enzymes sur la surfaceaitée par plasma

. Gancarze et son équif& ont mené une étude sur l'influence de la présdiargon dans
un plasma micro-onde par la décharge pulsée d#gsetits gaz ('ammoniac, I'allylamine et le n-
butylamine) sur I'activité de la glucose isomérasenobilisée. lls ont aussi suivi I'évolution de
I'activité de cette enzyme immobilisée en fonctala concentration de liaison C-N sur les films
de polysulfone. lls ont trouvé une meilleure atfvenzymatique (35,2 U) sur les surfaces traitées
par un plasma d’allylamine entrainé par I'argonigPance = 60 W, Temps de traitement = 3 min,
Pression = 2 mbar). lls ont obtenu une corréldimaire entre la concentration de fonction C-N et

I'activité de glucose isomérase (Figure 1.8.).
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Figure 1.8. Evolution du rapport de I'activité de glucose igoase en fonction de liaison C-N
mesurée par XPS pour des surfaces traitées parlasm@ d’ammoniac,de n-butylamine et
d'allylaminel™

(une unité de la glucose isomérase (U) est débaida libération de jumol fructose par minute)

S. Alvarez-Blanco et al’ ont choisi la méthode de post-greffage plasma pativer le
support de polyéthylene afin d’immobiliser le pegrdase de raifort (Horseradish HRP) dans le but
de diminuer I'adsorption de I'enzyme sur la surfaoe procédé consiste a créer dans un premier

temps des sites réactifs par une décharge RF pdésesel’argon a basse pression (200 mtorr). Cette
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étape est suivie de l'introduction du précurseut,® diamine propane sous vide a la température
ambiante. Cette technique est utilisée pour élatedécomposition du précurseur et en conséquence
avoir une rétention plus importante des fonctiangas.

Apres avoir activé la surface par des groupemeisl, selon la méthode détaillée
préecédemment, chlorure d’oxallyle est fixé de facomalente sur la surface fonctionnalisée par —
NHo.

— [FEL -

NHZ H;

F%fu H T N,

TIPS

Figure 1.9. Schema de la méthode présentée pour 'immobilisadtiorseradish peroxydase sur un
support de PE (Plasma RF, Puissance=13,56, Pratgicn200 mtorr)"

R. Ganapathy et ses collaborateiifsse sont intéressés a l'influence de la longueuade
chaine des bras espaceurs sur I'activité dedhymotrypsine immobilisée sur différents supports
(polyester, polystyréne, polyéthyléne) via destias covalentes. Ils ont observé que le support n'a
pas d’influence sur I'activité de 'enzyme immobée; par contre il existe une corrélation entre la
longueur des bras espaceurs et l'activité enzymatidp’apres eux l'activité enzymatique de la
chymotrypsine peut étre améliorée par I'utilisata® bras espaceurs ayant de longues chaines. Ce

qui procure une augmentation de la mobilité dezlyeme.
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Conclusion

Cette étude bibliographique met en évidence lagpe scientifique et expérimentale
proposée pour le traitement de surface des polgméaas le but d'y incorporer les fonctions
actives permettant une immobilisation des enzymes.

Les plasmas basse pression sont les procédésdes ataptés au traitement de surface des
polyméres dans la mesurar @ls constituent une source d’especes chimiquemeéattives a
température ambiante.

L’introduction de fonctions amines par plasma kagsilibre peut étre envisagée selon
différentes voies: le post-greffage, la fonctiomsation et la polymérisation. Alors que les deux
premieres méthodes s’avérent extrémement intéressan terme de cinétique d’incorporation de
fonctions amines et de sélectivité, la polymérmatar plasma de précurseurs tels que I'allylamine,
dans les conditions douces du plasma, pourraitwioma@ la formation d’une couche mince ayant
un taux de fonctions amines importantes. Cependantcompromis doit étre trouvé entre la
sélectivité du procédeé et la stabilité des fondifmrmeées.

Parmi les différentes méthodes d'immobilisatios dazymes, I'immobilisation par liaisons
covalentes permet d’obtenir des liaisons solidéseegnzyme et support et parait ainsi la mieux

adaptée pour réaliser des systemes performantie sangues durées.

32



CHAPITRE I: Etat de I'art sur limmobilisation de biomoléculsssr un support solide

Références

[1] — K. Kato, Y. Ikada
«Selective adsorption of proteins to their ligandgalently immobilized onto microfibers»

Biotechnology and Bioengineering, 47, 5, 1995, p-566

[2] - S. R. Ahmed, A. T. Lutes, T. A. Barbari

«Specific capture of target proteins by orientetibalies bound to tyrosinase-immobilized protein
A on a polyallylamine affinity membrane surface»

Journal of Membrane Science, 282, 1-2, 2006, p3111-

[3] —D. A. Puleo, R. A. Kissling, M. S. Sheu

«A technigue to immobilize bioactive proteins, undihg bone morphogenetic protein-4 (BMP-4),
on titanium alloy»

Biomaterials, 23, 2002, p 2079-2087

[4] —S. Rejikumar, S. Devi
«Immobilization of-Galactosidase onto polymeric supports»

Journal of Applied Polymer Science, 55, 1995, p-87&

[5] =Y. Chen, E. T. Kang, K. G. Neoh, K. L. Tan

«Covalent immobilization of invertase onto the aod-modified polyaniline from graft
copolymerization with acrylic acid»

European Polymer Journal, 36, 2000, p 2095-2103

[6] —J. M. Song, T. Vo-Dinh

«Miniature biochip system for detection of Escheiac coli O157:H7 based on antibody-
immobilized capillary reactors and enzyme-linkeanonosorbent assay»

Analytica Chimica Acta, 507, 2004, p 115-121

[7] — H. Korri-Youssoufi, C. Richard, A. Yassar

«A new method for the immobilisation of antibodiesonducting polymers»
Materials Science and Engineering, 15, 2001, p30Y-

33



CHAPITRE I: Etat de I'art sur limmobilisation de biomoléculsssr un support solide

[8] — D. E. McManus, D. H. Randerson

«A covalently immobilized antibody: The influencétbe bond chemistry and support polymer on
the uptake, stability and immunoreactivity»

The Chemical Engineering Journal, 32, 1986, p B28-B

[9] — Z. Zhang, Q. Chen, W. Knoll, R. Foerch, R. HolcombD. Roitman
«Plasma polymer film structure and DNA probe imnliahtion»
Macromolecules, 36, 2003, p 7689-7694

[10] —K. Kato, Y. lkada
«Immobilization of DNA onto a polymer support arsl potentiality as immunoadsorbent»

Biotechnology and Bioengineering, 51, 1996, p 580Q-5

[11] —H. R. Horton, L. A. Moran, R. S. Ochs, J. D. RawnK. G. Scrimgeour
«Principes de biochimie»
De Boeck-Wesmael S.A., Bruxelles, 199%° édition, ¥ triage 2000, p 53

[12] —T. Hayashi, Y. Ikada
«Protease immobilization onto polyacrolein micrcesgs»

Biotechnology and Bioengineering, 35, 5, 1990, §-524

[13] —J. Kruh
«Biochimie: études médicales et biologiques, Illdge cellulaire et moléculaire»

Hermann, éditeurs des sciences et des arts, 19560 p

[14] —W. Marconi
«Immobilized enzymes: Their catalytic behaviour #melr industrial and analytical applications»

Reactive polymers, 11, 1989, p 1-19

[15] —A. A. Shulga, M. Koudelka-Hep, N. F. Derooij

«Glucose sensitive enzyme field effect transistsmg potassium fericyanide as an oxidizing
substrate»

Analytical Chemistry, 66, 1994, p 205-210

34



CHAPITRE I: Etat de I'art sur limmobilisation de biomoléculsssr un support solide

[16] —J. M. Fernandez-Romero, M. D. L. DeCastro

«Flow through optical biosensor based on the peemammobilization of an enzyme and transient
retention of a reaction product»

Analytical Chemistry, 65, 1993, p 3048-3052

[17] —S. Ekstrom, P. Onnerfjord, J. Nilsson, M. BengtssanT. Laurell, G. Marko-Varga
«Integrated microanalytical technology enablingaamd automated protein identification»
Analytical Chemistry, 72, 2000, p 286-293

[18] —S. Soni, J. D. Desai, S. Devi

«Immobilization of Yeast Alcohol Dehydrogenase bgtrapement and covalent binding to
polymeric supports»

Journal of Applied Polymer Science, 82, 2001, p9t23905

[19] —M. Bartolini, V. Andrisano, I. W. Wainer

«Development and characterization of an immobilieadyme reactor based on glyceraldehydes-3-
phosphate dehydrogenase for on-line enzymaticestudi

Journal of Chromatography A, 987, 2003, p 331-340

[20] —M. Nouaimi, K. Mdschel, H. Bisswanger
«Immobilization of trypsin on polyester fleece different spacers»
Enzyme and Microbial Technology, 29, 2001, p 564-57

[21] —L. Cao, F. Van Rantwijk, R. A. Sheldon

«Cross-linked enzyme aggregates: A simple and tefeeanethod for the immobilization of
penicillin acylase»

Organic Letter, 2, 2000, p 1361-1364

[22] — R. Schoevaart, M. W. Wolbers, M. Golubovic, M. OttensA. P. G. Kieboom, F. Van
Rantwijk, L. A. M. Van der Wielen, R. A. Sheldon
«Preparation, optimization, and structures of ctodé®d enzyme aggregates (CLEAS)»

Biotechnology and Bioengineering, 87, 2004, p 762-7

[23] = V. V. Mozhaev, N. S. Melik-Nubarov, M. V. Sergeevay. Siksnis, K. Martinek

35



CHAPITRE I: Etat de I'art sur limmobilisation de biomoléculsssr un support solide

«Strategy for stabilizing enzyme. Part one: Indreastability of enzyme via their multi-point
interaction with a support»
Biocatalysis, 3, 1990, p 179-187

[24] —K. Yamada, T. Nakasone, R. Nagano, M. Hirata

«Retention and reusability of trypsin activity byvalent immobilization onto grafted polyethylene
plates»

Journal of Applied Polymer Science, 89, 2003, p435381

[25] — M. I. Kim, J. Kim, J. Lee, H. Jia, H. B. Na, J. K. Youn, J. H. Kwak, A. Dohnalkova, J.
W. Grate, P. Wang, T. Hyeon, H. G. Park, H. N. Chag

«Crosslinked enzyme aggregates in hierarchicatiigi@d mesoporous silica: A simple and
effective method for enzyme stabilization»

Biotechnology and Bioengineering, 96, 2007, p 218-2

[26] — Tai Shung Chung, Kai-Chee Loh, Sock Khiang Goh
«Development of cellulose acetate membranes faebagmmobilization to remove phenol»
Journal of Applied Polymer Science, 68, 1998, p716888

[27] — S. Ben Rejeb, M. Tatoulian, F. Arefi Khonsari, N. kscher Durand, A. Martel, J. F.
Lawrence, J. Amouroux, F. Le Goffic

«Functionalization of nitrocellulose membranes gammonia plasma for the covalent attachment
of antibodies for use in membrane-based immunoassay

Analytica Chimica Acta, 376, 1998, p 133-138

[28] —L. M. Dai, H. A. W. St. John, J. J. Bi, P. ZientekR. C. Chatelier, H. J. Griesser
«Biomedical coatings by the covalent immobilizatmmpolysaccharides onto gas-plasma-activated
polymer surfaces»

Surface and Interface Analysis, 29, 2000, p 46-55

[29] — S. Cosnier, A. Novoa, C. Mousty, R. S. Marks

«Biotinylated alginate immobilization matrix in thenstruction of an amperometric biosensor:
application for the determination of glucose»

Analytica Chimica Acta, 453, 2002, p 71-79

36



CHAPITRE I: Etat de I'art sur limmobilisation de biomoléculsssr un support solide

[30] —H. Seo, K. Itoyama, K. Morimoto, T. Takagishi, M. Cka, T. Hayashi
«Spacer effects on enzymatic activity of bromelaimobilized onto porous chitosan beads»
European Polymer Journal, 34, 1998, p 917-922

[31] —U. Hayat, A. M. Tinsley, M. R. Calder, D. J. Clark

«ESCA investigation of low-temperature ammonia iplagreated polyethylene substrate for
immobilization of proteinx»

Biomaterials, 13, 1992, p 801-806

[32] —M. Mason, K. P. Vercruysse, K. R. Kirker, R. Frisch, D. M. Marecak, G. D. Prestwich,
W. G. Pitt

«Attachment of hyaluronic acid to polypropylenelystyrene, and polytetrafluoroethylene»
Biomaterials, 21, 2000, p 31-36

[33] —H. J. Steffen, J. Schmidt, A. Gonzalez-Elipe

«Biocompatible surfaces by immobilization of hepasn diamond-like carbon films deposited on
various substrates»

Surface and Interface Analysis, 29, 2000, p 386-391

[34] —B. Gupta, C. Plummer, I. Bisson, P. Frey, J. Hilbon

«Plasma-induced graft polymerization of acrylicdacnto poly (ethylene terephthalate) films:
characterization and human smooth muscle cell dgrontgrafted films»

Biomaterials, 23, 2002, p 867-871

[35] —M. T. Martin, M. Alcalde, F. J. Plou, A. Ballesters

«Covalent immobilization of cyclodextrin glucosgiisferase (CGTase) in activated silica and
Sepharose»

Indian Journal of Biochemistry and Biophysics, 3902, p 229-234

[36] —M. Minier, M. Salmain, N. Yacoubi, L. Barbes, C. Méhivier, S. Zanna, C. M. Pradier
«Covalent immobilization of lysozyme on stainlesset Interface spectroscopic characterization
and measurement of enzymatic activity»

Langmuir, 21, 2005, p 5957-5965

37



CHAPITRE I: Etat de I'art sur limmobilisation de biomoléculsssr un support solide

[37] —J. M. Goddard, J. N. Talbert, J. H. Hotchkiss
«Covalent attachment of lactase to low-density @iblylene films»
Journal of Food Science, 72, 2007, p E36-E41

[38] — P. Kingshott, J. Wei, D. Bagge-Ravn, N. Gadegaardl, Gram
«Covalent attachment of poly(ethylene glycol) tdaces, critical for reducing bacterial adhesion»
Langmuir, 19, 2003, p 6912-6921

[39] —P. Nahar, A. Nagvi, S. Farhat Basir
«Sunlight-mediated activation of an inert polymerface for covalent immobilisation of protein»
Analytical Biochemistry, 327, 2004, p 162-164

[40] — K. Yanagisawa, T. N. Murakami, Y. Tokuoka, A. Ochia, M. Takahashi, N. Kawashima
«Immobilization and enzymatique activity of glucasadase on polystyrene surface modified with
ozone aeration and UV irradiation in distilled weded / or aqueous ammonia solution»

Colloids and Surfaces B: Biointerfaces, 48, 2006741

[41] —M. M. Browne, G. V. Lubarsky, M. R. Davidson, R. H.Bradley
«Protein adsorption onto polystyrene surfaces stuldy XPS and AFM»
Surface Science, 553, 2004, p 155-167

[42] —H. Y. Nie, M. J. Walzak, B. Berno, N. S. Mclintyre

«Atomic force microscopy study of polypropylene fages treated by UV and ozone exposure:
modification of morphology and adhesion force»

Applied Surface Science, 144-145, 1999, p 627-632

[43] —P. Kumar, K. C. Gupta
«A rapide method for the construction of oligonatige arrays»
Bioconjugate Chemistry, 14, 2003, p 507-512

[44] —P. K. Chu, J. Y. Chen, L. P. Wang, N. Huang

«Plasma-surface modification of biomaterials»
Materials Science and Engineering R, 36, 2002,3206

38



CHAPITRE I: Etat de I'art sur limmobilisation de biomoléculsssr un support solide

[45] —L. M. Dai, H. A. W. St. John, J. J. Bi, P. ZientekR. C. Chatelier, H. J. Griesser
«Biomedical coatings by the covalent immobilizatmmpolysaccharides onto gas-plasma-activated
polymer surfaces»

Surface and Interface Analysis, 29, 2000, p 46-55

[46] —J. -S. Bae, E. -J. Seo, I. K. Kang
«Synthesis and characterization of heparinizedypetiranes using plasma glow discharge»
Biomaterials, 20, 1999, p 529-537

[47] —C. C. Tsali, Y. Chang, H. W. Sung, J. C. Hsu, C. NChen

«Effects of heparin immobilization on the surfatemcteristics of a biological tissue fixed with a
naturally occurring crosslinking agent (genipim:ia vitro study»

Biomaterials, 22, 2001, p 523-533

[48] —Z.y. Wu, Y Yan, G. Shen, R. Yu

«A novel approach of antibody immobilization basedn-butyl amine plasma-polymerized films
for immunosensors»

Analytica Chimica Acta, 412, 2000, p 29-35

[49] —D. S. Wilson, S. Nock
«Functional protein microarrays»

Current Opinion in chemical Biology, 6, 2001, p &3.-

[50] —K. Nakanishi, A. Masao, Y. Sako, Y. Ishida, H. Mugmuma, I. Karube

«Detection of the red tide-causing plankton Alexamd affine by a piezoelectric immunosensor
using a novel method of immobilizing antibodies»

Analytical Letters, 29, 1996, p 1247-1258

[51] —J. Yang, J. Bei S. Wang

«Enhanced cell affinity of poly (D-lactide) by comimg plasma treatment with collagen
anchorage»

Biomaterials, 23, 2002, p 2607-2614

[52] —F. R. Pu, R. L. Williams, T. K. Markkula, J. A. Hunt

39



CHAPITRE I: Etat de I'art sur limmobilisation de biomoléculsssr un support solide

«Effects of plasma treated PET and PTFE on exmmesei adhesion molecules by human
endothelial cells in vitro»
Biomaterials, 23, 11, 2002, p 2411-2428

[53] —J. Yang, J. Z. Bei, S. G. Wang

«Improving cell affinity of -poly(D,L-lactide) filmmodified by anhydrous ammonia plasma
treatment»

Polymers for Advanced Technologies, 13 (3-4), 2@0220-226

[54] —A. Harsch, J. Calderon, R. B. Timmons, G. W. Gross

«Pulsed plasma deposition of allylamine on polysilte: a stable surface for neuronal cell
adhesion»

Journal of Neuroscience Methodes, 98, 2000, p #3b-1

[55] —J. H. Lee, H. W. Jung, I. K. Kang, H. B. Lee
«Cell behaviour on polymer surfaces with differemtctional groups»
Biomaterials, 15, 1994, p 705-711

[56] —B. Lassen, M. Malmsten
«Competitive Protein Adsorption at Plasma Polymerf&ges»
Journal of Colloid Interface Science, 186, 1, 1999;16

[57] -Y. M. Lee, J. K. Shim

«Preparation of pH/temperature responsive polymembrane by plasma polymerization and its
riboflavin permeation»

Polymer, 38, 1997, p 1227-1232

[58] —P. Kingshott, H. A. W. St John, R. C. Chatelier, HJ. Griesser

«Matrix-assisted laser desorption ionization mgsscgometry detection of proteins adsorbed in
Vivo onto contact lenses»

Journal of Biomedical Materials Research, 49, 2@086-42

[59] —F. Arefi-Khonsari, M. Tatoulian, J. Kurdi, J. Amour oux
«Plasma processing of polymers for enhanced adhé&simetals and metal oxides»

40



CHAPITRE I: Etat de I'art sur limmobilisation de biomoléculsssr un support solide

Proceedings of the 80th Anniversary Memorial Ceifiigkyo Institute of Technology Symposium;
RadTech: Japan, 2000, p 158-165

[60] —M. T. van Os, B. Menges, R.Foerch, G. J. Vancso, \Knoll
«Characterization of plasma-polymerized allylamisang waveguide mode spectroscopy»
Chemical Material, 11, 1999, p 3252-3257

[61] —F. Fally, C. Doneux, J. Riga, J. J. Verbist

«Quantification of the functional groups presentha surface of plasma polymers deposited from
propylamine, allylamine, and propargylamine»

Journal of Applied Polymer Science, 56, 1995, p-69%

[62] —S. Sano, K. Kato, Y. lkada
«Introduction of functional groups onto the surfat@olyethylene for protein immobilization»
Biomaterials, 14, 1993, p 817-822

[63] —A. K. Walker, Y Wu, .R. B Timmons G. R. Kinsel, K.D Nelson

«Quantification of the functional groups presentha surface of plasma polymers deposited from
propylamine, allylamine, and propargylamine»

Analytical chemistry (Technical Note), 71, 19928-272

[64] —J. R. Hollahan, B. B. Stafford, R. D. Falb, S. T. &yne
«Attachment of amino groups to polymer surfacesaojofrequency plasmas»

Journal of applied Polymer Science, 13, 1969, p&0F

[65] —P. Hamerli, Th. Weigel, Th. Groth, D. Paul

«Surface properties of and cell adhesion onto atyhe-plasma-coated polyethylenterephtalat
membranes»

Biomaterials, 24, 2003, p 3989-3999.

[66] —Y., Xing, E., Borguet

«Specificity and sensitivity of fluorescence lalmglof surface species»
Langmuir, 23, 2007, p 684-688.

41



CHAPITRE I: Etat de I'art sur limmobilisation de biomoléculsssr un support solide

[67] —T. K. Markkula, J. A. Hunt, F. R. Pu, R. L. William s
«Surface chemical derivatization of plasma-tre&Ed and PTFE»
Surface and Interface analysis 34, 2002, p 583-587

[68] —M. J. Wang, Y. I. Chang, F. Poncin-Epaillard

«Effects of the addition of Hydrogen in the Nitrogeold plasma: The surface modification of
polystyrene»

Langmuir, 19, 2003, p 8325-8330

[69] —J. H. Moon, J. W. Shin, S. Y. Kim, J. W. Park

«Formation of uniform aminosilane thin layers: Anime formation to measure relative surface
density of the amine group»

Langmuir, 12, 1996, p 4621-4624

[70] —X. Jiang, H. Yu, R. Frayne, O. Unal, C. M. Strother

«Surface functionalization of polyethylene for meatio resonance signal-enhancing coating
materials»

Chemical Material, 14, 2002, p 1914-1920

[71] —1. Gancarz, J. Bryjak, G. Pazniak, W. Tylus
«Plasma modified polymers as a support for enzynmeabilization (Il. Amines plasma)»
European Polymer Journal, 39, 2003, p 2217-2224

[72] —S. Alvarez-Blanco, S. Manolache, F. Denes
«A novel plasma-enhanced way for surface-functiaatibn of polymeric substrates»
Polymer Bulletin, 2001, p 329-336

[73] —R. Ganapathy, S. Manolache, M. Sarmadi, W. J. Simaick, J. R., F. Denes

«Immobilization of activei-chymotrypsin on RF-plasma functionalized polymafaces»
Journal of Applied Polymer Science, 78, 2000, 11836

42



Chapitre |l

Modification de surface des films de
polyéthylene (PE) par procéede

plasma basse pression NH

43



Introduction
|. Fonctionnalisation de polymeére par traitement pasma RF NH3 basse pression
l.1. Réacteur plasma utilisé pour le traitemensuléace des films de polyméres
l.2. Choix du polymere support du greffage des tions amines
1.3. Choix des conditions de traitement de surfsareplasma hors équilibre
Il. Caractérisations physico-chimiques de la surfag du PE traité par plasma NH3
Il.1. Caractérisation de I'énergie de surface panéthode de I'angle de contact
I1.2. Modifications topographiques de la surfacefitia de PE
II.3. Mise en évidence des modifications chimiquis la surface du film de PE par
spectroscopie de photoélectrons X (XPS)
Il.4. Quantification des fonctions amines grefféeda surface des films de PE traités par
plasma NH3 hors équilibre
1.4.1. Principe de la dérivation chimique poudé&ntification des fonctions amines greffées
I1.4.2. Détermination quantitative des amines (jaiimes, secondaires et tertiaires) greffées a la
surface de films de PE
I1.4.2.1. Dosage des amines primaires
I1.4.2.1.1. Méthode de dosage a base du réactd-&@-SPDP
11.4.2.1.2. Méthode de dosage a partir du réadBZNnitrobenzaldéhyde)
11.4.2.1.3. Méthode de dosage a l'aide des réaHsninothiolane (ITL) et acide
bicinchoninic (BCA)
[1.4.2.2. Dosage des amines primaires et secorgdaire
I1.4.2.3. Dosage des trois classes d’amines (presasecondaires, tertiaires) sur les surfaces
de PE traitées par plasma NH3 hors équilibre
I1.4.3. Comparaison entre les différentes méthathessies
lll. Vieillissement du matériau greffé par des font¢ions aminées
l1l.1. Etude du vieillissement de la surface de tP&té par plasma NH3 par la méthode de
I'angle de contact
l1.2. Etude par dérivation chimique du vieillissent des fonctions amines greffées a la surface
de films de PE traités par plasma NH3
[1.3. Interprétation des études de vieillissemamia surface traité par plasma NH3
Conclusion

Références

44



Introduction

La technologie plasma basse pression est utilg@e la modification de polymeres
permettant un meilleur contrdle des propriétés igbyshimiqgues comme la mouillabilité et
'adhésion. De plus, le polymeére traité présentendavelles propriétés de surface adaptées a
'immobilisation de biomolécules.

L’objectif de ce chapitre est de qualifier les gmétés physico-chimiques de la surface du
polyéthylene apres greffage de fonctions amines sufface a I'aide d’un plasma d’ammoniac. A
cet effet, nous ferons appel a différentes techesgdianalyse de surface en vue de préciser les
modifications topographiques et chimiques de |faset

Dans un premier temps, apres la description deteggaplasma basse pression utilisée pour
le traitement des films de PE, nous étudieronsoligion de I'énergie de surface a l'aide de la
technique de mesure de la mouillabilité des susfaee angle de contact. Dans un deuxiéme temps,
les modifications topographies et chimiques deuldase du PE seront analysées par microscopie
électronique a balayage (MEB), microscopie a foatemique (AFM) et spectroscopie de
photoélectron X (XPS). Enfin, cette étude sera détép par différentes méthodes de dérivation
chimique dans le but de quantifier les fonctionsines greffées en surface et d'identifier en
particulier les amines primaires. Cette mesureesseéntielle pour valider les différentes étapes de
fixation conduisant a 'immobilisation de I'enzyme.

Ainsi, la corrélation de I'ensemble des résultditenus permettra d’établir une meilleure

compréhension des modifications de surface assoai¢&aitement plasma NH
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|. Fonctionnalisation de polymeéere par traitement pasma RF NH

basse pression

I.1. Réacteur plasma utilisé pour le traitement desurface des films de polyméres

Le traitement de surface des films de polymér&éadalisé dans un réacteur plasma basse
pression hors équilibre disposant, selon une cordigon asymétrique, de deux électrodes de type
couteau-cylindre. L’électrode reliée a la hautesitem radio-fréequence (RF) est en acier inoxydable,
elle se présente comme un couteau creux de lon@@eam ayant une ouverture de fente de 0,5
mm pour permettre le passage du flux de gaz plasnead.a contre-électrode reliée a la masse, est
un cylindre de diameétre 7 cm et de longueur 22larfilm de polyéthyléne (22 cm par 22 cm) est
enroulé autour du cylindre. La vitesse de rotatarcylindre est fixée a 1 tour par seconde ce qui
correspond a une vitesse linéaire de 22 cm pamdecd.a largueur du rideau plasma traitant le
polymere (PE) est estimée a 0,5 cm (Figure lIlla)face du PE traité peut étre divisée en 22/0,5,
soit 44 faisceaux de décharge, chaque faisceati téaité pendant 1/44 seconde a chaque thur

Ainsi, pour une rotation de 1 tour / s, le tempdrdgégement est de 0,023 s par seconde écoulée.

7cm

électrode 22cm

creuse

0,5cm

faisceaude décharge
ayant traité le polymere a un instant t

Figure 11.1. Détail de la configuration des électrodes type eautcylindre du réacteur plasma RF

hors équilibre basse pression
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électrode creuse décharge plasma
haute tension RF

— électrode de masse

|| <4—— (cylindre)

source électrique b
débitmeétre (70 KHz) )

groupe de pompage

bouteille de gaz (pompe primaire, pompe secondaire et pompe chimigie

NH;

a)

Figure I1.2. Réacteur plasma RF basse pression utilisé potaiterhent de films de polymere:

a) schéma du réacteur et b) photo du réacteur

Les gaz plasmagenes sont injectés a travers Fétexicreuse et la décharge s’établit dans
I'espace inter-électrodes, fixé a 8 mm, a l'aidend@ source d’excitation d’'une puissance maximale
de 800 watts et d’'un générateur Radio-Fréquence @kvrant une frequence de 70 kHz. Pour
éviter le risque de passage au régime d’arc, bélde haute tension est gainée de polyéthylene
haute densité.

Afin d'éliminer I'oxygéne atmosphérique, l'installan est placée sous un vide de*1Pa
pendant une heure puis la circulation du mélangewgachoisi est établie a I'aide d’'un systeme de
pompage primaire et secondaire (pompe turbo-maée)l Différents gaz peuvent étre utilisés
(234} cependant notre attention se portera plus péitiement sur I'utilisation de 'ammonidg.

Le groupe du pompage primaire et secondaire as&limination de I'atmosphére NO,
jusqu’a 10” tandis que les conditions de traitement 4R8 en atmosphére Nidont assurées par
une pompe chimique utilisant une huile fluorée msdigle a la dégradation de ses propriétés par le

gaz NH; (Figure 11.2.). Pour éviter la corrosion de la gmarturbo-moléculaire par NHune vanne
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tiroir permet d’isoler cette pompe et de la protédgrant le traitement. Le systéeme de pompage
pendant le traitement est composé d’'une pompe paratd’'une pompe chimique.

[.2. Choix du polymere support du greffage des forimns amines

Comme nous l'avons vu précédemment au chapiedriitement par plasma est trés utilisé
pour le traitement de surface de différents pol@sgnous nous intéresserons ici au polyéthylene
(PE) (-CH-CH,-), dont les principales propriétés s&ft:

* Une résistance chimique élevée et une bonne flagibi

» Une faible masse spécifique (densité de 0,9-0,8238)

» Un caractere hydrophobe marqué avec une tensisartice trés faible

* Une bonne stabilité thermique (la température malend’exploitation est comprise entre
50 et 90°C et la température minimale d’exploitatie -60°C)

* Une tres haute pureté et une non toxicité biologiqu

Dans le cadre de notre étude, nous avons utiligénurle PE basse densité (0,92 gfruie 100
um d’épaisseur fourni par la société Goodfellowdréhce: ET 311201). Les principales propriétés

sont résumées dans le tableau suivant:

Adsorption d’eau sur 24 heures (%) <0,015
Indice de réfraction 1,51
Indice limite d’oxygene (%) 17
Conductivité thermique (W thK™) 0,33a23°C
Chaleur spécifique (J'KKg™) 1900-2300

Tableau I1.1. Caractéristiques des films de PE basse densitéufgationnées par Goodfellow)

Apres le traitement, le film de PE traité est dgeoan disques de diametre 2,4 cm (surface S =
4,52 cn).
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[.3. Choix des conditions de traitement de surfacpar plasma hors équilibre

Les parameétres opératoires utilisés pour le trate de films de polyéthyléne par plasma
RF hors équilibre d’'ammoniac sont résumeés danalkdu suivant. Ces conditions seront celles

utilisées par la suite pour le traitement de fildes PE. Notons que ces conditions ont déja été

optimisées par les études effectuées au laboratGiRPTS®.

|

Gaz NH;
Débit de gaz 175 cffmin
Pression 1,5 mbar
Puissance plasma 40 W
Temps de traitemen 2s

Tableau [1.2. Conditions opératoires retenues pour le traitenpamt plasma d’ammoniac hors

equilibre
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ll. Caractérisations physico-chimiques de la surfag du PE traité par

plasma NH;

L'objectif de cette partie est d’étudier les mardfions physico-chimiques induites par le
traitement plasma hors équilibre; afin d’étudiemadification de surface engendrée nous avons
fait appel a la méthode de l'angle de contact (dé&teation de I'énergie libre de surface), la
spectroscopie de photoélectrons X (XPS), la miapisc de force atomique (AFM) et la
microscopie électronique a balayage (MEB). Cettel@tsera complétée par une comparaison de

différentes méthodes permettant d’identifier etjdantifier les fonctions amines.
[I.1. Caractérisation de I'énergie de surface pard méthode de I'angle de contact

La détermination de I'énergie libre de surfacenper de qualifier les modifications
morphologiques et chimiques de I'extréme surfaettecmesure repose sur la méthode de I'angle
de contact. Lorsqu’une goutte de liquide est dépasi une surface, I'angle entre la tangente a la
goutte au point de contact et la surface solidegselé angle de contact. La mesure rend compte de
I'aptitude du liquide choisi a s’étaler sur la s d’'un solide; elle permet de qualifier la sugfac
aprées traitement: hydrophobe (grand angle, fainkrgie de surface) ou hydrophile (petit angle,
grande énergie de surface). L'interaction liquiderface est régie par les trois parametres swsvant

« tension interfaciale solide-liquide, (J/nf)
« tension interfaciale solide-vapewus, (3/nf)

« tension interfaciale liquide-vapeur, (J/nf)

YLV

vapeur (V)

liquide (L)  *=
<

» Vv

Film de polymere (S)

Figure I1.3. Principe de la mesure d’angle de contact
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Ces trois grandeurs sont reliées par I'équatiorydeng qui est la base de la plupart des
méthodes de calcul de I'énergie de surface.
Y sv=7 sLty Lv . CO9
Le travail d’adhésion entre une surface solideuretliquide peut s’exprimer a l'aide de
'équation combinée de Young-Dupré qui donne undatiom directe entre l'adhésion
thermodynamique et I'angle de contact de la galdgtiéquide déposée sur la surface du polymeére:
WsL =ysv+ yLv- vsL
Ws. =vyv (1+co9)
Avec:
yLv : énergie libre de surface du liquide (cette valeurt 72,8 mJ/fdans le cas de I'eau)

0: angle de contact du liquide sur la surface dyrméte

Les mesures d’angle de contact sont effectuéesnatigpuement a l'aide d’'un systeme de
traitement d’'image avec un intervalle de mesur¢ewles 0,6 s. Le systéme comporte une caméra
monochrome de télévision afin de visualiser la gouwtéposée, une source de lumiere pour
I'éclairage de I'’échantillon, une microseringuemettant de déposer un volume de 2 +d,tle
liquide (en général de l'eau distillée) sur le podchantillon sur lequel est placé le film de
polymere. Pour chaque échantillon, une valeur muyea été calculée a partir de 3 analyses

effectuées en différents endroits de I'échantilthn

Moniteur

Microseringue

Caméra Source lumineuse

4—[5'!‘“"‘—"1“ ]

Figure 11.4. Dispositif de la mesure de l'angle de contact
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Les résultats de la mesure de I'angle de contadtedu montrent que le film de PE non
traité a une valeur relativement élevée de I'omiee90° (cos = 0) ce qui indique le caractere
hydrophobe et la grande inertie chimique de ce maatéEn revanche aprées traitement par plasma
d’ammoniac cette valeur atteint 54° + 2° (€os 0,59) ce qui révéle le caractére hydrophileade |

surface dd a la présence des groupements polag#ésgsur la surface traitée par plasma.

[1.2. Modifications topographiques de la surface duilm de PE

L'analyse par MEB a été réalisée au laboratoiterfaces et Systémes Electrochimiques
(LISE, université Pierre et Marie Curie). La degtidn de cette technique d’'analyse figure en
annexe A.4. Les figures II-5 a et b représentespaetivement les micrographies MEB d’une
surface de PE non traité et d’'une surface traisggfasma Nkl La comparaison des photos a et b
souligne que la morphologie de la surface n'a pasnédifiée de fagcon remarquable, méme si I'on

croit discerner une légére augmentation de la ngos

(a) (b)

Figure 11.5. Micrographies MEB d’une surface de (a) PE nonérait(b) PE traité par plasma hors
équilibre (Qunz =175 sccm, =40 W, P =1,5mbar,t=25)

Pour essayer de préciser I'observation par MEBSs ravons aussi effectué une analyse par
microscopie a force atomique (AFM) afin de visualiBétat de surface et d'éventuellement mettre
en évidence une évolution de la rugosité (Figufs.lLes images ont été effectuées par un appareil
NT-MDT (Smena Head, Solver electronics) équipé daamtilever standard de silicium et une
frequence de résonance de 150 Hz en mode de semaictdinstitute of Health and Consumer

Protection, Ispra, Italie). Le détail de cette gsalest présenté en annexe A.3. Entre ces imagfes a
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b, la microscopie par force atomique ne réveledemodifications topographiques importantes de

la surface des films de PE.

(b)
Figure 11.6. Images AFM de la surface de (a) PE non traité etP@ traité par plasma hors
équilibre (échelle 10 um /10 pum) (Qs = 175 sccm, P=40 W, P =15 mbar,t=2s)

[1.3. Mise en évidence des modifications chimiquede la surface du film de PE

par spectroscopie de photoélectrons X (XPS)

En dehors de I'aspect énergétique et topograpHigu& la modification de surface, il est
nécessaire de déterminer la nature des groupermigntgques présents a la surface du PE. Pour ce
faire, nous avons utilisé la spectroscopie de pHettrons X (XPS). Ces analyses ont été réalisées
en collaboration avec le laboratoire Interfacesait€ments, Organisation et Dynamique des
Systémes (ITODYS, Université Paris 7). Le dispbsitpérimental est un spectrométre Thermo VG
ESCALAB 250 avec une source monochromatique Al(Kv=1486,6 selon un angle de 90° par
rapport a la surface (annexe A.2.).

La quantification des données XPS est effectuégardir de la surface des pics des
photoélectrons et des facteurs de sensibilité f[@carbone (1,0), 'azote (1,80) et I'oxygéne (3,93
La largeur a mi-hauteur a été choisie de faconligus®it la méme pour tous les pics d’'un méme
élément. Les lignes de base employées sont ddihgsere. Les spectres sont calibrés par rapport
au pic Gsa 285,0 eV.

La Figure 1.7 présente le spectre général anapse 0 et 1000 eV de la surface de PE non
traité (A) et traité (B) par plasma d’ammoniac hégsiilibre. On détecte sur le spectre des films de
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PE traité lincorporation d'azote (N a 400 eV) et d'oxygene (@ a 532 eV) traduisant la

fonctionnalisation de la surface par le traitement.

C1s

Intensité relative (u.a)

N1S (XS]
(A
J A - (B)

0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000

Energie de liaison (eV)

Figure 11.7. Spectre XPS de la surface de PE non traité (A)Eetr&ité par plasma d’ammoniac
hors équilibre (B): (Qusz =175 sccm, =40 W, P =1,5mbar, t=2s)

La présence d’'oxygéne a la surface du PE, progeittde la réaction directe sur le PE de
'oxygene résiduel du réacteur apres excitationlpaécharge, soit de réactions entre les nouvelles
espéeces chimiques greffées sur la surface trait€exggene ambiant au moment de la remise a
l'air (post oxydation) des échantillo’$”. Le PE non traité présente un faible pourcentage
d’'oxygene (O/C = 0,007) di a des contaminationgredres ou a la migration vers la surface
d'additifs résiduels. Ce pourcentage augmentefgigtivement, jusqu'a 0,064, apres le traitement.

La déconvolution de chaque spectre permet d’'efézctine analyse plus fine des liaisons
chimiques incorporées a la surface. Le spectre pesoélectrons (g du carbone aprés un
traitement plasma indique I'apparition de nouvepics autres que ceux correspondant aux liaisons
C-C ou C-H (C; a 285 eV). On observe la formation de groupemantmes, nitriles, alcools ou
éthers C; a 286,2 eV), ainsi que des groupements iminesneét aldéhydes (@& 287,5 eV) et des
groupements amide§{a 288,7 eV).

Notons que I'écart d’énergie entre les liaisondNGt C=0 ne permet pas de les distinguer

'une de l'autre. Cependant les résultats présetaés la littérature montrent que dans un plasma
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ammoniac, on observe rarement des fonctions ifiif&. En conséquence, le pic €orrespond
vraisemblablement a des groupements C=0.

C-C,C-H(C) C-C,C-H(C)
/ /

C-N, C-0 (C,)

C=0 (Cy)
C-0(C)

0=C-N (C,
\ C\

+ i T u + + t i T T 4
2960 220 2880 2840 2800 230 2340 210 2880 2250 2820

énergie de liaison (eV) énergie de liaison (eV)

() (b)

Figure 11.8. Spectre XPS des électrongs@e la surface de PE non traigd et PE traité par plasma
NH;3 hors équilibréb) (Q nwz =175 sccm, =40 W, P =1,5 mbar,t =2 s)

L’évolution de ces composantes, (C,, C;, C,) est représentée dans le tableau suivant:

O/C | N/C [285,0eV| 286,2 eV| 287,5eV| 288,7 eV
Ci(%) | Co(%) | C3(%) | Cs(%)
PE non traité¢| 7.10 0 96 4 0 0

PE traité 0,064 0,12| 824 10,2 5,1 2,3

Tableau 11.3. Répartition de I'aire des composantes du pig(EE traité et non traité)

A I'issu du traitement plasma, on constate quied’de la composanté; décroit, alors que
I'aire des composantés,, C; et C, augmente, du fait de I'apparition de nouvellesctmns. L'aire
de la composant€; qui engloberait des fonctions amines est toujsupgrieure a celles du; €t
du C, Il est a noter que I'écart d’énergie entre lestias C-N et C-OQ,) n’est pas suffisant pour
les distinguer I'une de l'autre.

Le spectre de N (Figure 11.9.) montre sans ambiguité la présercéodctions amines\; a
399,1 eV) et amides\{ a 400,1 eV) sur la surface du PE traité. D’apeégésultats, le pourcentage

des fonctions amides (59 %) est plus élevé en craigom des amines (41 %). Cela signifie
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'importance du réle joué par 'oxygéne dans létérment de la surface de PE. Cependant, I'analyse
XPS ne nous a pas permis de séparer clairemedtfiésentes fonctions amines selon leur classe,

primaire, secondaire ou tertiaire.

O=C-NH, (N,)
C-N (Nl)

20 408.0 4040 4000 35360 3320

énergie de liaison (eV)

Figure 11.9. Spectre XPS de 'azote;Na la surface du PE traité par plasmasMHrs équilibre
(Qnuz =175 sccm, =40 W, P = 1,5 mbar, t = 2 s)

Afin de quantifier le nombre de fonctions aminesserface et de préciser leur classe nous

décrirons dans le prochain paragraphe différentshodes de dérivation chimique et comparerons

les résultats obtenus avec celles nous ayant eamikeux adaptées a notre sujet.
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[1.4. Quantification des fonctions amines greffées la surface des films de PE

traités par plasma NH; hors équilibre

L'objectif final de la fonctionnalisation de la fame de films de polyéthyléene par voie
plasma est I'immobilisation de biomolécules via lkiEsons covalentes. Or, si les mesures par XPS
montrent clairement une transformation de la serfaar incorporation de fonctions azotées, elles
ne donnent qu'une valeur relative de I'abondanceeddonctions et, de plus, ne permettent pas de
faire la distinction entre amines primaires, seeias$ et tertiaires. Il est donc important de
quantifier la concentration surfacigue des aminesffées pour valider ce facteur en terme

d'efficacité d'immobilisation de biomolécules.

I1.4.1. Principe de la dérivation chimique pour l'identification des fonctions amines greffées

De nombreuses méthodes sont décrites dans latittérpour doser les amines primaires,
secondaires ou tertiaires a la surface de matéri@ex sont généralement des méthodes de
dérivation chimique dans lesquelles on utilise sl@sdes chimiques qui, dans une premiere étape
(étape 1), réagissent spécifiguement avec certémesions a la surface. Une ou plusieurs étapes
de rincage doivent permettre d'éliminer les sondeyant pas réagi. Ensuite, deux types de
stratégies peuvent étre suivies : () la sonddite&tee par coupure de la liaison formée danspiéta
1 et il s'agit alors de doser directement la samsolution ; (Il) la sonde est quantifiée en naista
fixée a la surface : dans certains cas (lla) ldasar est observée directement, ce qui conduit
généralement a des estimations semi-quantitatidags d'autres cas (lIb), elle se comporte comme
une espéce réactive pouvant transformer un autnp@®é en solution ; le produit de cette derniére
réaction est alors quantifié.

Les différentes sondes chimiques présentées ddittature pour le dosage des fonctions
amines sont regroupées dans le tableau suivant 1.4

Ainsi, les sondes testées dans la littérature soowent choisies en fonction de leurs
propriétés spectrophotométriqgues permettant ungdopeécis et sensible (absorption UV-visible,
fluorescence).

Dans la voie (Ilb) ou une mesure quantitative essjble, les réactions mises en ceuvre avec
la surface sont généralement choisies pour facildedétection et la mesure d'un produit de
réaction, par spectrophotométrie.
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Voie Fluorescence XPS UV-visible Classes
d'amines
I - - trinitrobenzenesulfonic primaires
acid (TNBS)*!
4-nitrobenzaldéhyde
(NBZ) 12!
I - - acide orange *** | primaires,
bleu de bromophénol secondaires,

(8PB) tertiaires
lla | fluorescaminé™*" [ trifluoromethyl benzaldehyde - primaires
(2-furoyl) quinoline- (TFBA) [19:20]
2-carboxyaldehyde pentafluorobenzaldehyd!
(Atto Tag FQ)*®
lla Trifluoroacetic anhydride - primaires,
(TFAA) 11920 secondaires$
lla Fluoresceine- Chloro trifluooromethyl - primaires,
isothiocyanate |benzaldehyde (CTFMBAE?S] secondaires,
(FITC) ?% bromosalicylaldehyd&® tertiaires
3-aminopropyl chlorobenzaldehydé®
triethoxysilane
(APTES)?¥

2-cyanoethyl
triethoxysilane

(CETES)?¥
difluoro-dimethyl-
bora-diaza-s-
indacene-propionid
acid
(D2183)124
b - - sulfo-LC-SPDP?"! | primaires
ITL / BCA ¥
b - - sulfo-SHPP / BCA®! | primaires,

secondaires

Tableau 11.4. Différentes sondes chimiques pour la détectiorfalestions amines sur la surface

La grande majorité des travaux publiés concerrexibsage des amines primaires, sur des
surfaces fonctionnalisées de silice ou de vernedss films ou des billes de polyméres recouverts
d'un dépo6t de polymeéere aminé. Nous n'avons troueépgu de données concernant des polymeéres
traités par plasma Ny

De plus, une difficulté est apparue tres vite daos premiéres expériences du fait des
natures différentes des deux faces de nos éclomstilles mesures d'énergie de surface déja

présentées, montrent bien une face non traitéeoplidbe et une face traitée hydrophile. Il s'est
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donc avéré trés important de sélectionner des sondagageant pas de liaisons non-spécifiques
(par physi-sorption par exemple) avec les surfamegarticulier avec la face non traitée.

[1.4.2. Détermination quantitative des amines (prinaires, secondaires et tertiaires) greffées a

la surface de films de PE

11.4.2.1. Dosage des amines primaires

Afin de mesurer la densité surfacique des aminasgmes greffées les trois méethodes
décrites dans la littérature ont été testées:

Une méthode de type (1) utilisant le nitrobenzaldich(NBZ),

Deux méthodes de type (llb) associant d'une paat, stilfosuccinimidyl 6-[3'-(2-
pyridyldithio)-propionamido] hexanoate (sulfo-LCISP) et le dithiothreitol (DTT) et d'autre part,
le 2-iminothiolane (ITL) avec l'acide bicinchoniiméthode ITL/BCA).
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11.4.2.1.1. Méthode de dosage a base du réactif fal.C-SPDP
a) Principe

La réaction (1) du sulfosuccinimidyl 6-[3'-(2-pyyidithio)-propionamido] hexanoate
(sulfo-LC-SPDP)?" est spécifique aux sites greffés par des amin#sapes en formant une
liaison amide. Cette liaison est hydrolysable eésence de dithiothreitol (DTT); (2) le 2-
pyridylthiol (forme tautomére de la pyridine 2-th& (3) libéré est alors déterminé par

spectroscopie UV visible.

PE

O
(1) NH, + NaS N\O)I\/\/\/N\[(\/S\ \N
o O

O = O
(2) N N~ 4+ HO—N SONa
O]
JDW(C4H100282)

SN L
H SH +
(3) NMN\(\/ s .

Pyridine 2-thione

©)

Figure 11.10. Principe de la quantification des amines primanasla méthode au sulfo-LC-SPDP

b) Protocole opératoire

Les disques de PE ont été activés selon le prigtescivant :

e Incubation des échantillons dans une solution aspid® mM de sulfo-LC-SPDP pendant 60
minutes a la température ambiante
* Immersion / ringcage des disques dans I'eau dist{Bfois)

e Séchage a l'air

60



CHAPITRE II: Modification de surface des films de polyéthyleR&) par procédé plasma basse pressioy NH

* Préparation de la solution de dithiothreitol a 2@ hens I'eau
* Incubation des échantillons dans cette solutio@en30 min
* Mesure de la densité optique (DO) a 343 nm corredqat a I'absorption de la pyridine 2-

thione

Les disques de PE non traité par plasma sont pnsne tests de contréle pour estimer les
adsorptions non spécifiques. Notons que le coefficd’extinction de la pyridine 2-thione donné
par Pierce est 8080 L mbtm™.

11.4.2.1.2. Méthode de dosage a partir du réactif RZ (nitrobenzaldéhyde)

a) Principe

Dans une premiére étape (1), on fait réagir leobénzaldéhyde (NBZ) avec les amines
primaires en formant une imine stable. Cette famctést hydrolysable en présence de l'acide

acétigue (2) et le NBZ relargué est mesuré par $ibke. Notons que cette méthode de dérivation

a été déja utilisée sur des wafers de siliciunvastpar aminosilanisatidf?’.

PE PE
(1) NH, + NOZOCH0—>I~N=CH—06H4—N02
HyO"
PE
(2) NO~<>-CHO + [NH,

Figure 11.11. Réaction entre les amines primaires et NBZ
b) Protocole opératoire
Les étapes présentées ci-dessous suivent un iethécrit par ailleurs” :

* Préparation de 25 ml de méthanol anhydre conteb@ning de NBZ, 0,02 ml d'acide

acétique et 1g de tamis moléculaire (4 A) conssouss argon
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* Immersion des échantillons dans cette solution°€ =0 pendant 3 heures

» Lavage au méthanol absolu dans un bain a ultraetqnsis séchage a l'air

* Immersion des disques dans 15 ml de l'eau distitiéetenant 0,02 ml d’acide acétique
pendant 1 heure a 30°C

e Séparation des disques de cette solution aprésré he

* Mesure de la densité optique par spectroscopie isitile

La courbe d’étalonnage a été déterminée a chaqeérience a l'aide de solutions standards
de NBZ suivant le protocole décrit ci-dessus: suiveau:acide acétique (15:0,02 v/v); 1h a 30°C

avant mesure.

11.4.2.1.3. Méthode de dosage a l'aide du réactif-ininothiolane (ITL)/acide bicinchoninic
(BCA)

a) Principe

Dans une premiere étape, le 2-iminothiolane (ITéagit sur la surface du film de PE
spécifiqguement avec les amines primaires, avecdtiom d’'une liaison covalente (Figure Il. 12). Il
se forme alors un chlorure d'iminium possédantexteémité réductrice HS (sulphydryl).

NH,"Cl
PE PE

H
N & S
+ —NHR
NHR NH,*Cl -

ITL

Figure 11.12. Schéma réactionnel du 2-iminothiolane (ITL) avecdeines primaires

HS

Dans la seconde étape de la dérivation, on utibsie propriété réductrice de la surface pour
réduire de facon quantitative I'ion cuivrique en ion cuivreux Cli Ce dernier est dosé ensuite

par réaction avec I'acide bicinchoninic (BCA) gaithe un complexe coloré (bleu-violet intense).
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N coc—{ \N\ N )—coo
Cu’ + 2BCA—= — e
"00C / \N"' \N\ / COO"

Figure 11.13. Réaction entre I'acide bicinchoninic (BCA) et lesi$ cuivreux (C0)

b) Protocole opératoire

La méthode au BCA permettant de mesurer la dedsgéamines primaires en utilisant le
réactif ITL?® est présentée ci-dessous:

* Préparation de la solution de 2-iminothiolane (ITRP mM) / 4-diméthylaminopyridine
(DMAP) (20 mM) dans un tampon bicarbonate de sodiudl M (pH=8,5) contenant 3 %
(v/v) de Triton X-100

* Ajout de 1 ml de cette solution dans les réactdlasons de verre munis d'un bouchon a vis

* Immersion des échantillons dans cette solution @endl heure a la température ambiante
sur une table d’agitation (les réacteurs sont ferh@meétiquement pendant lI'incubation)

* Rincage des échantillons a I'eau distillée (2 feisi I'éthanol absolu (2 fois); utilisation de
la table agitante

* Préparation de la solution de DL-dithiothreitol (DTL mM dans I'eau

* Incubation des disques dans cette solution, puggge a I'éthanol absolu (2 fois)

* Ringage final avec un tampon carbonate de sodi@é M, pH 10-11 (3 fois)

e Séchage a l'air

On prépare ensuite la solution de BCA avec le nggdade 50 ml du réactif A (BCA et
tartrate de sodium - tampon carbonate) et de 1 umiédctif B (CuS@5H,0 4%) juste avant
utilisation. Un mélange de 2 ml de la solution déABet 100ul de tampon carbonate de sodium
0,25 M, pH 10-11 sont ajoutés dans le réacteurecamit le disque de PE. Les réacteurs sont ensuite
fermés et incubés dans un bain marie pendant 807@, puis refroidis a la température ambiante.

L'absorbance des solutions violettes est ensuiunée a 562 nm.
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Afin d’estimer I'équivalent en amines primaireggentes sur la surface ayant réagi avec
ITL, nous avons préparé des solutions standardystéine entre 0 et 0,025 mM. Les mélanges de
100 ul de ces solutions et 2 ml de la solution BCA sioicubés sous les mémes conditions que
celles présentées préecédemment (1 heure a 60°G3. Nmns choisi pour références les disques de
PE non traité. Des tests de contrble ont égalegténgffectués sur les disques de PE traité suivant
le méme protocole mais sans I'étape d’activation Ipph, pour mettre en évidence d'éventuelles

adsorptions non spécifiques.
11.4.2.2. Dosage des amines primaires et secondare
La méthode de dosage mettant en jeu les réactits SHPP et I'acide bicinchoninic (BCA)
a été choisie pour la détermination des aminesgira® et secondaires sur la surface de disques de
PE traité par plasma NHhors équilibre.
a) Principe
Le sulfosuccinimidyl-3-[4-hydroxyphenyl] propiomat(sulfo-SHPP) réagit du c6té de sa

fonction succinimide avec les amines primaireseebsdaires de surface pour donner une liaison

amide, tandis que son extrémité réductrice (hydsbenpyl) reste libre a la surface (1).

(@)
PE 0
SO3Na
NHR N
/
(1) NH, + HO @)
0]
sulfo-SHPP
PE R O
‘ 0
N OH
o SO;Na
(2) + HO——N
N OH
‘ 3
H

Figure 11.14. Schéma réactionnel du sulfo-SHPP avec les amiimesipes et secondaires
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La seconde étape (2) repose sur la réduction itatire des ions cuivriques €upar la
fonction hydroxyphenyl. Les ions cuivreux Cainsi formés sont alors titrés par le réactif BCA

comme décrit precédemment (Figure 11.13).
b) Protocole opératoire

Les disques de PE traités sont activés par le-SHBP?® selon le protocole d’activation ci-
dessous:

* Préparation de la solution de sulfo-SHPP (20 mMjsda tampon bicarbonate de sodium
0,1 M (pH=8,5) contenant 3 % (v/v) de Triton X-100

* Immersion des échantillons dans 1 ml de cette isolygtendant 1 heure a la température
ambiante en agitant a l'aide d’'un incubateur vavient (les réacteurs sont bien fermés
pendant I'incubation)

* Rincage des échantillons a I'eau distillée (2 feisa I'éthanol absolu (2 fois) sous agitation
(incubateur va et vient)

e Préparation d'une solution aqueuse de 1,6-diamiaotec0,1 M; ajustement du pH a 8,5 par
ajout progressif de HCI

* Immersion / lavage des disques dans cette solution

* Rincage final avec un tampon carbonate de sodi@é M, pH 10-11 (3 fois)

» Séchage a l'air

Apres activation des échantillons par le sulfo-8Hén prépare la solution de BCA selon le
protocole déja présenté dans le cas de ITL.

Comme précédemment, nous avons choisi pour réiEsdes disques de PE non traité; et
afin d'évaluer les adsorptions non spécifiquesétbantillons de PE, nous avons effectué des tests
de contréle sur les disques de PE traité suivamhdene protocole déja écrit mais sans I'étape
d’activation par le réactif sulfo-SHPP.

Pour déterminer I'équivalent en amines primairessetondaires qui réagissent avec le
réactif sulfo-SHPP, nous avons préparé des sokitgtandard de tyrosine a des concentrations
comprises entre 0 et 0,025 mM. Les mélanges deulLl@8 ces solutions et 2 ml de la solution de

BCA sont incubés sous les mémes conditions quescptésentées précédemment (1heure, 60°C).
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11.4.2.3. Dosage des trois classes d’amines (primas, secondaires, tertiaires) sur les surfaces
de PE traitées par plasma NH hors équilibre

a) Principe

Cette technique repose sur la réaction du blebramophénol (BPB) avec les trois classes
d’amines™®3. Le Tetrabromophenolsulfonephthalein (BPB) réagéc les fonctions amines selon
une réaction acide base pour former une liaisoblestél). Apres rincage, les échantillons sont
plongés dans une solution de pipéridine dans le DdmRéthylformamide), qui libere 'ensemble

des molécules sondes en solution (2). Celles-diemsuite quantifiées par spectrophotométrie UV-

visible.
PE
(1)
PE

NH e BPB NH;
R' R

(2) |\|IH o BPB Pipéridine, DMF l‘\IH
X i
II\I mon BPB T
.

Figure 11.15. Détermination des fonctions amines (trois classasBPB

b) Protocole opératoire

Apres le traitement par plasma, les disques deoREpsépareés selon le protocole suivant:
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« Préparation de la solution de BPB & 3M dans le dimethylformamide (DMF)
* Immersion des disques dans cette solution pendamti3

* Ringage a I'’éthanol jusqu’a la disparition de léocation

e Séchage a l'air

* Préparation de la solution de pipéridine (20 % dans le DMF

* Mesure de la DO a 605 nm

Des solutions standard de BPB dans le milieu pip#i/ DMF sont préparées afin de mesurer
le coefficient d’extinction molaires(= 1,23 16 L.mol™*.cm™). A partir de I'absorbance obtenue, on
peut déterminer la concentration des fonctions amisur la surface selon la relation de Beer-
Lambert.

A=¢clC
ou:
A = absorbance
¢ = coefficient d’extinction molaire (L.cthmol™)

| = longueur de cuve utilisée (cm)

11.4.3. Comparaison entre les différentes méthodeshoisies

Les résultats, résumeés dans le tableau I.5, montue les différentes méthodes choisies
(NBZ, ITL / BCA, sulfo-LC-SPDP, sulfo-SHPP / BCA,FB) conduisent a des concentrations
d’amines a la surface différentes suivant les moéscsondes utilisés. La détermination des amines
primaires par la méthode NBZ donne une valeur dBQatres élevée pour le PE non traité en
comparaison de I'échantillon traité. Ces résulpagvent s’interpréter par 'adsorption de NBZ sur
la surface de PE. Ceci expliquerait également pmira valeur calculée par cette méthode pour les
échantillons traités, est environ 10 fois plus deargue celles obtenues avec les deux autres
meéthodes testées. Les deux méthodes (BCA / ITwié-EC-SPDP) donnent quant a elles des
valeurs quasi-identiques dans la limite des inwehtis, entre 1,2 et 1,4 molécules /*nitableau
I1.5). Notons que toutes les valeurs sont calculgéegartir de la difference entre la DO des

échantillons traités et la DO de la référence (BEtraite).
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Nombre d’amines

Nombre d’amines

BCA / sulfo-SHPP

Méthode Nombre d’essai primaires primaires et secondaires
(molécules / nrf) (molécules / nri)
sulfo-LC-SPDP 1,2+0,6 -
BCA/ITL 1,4+0,3 -

5,2+0,4

Tableau 11.5. Nombre d’amines primaires et secondaires déterpandées méthodes BCA et sulfo-
LC-SPDP

La dispersion de nos résultats est estimée paart'étype n, qui correspond a des
incertitudes des mesures et aussi a des inceditigds a la reproductibilité des échantillons:
- Différentes opérations de traitement par plasma
- Différentes localisations des échantillons déésugur un film de PE traité, pour un
méme traitement plasma
En ce qui concerne le nombre total des aminemgires, secondaires et tertiaires) obtenu
par la méthode BPB, la valeur mesurée varie enge)9 molécules / nmCette valeur est, d’'une
part, trés variable selon les expériences : lebl@noes de reproductibilité rencontrés sont plus
importants que pour les méthodes précédentes &tineeechantillons conduisent a des valeurs
nulles; d'autre part, les valeurs maximales trosivéent généralement plus petites que celles
obtenues par les méthodes ITL / BCA ou sulfo-LC-BR® sulfo-SHPP; ce qui est difficilement
interprétable pour une méthode sensée représémiseible des amines primaires, secondaires et
tertiaires. Cette apparente sous-estimation pdusaiterpréter par I'encombrement stérique
important d0 a la grande taille des molécules dB,Bji géneraient ainsi I'acces a I'ensemble des

amines présentes en surface.
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. Vieillissement du matériau greffé par des fon¢ions aminées

L'objectif de notre travail étant la mise au paifun procédé d'immobilisation par liaison
covalente aprés réaction avec les amines primgéegrées a la surface du polymere par le
traitement plasma, il est important de connaitrdeeenir de ces fonctions au cours du temps. En
particulier, il s’agit de savoir quels sont lestgtatermédiaires les plus stables et quels santlles
"fragiles” dans le processus multi étapes qui monserne.

Pour analyser le processus appelé "vieillissemées' matériaux traités, nous avons retenu deux
conditions de stockage des disques de PE: dansl®mpérature ambiante ou dans un tampon
phosphate a 4°C. La méthode de dosage utilisaBCIe a été choisie pour déterminer la densité
surfaciqgue des amines primaires (ITL / BCA), entipalier du fait de la bonne précision des

mesures obtenues tandis que le réactif sulfo-LCFSRI2 sensibilité équivalente, présente un co(t

nettement plus onéreux.

[1l.1. Etude du vieillissement de la surface de PHraité par plasma NHz; par la méthode de

I'angle de contact

Le phénoméne de vieillissement de la surfacesgiar plasma provient des modifications
dynamiques liées a I'évolution dans le temps dextions chimiques greffées. Une technique
permettant de suivre cette évolution consiste &@rodher I'énergie de surface a partir de la
méthode de I'angle de contact. La figure 11.16 éspnte I'évolution avec le temps de l'angle contact
sur la surface du polyéthylene traité par plasma dlHnon traité, selon les conditions de stockage
stockage a l'air a température ambiante ou stoclage un tampon phosphate a pH 7,6 pendant 8
jours.

Dans les deux conditions, on distingue deux papgaur les courbes relatives au PE traité:

1. La premiére région correspond a une évolutignidea de I'énergie de surface. Notre
premiere mesure se situant aprés 1 jour de stockage n'avons pas réellement acces a la
cinétique de cette évolution durant les premieesh@ures. On remarque cependant que
dans le cas du stockage a lair, I'angle de cordagmente de 54° + 2° a envir@é°
pendant cette période, ce qui correspond a unendtian de I'énergie de surface du PE. En

revanche, pour les disques stockés dans une soligidtampon a pH = 7,6, on constate une
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augmentation de I'énergie de surface pendant lmiprgour (I'angle de contact diminue de
54° + 2° & 40,5° + 2°).
2. Dans les deux cas, au-dela de 1 jour, la vanalie 'énergie de surface reste faible et le

systeme semble atteindre un état stationnaire &réte jours.

100

Air (PE non traité)
) S 4
1 e i o + o
50 | Tampon Phosphate (PE non traiteé)
70 A Air (PE traite)
- —t
b T

60 -

Angle de contact (*)

50
Tampon Phosphate (PE traité)

40

30 T T T T T T T T

Temps de vieillissement (jour)

Figure 11.16. Evolution de I'angle de contact de I'eau sur |daue de PE traité par plasma Néh
fonction du temps de vieillissement et des condgiae stockage: a l'air ou dans un tampon
phosphate & pH = 7,6 (plasma NH175 cmi.min™, B, =40 W, P = 1,5 mbar, t =2 s)

lll.2. Etude par dérivation chimique du vieillissement des fonctions amines greffées a la

surface de films de PE traités par plasma Nkl

La figure 11.17. montre I'évolution durant dix jsude la densité des fonctions amines
primaires a la surface du PE traité. Les essaigtntupliqués, la barre d'erreur rend compte de
cette variabilité.

On observe que, dans les deux conditions de glecda densité des amines primaires
diminue au cours du temps et, compte tenu destitugkes, on peut estimer leur demi-vie a environ
6 jours dans les deux conditions. Pour des tempstaitkage plus longs, entre 6 et 10 jours, le
milieu tampon phosphate 4°C semble préférable peidg densité d'amines primaires semble se
stabiliser a environ 40% de la quantité initialetmesurée. Dans l'air, la diminution observée suit

un processus quasi linéaire pendant les dix jooissdrvation et atteint une valeur d'environ 9% de
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la quantité initiale aprés dix jours. On doit cegent noter que le dernier point (t=10 jours-aig n’
pas pu étre doublé. Etant donné l'importance destitudes accompagnant ces expériences (Figure

11.17), un minimum de vérifications s'imposent avde proposer un modele cinétique fiable.

+ tampon phosphate (4°C)
= air (25°C)

y =-0,1125x + 12333
04 4

02 |

Nombre de fonctions amines primaires (molécules/nm2)

0,0 T T T T
0 2 4 6 8 10 12

Temps de vieillissement (jour(s))

Figure 11.17. Evolution de la densité surfacique des amines prégseen fonction du temps de
vieillissement (plasma NH= 175 cni.min™, R, =40 W, P = 1,5 mbar, t = 2 s)

[11.3. Interprétation des études de vieillissemente la surface traité par plasma NH

Aprés le traitement par plasma, la surface demeig posséde une énergie de surface
élevée, ce processus étant associé a la rupturaistens C-C conduisant a la création de courtes
chaines oxydées en surfat®. Par conséquence, au cours du vieillissement ésepce de
I'oxygene de l'air, I'énergie interfaciale de larface tend a étre minimisée par une réorientateon d
toutes les fonctions polaires greffées, de l'iakfvers les premiéres couches du matériau ayant
subi les réactions avec le plasma et ainsi ensckie espéces polairé§3*3®! Ce processus
explique la forte diminution des propriétés hydritgs de la surface de polymére. Au dela du
premier jour, nous constatons que lI'angle de comagmente beaucoup moins rapidement et reste

toujours inférieur a I'angle du PE non traité. ltabdlisation de I'angle de contact montre que la
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réorganisation des chaines du polymére atteintquiliire. Morra et al'*® ont expliqué que les
liaisons hydrogenes entre les différents groupesnentaires introduits sur la surface durant le
traitement et les fonctions apolaires du polymaretént I'internalisation des fonctions polaires a
l'intérieur du polymére. L'équilibre entre les demécanismes conduit & une stabilisation de I'état
superficiel du polymére au bout de quelques jours.

Un autre phénomeéne qui peut aussi jouer sur idissement des surfaces est I'adsorption
des contaminants atmosphériques par une neutiatisdes fonctions aminées a caractére basique
comme par exemple la contamination par le; 6. L’adsorption de 'oxygéne présent dans I'air
semble contribuer au vieillissement par des phénesiéd’oxydation graduels de la chaine
polymeére®®!,

L'effet de la remise a l'air peut conduire égalemnedu fait de I'humidité présente, a

I'hydrolyse de certaines fonctions de surface, cenfes fonctions amines ou iminé%*%:

R—lc:NH + HO —— R—C|=O +  NH3
R R
R-CH-NR' + H,O —— > R-CH=0O + R'NH,

C-NH, + HO —————» C—OH + NH,

Ces réactions conduisent a une perte d’'azote @csuR' est un fragment de faible poids
moléculaire). Il est important de noter que le fdien PE aprés un vieillissement de 8 jours conserve
une hydrophilicité qui est accrue par rapport &u tle PE non traité.

Le stockage des échantillons dans la solutioradgéon phosphate montre une diminution
de la valeur de I'angle de contact. On constatel@sarface traitée devient encore plus hydrophile
en comparaison avec sa valeur apres la sortieatderdr. On remarque également cette influence
sur les films de PE non traité, la valeur de l'anmgssant de 90° a 86° aprés le premier jour de
stockage dans la solution de tampon. Ceci est Hdriantation de toutes les fonctions polaires
greffées en surface vers le milieu polaire pouridirer la tension interfaciale qui va donc empécher
leur internalisation dans le volume de polymeres Glaservations sont en accord avec les résultats
présentés dans la littératdte*>+?!

Cependant I'évolution de la densité des aminagaaires montre une chute assez rapide dés
le premier jour. Ceci n'est pas en contradictioecdlaugmentation de I'énergie de surface observée

dans la mesure ou la valeur de l'angle de contadraduit pas spécifiguement la présence de
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fonctions amines primaires mais correspond a langg globale d'une surface chimiqguement
complexe. Dans le cas du tampon phosphate, la dimmdes amines primaires en surface ne peut
pas étre expliquée par leur internalisation damolgmere. D'autres causes peuvent étre évoquées:

- des réactions avec le dioxyde de carbone disslauns le milieu: la formation de
carbamates évoluant ensuite vers des carbonaigsésra été propos&€é

- le remplacement des amines par des fonctiondesnaiu hydroxyle$®!

- des réactions entre fonctions voisines portéesapsurface

- un entrainement dans la phase aqueuse d'unie partla matrice polymére (parties
partiellement dégradées, oligomeéres) se traduanine perte de matiére et une perte de fonctions

aminéed?*®

Des expériences complémentaires réalisées dansoddgions de stockage mieux définies
et contrélées (absence de £@mosphére de gaz inerte sans humidité par ex@reptles analyses
chimiques des surfaces et des milieux de stockpgesde processus de vieillissement, seraient

nécessaires pour mieux expliquer les phénoménesmmée.
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Conclusion

Dans ce chapitre, nous avons choisi le traitempaniplasma d’ammoniac afin d’incorporer
des fonctions polaires a la surface du polyéthyléietude des surfaces traitées a montré une tres
nette augmentation de la mouillabilité vis a vis lggau, des surfaces apres traitement, due a
l'incorporation de fonctions azotées et oxygéndémnalyse XPS de la surface a confirmé cette
hypothése en mettant en évidence une augmentatipoutcentage atomique d’azote et d’'oxygéne
et une diminution du carbone. L’'augmentation du®86,2 eV correspondant a C-O et C-N, est
bien interprétée par la formation de fonctions asin

Pour avoir une mesure quantitative des fonctiaon;es greffées en surface, nous avons
utilisé différentes méthodes de dérivation chimidue quantité d'amines primaires a été mesurée
par deux méthodes (sulfo-LC-SPDP et ITL / BCA) gomduisent a une valeur semblable de I'ordre
de 1,3 molécules par rirtandis que la densité des amines secondairegast# 3,9 molécules par
nn.

Nous avons également étudié la stabilité dansnigs$ des fonctions chimiques greffées a la
surface. Nous avons remarqué que, dans le casstiukage a l'air ambiant, la mouillabilité des
surfaces acquise apres le traitement diminue aweterhps de vieillissement, en accord avec
I'observation de la diminution rapide du nombrefalections amines primaires: environ 10% dés le
premier jour. Pour améliorer la stabilité du dépd@ius avons étudié I'effet du stockage dans un
tampon phosphate pH 7,6 a 4°C. Contrairement aued'gn observe pour un stockage dans l'air
ambiant, la surface traitée devient encore plusrdpfdle, correspondant a une augmentation
significative de son énergie de surface. Par cpmrece qui concerne la densité des amines
primaires, on constate, de fagon similaire au aad'air, une diminution d'environ 10 % dés le
premier jour de stockage. Cette diminution est odpret moins rapide au cours des 9 jours
d'observation suivants et la densité des aminesanes semble se stabiliser a environ 40% de la
valeur initiale en milieu tampon phosphate 4°Cdiamu’elle semble poursuivre une décroissance
linéaire dans le cas de I'air (9% de la quantitéie a 10 jours).

En conclusion pour profiter au mieux des foncti@msines primaires introduites par le
traitement plasma N§ur la surface et dans I'état actuel de nos cesawaces sur les cinétiques de
vieillissement pour différentes conditions de sege il y a tout intérét a enchainer assez
rapidement les étapes post-plasma de limmobitisatide I'enzyme, l'application qui nous

intéresse.
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Introduction

L’'immobilisation de protéines et en particulieedzymes est a 'origine d’un grand nombre
d’applications dans les domaines biomédical, enviesnental et industriel.

Nous avons montré précédemment que le plasma damm permet d’incorporer des
fonctions amines a la surface du polyéthylene. fGestions sont ensuite utilisées afin de lier un
composeé bi-fonctionnel, servant de bras espaceusppport. Enfin, la derniere étape consiste en
immobilisation covalente d’'une enzyme via la riéac de I'extrémité libre du bras avec certains
groupements fonctionnels portés par I'enzyme.

Le présent chapitre a pour but d’étudier ces ddages et comportera deux parties:

Dans un premier temps, I'étude proposée consistel@velopper un protocole d’activation
des fonctions amines primaires incorporées paraletent plasma, en utilisant le glutaraldéhyde
(GA), qui jouera le r6le de bras espaceur. Afircdenaitre la concentration des fonctions aldéhyde
de la surface apres cette activation, nous présgrstedeux méthodes de dérivations chimiques
permettant leur dosage. Puis, nous étudieronslliéea de leur concentration en fonction du temps
de vieillissement. Dans une deuxieme partie, nodsemterons le protocole utilisé pour lier
'enzyme au bras espaceur. Nous détermineronstensuconcentration de protéine immobilisée
sur la surface.

La surface sera caractérisée aux différents sieldxmitement par microscopie électronique
a balayage (MEB), microscopie a force atomique (AF spectroscopie de photoélectrons X
(XPS).

Ceci devrait permettre de mieux comprendre lesifications de surface accompagnant les

deux étapes réactionnelles de liaison du bras egpaa support puis de I'enzyme au bras espaceur.
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|. Validation de la fixation du bras espaceur

I. 1. Choix du bras espaceur

Selon une modalité de mise en ceuvre du procéd@raibilisation par liaison covalente,
lorsque les supports comprennent des groupes fecaotistitués de groupes amines, ceux-ci sont
activés par un activateur bi-fonctionnel appropéagissant avec les amines primaires comme par
exemple le glutaraldéhyde (CHO-(@KCHO), le bromure de cyanogéne, un carbodiimideraem
par exemple le 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyljlmadiimide.

Ces composés permettent de fixer 'enzyme touaenaintenant a une certaine distance du
support. Le choix du bras espaceur, en particeliefonction de sa taille, est tres important pour
réaliser une immobilisation qui conserve l'activié I'enzyme!™. La mobilité et la stabilité
assurées par un bras de longueur suffisant favdrisemaintien d’'une forte activité au cours
d’utilisations successives. Parmi ces agents, letaglldéhyde est souvent utilisé pour
limmobilisation et la stabilisation des protéinéd!. La condensation d’une fonction aldéhyde et
d’'une fonction amine primaire conduit & une bassdtgff (liaison iminef*. La formation de cette
liaison imine (Figure 111.1.) est facile a réalis#ans un large domaine de pH, de force ioniqueet d
températuré®. Elle présente cependant I'inconvénient de neépastrés stable; en particulier elle
s’hydrolyse en milieu acide en redonnant I'aminanpire et I'aldéhyde de départ. On remédie

généralement a ce défaut en réduisant I'imine enammine secondaire beaucoup plus stable.
l. 2. Protocole de fixation du glutaraldéhyde

La concentration de la solution de GA utilisée raufixation a été choisie a 5 % et le temps
d’incubation des échantillons (disques de PE dméiee 2,4 cm) a 3 heures. En effet il a été montré
%] que la quantité d’enzyme immobilisée sur une serfée nylon 66 en utilisant le glutaraldéhyde
comme agent d’activation des amines est maximale poe concentration de glutaraldéhyde
supérieure a 2,5 %.

De plus selon Ruckenstein et son éqlithd’activité enzymatique immobilisée dépend du
temps de la réaction du glutaraldéhyde (GA) avecsupport aminé. lls ont observé une
augmentation de l'activité enzymatique avec la e la réaction GA + support (jusqu’a 3 h). Au
dela de 3 h, I'activité enzymatique reste plus ainsistable. Nous avons donc choisi, par la suite,
d'immerger les échantillons dans la solution de &2\ % pendant 3 heures.
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Ainsi, nous avons utilisé le protocole suivant pda fixation du glutaraldéhyde sur le

support:

» Préparation d’'une solution de GA a 5 % a partind’golution aqueuse 25 % m/m: 1 ml GA
25 % + 4 ml éthanol absofd

* Immersion des échantillons dans 4 ml de cette isolyiendant 3 heures a la température
ambiante, en agitant a l'aide d’'un incubateur vaeit

* Rincage a I'éthanol (2 fois) et a I'eau (1 fois)

surface de PE traité N=CH—(CH); —CHO

2
plasma comportant + OCH—(CH,)3—CHO
des fonctions amin H, =CH—(CH,);—CHO
primaires

glutaraldéhyde (GA)

Figure Ill.1. Activation des amines primaires par le glutaraldieh{GA)
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[.3. Caractérisation physico-chimique de la surfacgreffée par le glutaraldéhyde

Le but poursuivi par les analyses XPS et MEB dfnqualifier les modifications physico-
chimiques produites apreés la fixation du glutarajdie. Par la suite, cette étude sera complétée par
la détermination quantitative de la densité deama@rfdes fonctions aldéhyde, a l'aide de deux

méthodes de dérivation chimiques qui seront conagaré

1.3.1. Topographie par MEB de la surface du PE traé et activé par le glutaraldéhyde (GA)

L'observation de la surface activée par GA ne gtmpas de repérer une différence entre la
surface traitée par plasma et la surface activéelegalutaraldéhyde. Ces résultats qualitatifs
nécessitent d’autres techniques de caractérisdéida surface.

(a) (b)

Figure 1l.2. Micrographies MEB de la surface traitée pladieet traitée plasma et activée par le
glutaraldéhydéb)

1.3.2. Caractérisation par XPS de la surface fonatinnalisée par le glutaraldéhyde (GA)

L'analyse XPS permet de qualifier I'efficacité tétape de fixation du glutaraldéhyde en
terme de fonctions incorporées a la surface. Leadpatomique N / C passe de 0,11 pour le PE
traité par plasma a 0,058 aprées la fixation de Gé,qui pourrait étre interprété comme un
masquage partiel des fonctions aminées de la surfarallelement, le rapport atomique O / C
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prend une valeur égale au rapport N / C, pourdquat fonctionnalisé par le GA. Cette égalité entre
les deux rapports est en accord avec I'égalitépdagortions N / C et O / C théorigue dans le GA
fixé (-N=CH-(CH,);-CHO) méme si on n’atteint pas la valeur théoridqaeN / C = 0,2.

La déconvolution du spectre voit la disparition du pi€,: C-O, C-N (286,2 eV) observé
apres le traitement par plasma. Le picp@ut étre attribué aux fonctions imine (C=N) a 28V
] liant le GA au PE et le pi€, & 288,0 eV correspond aux fonctions aldéhydes (P)dibres
portées par le GA, comme illustré a la figure llICtte attribution des pics;@tC, S’appuie sur le
fait que les fonctions aldéhydes sont caractéripéesine énergie supérieure a celle des fonctions
imines. L'évolution des pourcentages des différertanctions présentes dans le spectre &3t
regroupée dans le tableau lll.1. Notons que laelarg mi-hauteur (FWMH) est fixée a 1,50 eV.

(A)
C-C,C-H(C)
/ O=C-NH, (N,)
C-N, C-O (C)) C-N(Ny
C=0 (C,)
O=C-N (C))
\ WW\V
| énergi’e de Iiaison (eV) | | 4énergie’ de liaison (eV)' |
(B)
C-C,C-H (C)
& c=N Ny
C=N (Cy)
O=C-N, HC=0 (C)
\ VAN .
™ énergie de liaison (eV) énergie de liaison (eV)"
Gs Ns

Figure 111.3. Déconvolution des picsiget Nis du PE(A) traité par plasma Ngdet (B) traité par

plasma et activé par le glutaraldéhyde (GA)
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Aprés l'activation de la surface traitée par GA constate que le pourcentage de la
composanteC; qui peut étre due a la contribution de la cha{i@H,)s- de GA, augmente. Par
ailleurs, I'apparition des pics imines C=N 3fCet aldéhydeHC=0 (C,) est en accord avec la

disparition du picC, amines totales (réaction entre le GA et les anpni@saires).

Ci C Cs Cy
(%) (%) (%) (%)
PE traité 0,061 0,11 | 82,4+2 | 10,242 | 5,1+2 2,312
C=0
PE traité+GA| 0,058 0,058 92+2 0+2 5+2 3+2
C=N

Nom o/C N/C

Tableau Ill.1. Evolution des pourcentages des différentes corioibsi du spectre {g

Concernant le pic N aprés la fixation de GA, on constate que le pouege de fonctions
imine (N3: 37,5 %) est proche de celui des fonctions amateervé aprés traitement plasma:(
41 %), ce qui est en accord avec la transformatesramines primaires en imines apres réaction
avec GA. On observe parallélement la disparitiopidiN; des amines.

L’interprétation de I'évolution du pic des amid@s;) est plus difficile dans la mesure ou
leur pourcentage passe de 59 % apres plasma &®6agFes fixation de GA, alors qu’on pouvait
s’attendre a un masquage des amides de la suBacdoit cependant noter que la sensibilité de la

réponse attribuée a la déconvolution du pig @t faible (+ 4 %).
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1.3.3. Etude par XPS de la quantité de GA fixée esurface en fonction de la concentration de
la solution réactionnelle

Dans ce qui suit, nous avons fait varier la cotre¢ion des solutions de GA en vue de
définir la concentration optimale de la solution@& pour sa fixation. Les résultats XPS montrent
gue le rapport N / C apres le traitement par plagoat zéro) se situe entre 0,12 et 0,15. Apres la
fixation de GA pour différentes concentrations desblution d’'incubation (1 %, 2,5 %, 5 % et 10
%), le rapport N / C diminue progressivement juagquapparition d'un palier pour les
concentrations supérieures de 2,5 %. Cette commtemroptimale est en bon accord avec celles
observée par Isgrove et son équipe sur la surfagg/idn 66'°. On conforte ainsi, a posteriori, le

choix de la concentration de la solution d’incubata 5 % de GA.

0,151
0,14
0124 "%
9
= | |
LR
o
o
[
.
008 - .
. L ]
.
008 L s T :
T —
004 I
0 2 4 ° 8 ) )

Concentration de glutaraldéehyde {%)

Figure 11l.4. Rapport N/C de la quantité de GA fixée a la surfaoefonction de différentes
concentrations de GA en solution ('analyse XPSeéfgtictuée deux fois (différentes couleurs) sur

les films de PE traités par plasma)
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1.3.4. Dérivation chimique des fonctions aldéhydegreffées a la surface du PE apres la fixation
de GA

Comme on I'a dit dans les paragraphes précédemgiutaraldéhyde a pour vocation de fixer
de maniéere solide, via des liaisons covalenteszylle au support de PE, tout en la maintenant un
peu écartée du support, afin de favoriser l'acbiisSides substrats a son site actif. A ce stade d
processus d'immobilisation, il est donc importa@tvérifier que le greffage du GA sur la surface
aminée a été correctement réalisé, c'est a dird'@uelispose maintenant de fonctions aldéhydes
réactives a la surface du PE. La quantificatiortipeede la concentration surfacique des fonctions
aldéhyde permettra:

- de qualifier et éventuellement d'optimiser lamoélie d'activation des fonctions amines par le GA,

- d'avoir un éclairage sur les mécanismes réaaisnmis en oeuvre; en particulier a propos du
"risque” existant de voir réagir une méme molécdesA par ses deux fonctions, avec les amines
de surface; on obtiendrait dans ce dernier casmidsdcules de GA "pontées” inefficaces pour lier
ultérieurement I'enzyme de facon covalente,

- de corréler et optimiser la concentration sudaeide GA en terme d'efficacité d'immobilisation
de biomolécule et d'activité enzymatique.

Parmi les techniques présentées dans la littérgiour le dosage d’aldéhydes, il existe tres
peu de méthodes de quantification des groupemdaéhyales a la surface des matériaux et la
plupart des tests ont été développés afin de diterrfa fonction aldéhyde en solutiGh®tt*%

Des exemples de détection des fonctions aldéhydesiface sont donnés dans le tableau I11.2: il
s'agit de méthodes de détermination directe pardkcence, sur la surface, ou bien de méthodes
colorimétriques effectuées apres libération de esndoléculaires en solution (spectrophotométrie
UV-visible).

Fluorescence UV-visible
dansyl hydrazine™ p-anisaldehyde™
4,4-difluoro-5,7-dimethyl-4-bora- 4-amino-3-hydrazino-5-

3a,4a-diaza-s-indacene-3-propionjc mercapto-1,2,4-triazole (Purpaldfy
acid, hydrazide (D2371)”

2,4 dinitrophenylhydrazine (DNPH!

- tyramine ou cystéine / BCA”

Tableau 111.2. Différents exemples de sondes chimiques pour tectén des fonctions aldéhyde

sur la surface
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Une difficulté dans le choix d'une méthode adapgtéeotre cahier des charges provient -
comme dans le cas précédent du dosage des andeels nécessité d'éviter les sondes engageant
des interactions non spécifiques avec les échamillen particulier par physi-sorption avec la face
non traitée du PE.

Nous rapporterons dans le paragraphe suivané$estats obtenus a I'aide de deux méthodes
de dérivation chimique, suivie d'une déterminatgpectrophotométrique: tyramine / BCA et

phénol-acide sulfurique (PAS).
1.3.4.1. Dosage des fonctions aldéhyde de la surdggar la méthode tyramine / BCA

Afin de titrer les fonctions aldéhydes, nous avatiksé la méthode développée par S. E.
Kakabakos faisant intervenir la molécule de tyram{NH,-(CH,),-CsH,OH) en présence de la
solution de BCA'®. Le principe de ce dosage repose sur la réactida tyramine en présence de
NaCNBH; avec les fonctions aldéhydes. Cette réaction db@dune formation d'imines, réduites
immédiatement en amines secondaires par NaGNBavec une extrémité réductrice

(hydroxyphenyl) a la surface (Figure 1I1.5).

surface de P
traité plasmaofi—N=CH—(CH )3 CHO + HO CHs—CH7—NH,
NH, + GA

NaCNBH;

1) NaBH,;
2) rincage

H-CH 5~ (CH.)5CH5NH—CH5CH~CgH ;OH

Figure 111.5. Principe de la réaction entre les fonctions aldékyet la tyramine

Apres cette réaction, on fait réagir les réaadliésla méthode au BCA avec les fonctions
réductrices de la surface. Le principe de cettpeéta déja été expliqué dans le chapitre Il. Le

protocole expérimental de cette méthode est merdicirdessous:
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* Préparation de la solution de tyramine a 200 mMsdantampon phosphate de sodium a 0,1
M (pH=6,5)

» Préparation de la solution de NaCN#Bdtans I'eau (1 M)

* Ajout de 1 ml de la solution de tyramine et plOde la solution de NaCNBHdans les
réacteurs a base clous vissés contenant les didgues

» Agitation pendant la nuit a la température ambiante

e Ajout de NaCGQ; jusqu’a obtenir un pH=10

* Ajout de 20 mg de NaBH

» Agitation pendant 2 heures

» Lavage des disques avec le tampon phosphate 03LfMs| puis avec le tampon carbonate
0,25 M (pH~11) (3 fois)

Comme il a été dit précédemment, le réactif NaChiBétrmet de réduire les liaisons imine
peu stables en amines secondaires. Quant a NdB#$t ajouté afin de réduire les éventuelles
fonctions aldéhydes n’ayant pas réagi (CHO) en tfons alcools (CHOH) afin d'éviter des
réactions parasites avec I'étape suivante (B&A)

Par le méme protocole que celui déja décrit prémddent pour le dosage ITL/BCA ou
sulfo-SHPP/BCA, nous avons déterminé la concepotratie fonctions aldéhyde en faisant la
différence entre le signal (absorbance) des édluanstiétudiés et celui de la référence (PE non
traité par plasma mais ayant subi I'étape d'indobadvec le GA). Cette référence se veut un
modele de la face non traitée plasma de nos étbastiDes contréles ont également été réalisés
en effectuant I'ensemble du protocole de dosagdesiéchantillons traités plasma mais n‘ayant pas
subi I'étape de fixation du GA; ou encore en wilisdes échantillons traités plasma, incubés avec
GA, mais en omettant I'étape de réaction avecrkntine: ces contréles ont pour but de déceler
d'éventuels signaux provenant d'especes chimiquesrfielles qui n'auraient pas completement
réagi lors des étapes d'incubation successivas seetpient une source d'artefacts.

Une gamme d’étalonnage consistant en des solustanslards de tyramine (0-0,025 mM) a
été préparée dans un tampon de carbonate de saddygb M. Les fonctions aldéhydes sont ainsi
guantifiées en supposant le pouvoir réducteur denetion hydroxyphényl de surface équivalente a
la tyramine en solution.

D'autres molécules sondes réductrices comme k&ings(HSCHCH(NH,)COOH) ou la
tyrosine HOGH4CH,CH(NH,)COOH ont été testées afin de quantifier la fomcaddéhyde. Dans

le cas de la cystéine, nous n‘avons pas obtenuolaplexe coloré (bleu-violet intense)
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caractéristique de la méthode au BCA, alors quiéidgit en solution. Ceci peut étre dd, soit au fai
gu’elle ne réagit pas avec les aldéhydes de sudlamsi ne se fixe pas; soit au fait que, uns foi
fixée sur la surface, elle ne soit pas capabledaire les ions Cu, premiére étape de la méthode.
Quant a la tyrosine, nous n'avons pas pu l'utiliser raison de ses fortes interactions non
spécifiqgues avec les échantillons référence. Lesjars résultats montrent que, soit ces sondes
sont incapables de produire le complexe coloréubielet intense) de BCA, soit elles donnent une
adsorption assez importante pour les référenceslaPauite, seule la tyramine a été sélectionnée

pour cette méthode de dosage.

1.3.4.2. Dosage des fonctions aldéhydes de la sudapar la méthode phénol-acide sulfurique
(PAS)

Cette méthode a été mise au point par J. Biskiyet son équip€® afin de déterminer la
quantité de GA en solution. Ce dosage est basta géaction de GA avec le phénol en présence
d’acide sulfurique, qui conduit a la formation d’'aamposé coloré jaune-brun (Figure 111.6.). En
1991, une autre équipe’ a appliqué cette méthode sur des sphéres de B§laativé par le GA.
L'utilisation d’acide sulfurique permet la libérati du GA par hydrolyse, ce dernier étant ensuite
dosé par le phénol, en solution.

Nous avons mis en ceuvre cette méthode en utilisaide sulfurique (mélange réactionnel
2,5 M H:SO,) pour hydrolyser les fonctions imine liant GA adarface de PE traité. La seconde
étape repose sur la réaction du GA relargué pgartiyse avec le phénol (solution 0,078 M) en
présence d'acide sulfurique concentré (mélangdioéael 12 M). Le Tétrakisphén&??! formé
est ensuite déterminé par spectrophotométrie UNsleis

Une adaptation du protocole décrit dans la littéena notre sujet a du étre réalisée au
préalable. Nous avons ainsi essayé d’optimiserf@isgdes concentrations de réactif;8d,) et les

temps de réaction pour définir un protocole de gesaécis et reproductible.

a) Etape de réaction avec le phénol

On a réalisé cette étape en conduisant le dosagaes solutions standard de GA [0 M -
3.10° M] afin de construire une droite d’étalonnage. tltee du mélange réactionnel en$0O,
ayant été fixé a 12M seul le temps de réactioréestié. On s’apercoit qu’'une droite d’étalonnage
de pente relativement stable 1,4.28t trouvée de fagon reproductible pour des texopwris entre

11 et 22 minutes.

94



CHAPITRE llI: Etude de 'immobilisation d’'une enzyme sur la scefale polyéthyléne activé par plasma

Pour des temps plus courts ou plus longs (esseigsnpour 7 et 36 minutes) les pentes
obtenues ont tendance a devenir inférieures, qgoneant a une perte de sensibilité du dosage.
Nous n'avons pas d’explication pour la diminutiom ld pente pour les temps plus longs @6)

mais, par la suite, nous avons fixé le temps deticaa 16 minutes.

b) Etape d’hydrolyse

On a utilisé les conditions de réaction définieslassus (12 M 80Oy, 16 minutes) pour
comparer les résultats obtenus selon différent®potes d’hydrolyse.

Ainsi, des compositions de mélanges d’hydrolysendtrité 0,1 M, 1M, 2M et 3M en acide
sulfurique ont été testées pour des temps d’hyseotje 5, 10, 15 et 30 minutes. Les résultats
obtenus montrent que pour une concentration d’acafefaible (0,1M) la libération du GA ne se
fait pas ou se fait incomplétement, méme pourdagues durées (jusqu’a 100 minutes d’hydrolyse
pour un essai). D’autre part, pour des concentratimop fortes en acide (3M), des difficultés
provenant de réactions avec le polyéthylene - qut paunir - se produisent, méme pour des temps
courts de 5 minutes. Ces réactions peu reprodastiid se produisent pas a chaque expérience, ce
gu’'on peut expliquer par le fait qu’on ne contrlas la température, qui peut varier de fagon
importante du fait de la forte exothermicité obgerVorsqu’on ajoute I'acide. Des améliorations
dans le protocole d’ajout des différents réactifdans le contréle de la température auraient qgu ét
entreprises, mais dans la mesure ou des résultisfagants ont été obtenus pour des
concentrations plus faibles (1 M - 2,5 M) et dess relativement courts (10 a 15 minutes) nous
n'avons pas cherché a poursuivre plus loin ce déloptimisation.

Nous avons donc choisi le protocole décrit ci-dass

» Immersion des échantillons dans la solution d’asidéurique (100ul d’acide sulfurique
95 % dans 60Ql d’eau distillée)

Agitation pendant 10 min par ultra-sons

Séparation des échantillons de cette solution

Préparation de la solution de phénol a 20 % (wawvsd’éthanol absolu

Ajout de 1,4 ml d’acide sulfurique et &0de la solution de phénol

Y V. V VYV V

Agitation de cette solution a la température anteiat mesure de la DO a 482 nm apres

16 + 5 min de réaction
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OH
OH
|
surface de P H,SO, Phénol H—
traité plasmaff-N=CH—(CH)5 CHO ——"—=>R"NH, +OHC—(CH )5 CHO ——————
Hydrolyse H,SO,
NH3 + GA (CH,)3
_CH._
HO GA relargué OH

Figure 1l1.6. Réaction du GA relargué avec le phénol en présdiamde sulfurique et formation
du Tétrakisphénol

La courbe d'étalonnage a été obtenue a partir detimaos standards de différentes
concentrations de glutaraldéhyde ayant subi leopad¢ décrit ci-dessus pour les échantillons
«conditions d’hydrolyse = 10 min, réaction = 16 min

L’optimum du temps de réaction nécessaire potorkaation tetrakisphénol a été évalué par
une variation de temps de réaction en choisissastsblutions standard de GA. D’apres les
résultats, la réaction est stable a partir de I6jusqu’a 30 min.

Afin de mettre en évidence et d'évaluer d'évelgsehdsorptions non spécifiques, nous
avons effectué des tests de controle sur des disdeePE traité plasma ayant subi le méme

protocole que celui défini au préalable pour lead@smais sans I'étape d’activation par le GA.

1.3.4.3. Résultats, comparaison entre les deux métties de dosage et discussion

Les nombres de fonctions aldéhyde déterminésgsadéux méthodes (tyramine / BCA et
phénol-acide sulfurique) sont présentés dans ledablll.3. lls sont compris entre 1,2 et 1,4
molécules / nrh (cing essais répétitifs pour chaque méthode). Baes résultats les deux
meéthodes choisies donnent des valeurs quasi idewstid.a dispersion des résultats est estimée par
'écart type n. Comme on l'a dit précédemment, e@pues valeurs sont calculées a partir de la
différence entre le PE traité plasma + GA et lenBR traité + GA (référence). D'autre part, lesstest
de contrbles effectués pour les deux méthodes pastmis en évidence de signaux parasites

significatifs, les réponses obtenues (absorbartanj voisines de la valeur de la référence.
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La limite de détection observée par la méthode BGyamine est de l'ordre de 0,1-0,2
molécules / nh celle de la méthode PAS étant de I'ordre de (B2rlécules / nf

Méthode Nombre d’essais = Nombre d’aldéhyde
(n) (molécules / nr)
Phénol-acide sulfurique 5 1,4+£0,6
Tyramine / BCA 5 1,2+0,2

Tableau 111.3. Nombres de fonctions aldéhyde déterminés par lethades BCA / tyramine et
PAS

La quasi identité des résultats obtenus par cleacdes deux méthodes PAS et
tyramine/BCA est encourageante a deux titres :

- d'une part, sans constituer une preuve absoks, un élément qui conforte la validité des
dosages et la confiance que I'on peut porter aswtets annonceés;

- d'autre part, cela suggere que pas ou peu deculedede glutaraldéhyde se trouvent
"pontées" entre deux amines primaires de surfaceefiet, la méthode tyramine/BCA prend
normalement en compte uniquement les groupes aldshljbres de la surface, susceptibles de
réagir avec la tyramine et non les molécules pentge sont engagées dans deux liaisons imine.
Alors que, du fait de la premiére étape d'hydrobside, la méthode PAS est capable de dénombrer
toutes les molécules de glutaraldéhyde présentssiréace, y compris les GA pontés. Les résultats
similaires donnés par les deux méthodes tendent dandiquer que le nombre de GA pontés est
négligeable, ou tout au moins non significatif, @e correspond a l'effet recherché lors de
l'incubation de la surface traitée plasma avecaameentration de GA en large exces par rapport a
la concentration équivalente d'amines de surfaaguration rapide des sites afin de minimiser les
doubles réactions sur un méme GA.

Une autre remarque doit étre faite concernant ¢ésigggalité du nombre de fonctions amines
primaires dénombreées dans le chapitre précédentlaveombre de fonctions aldéhyde rapporté ci-
dessus: on trouve dans les deux cas en moyenmaalé8ules NH / nnf. Cette observation nous
fournit deux indications:

- d'une part la méthode d'incubation de la surfemitde avec la solution de GA est efficace
puisqu'apparemment chaque amine primaire réagit ame molécule de GA : réaction mole a

mole, comme souhaité.
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- d'autre part, les amines secondaires et tartiaie réagissent pas avec le bras espaceur.
Ceci est en accord avec le fait i) que les amieesrglaires présentes sur le PE ne réagissent pas
avec GA pour former des liaisons énamines (-C=Cedf)s nos conditions d'incubation dans une
solution aqueuse de GA a pH*324%! D'apres la littérature la formation d’énamines pEaction
d’'une amine secondaire avec un aldéhyde doit éaiésée en milieu organique, avec un catalyseur
acide par exemple, i) que les amines tertiaireséagissent pas avec les aldéhytfés
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|.4. Etude de I'’évolution de la concentration de GAen surface en fonction du

temps de vieillissement

Plusieurs auteurs se sont intéressés a I'étudeidalllissement des polymeres apres un

47?8 En revanche, nous n'avons trouvé aucun résulias da littérature

traitement plasm
décrivant le vieillissement des fonctions aldéhgpleffées sur une surface aminée obtenue par
traitement plasma ou autre.

De méme que pour les fonctions amines primairégptiisation du protocole
d'immobilisation nécessite de connaitre I'évolutienla densité des fonctions aldéhyde au cours du
temps. Les deux conditions de stockage choisieggeinment, c'est a dire dans l'air a température
ambiante ou dans un tampon phosphate a 4°C (0,pH®7,6) ont été a nouveau étudiées et
comparées. Notons que la méthode tyramine / BCAté sélectionnée pour réaliser les
guantifications grace a sa bonne précision etsiisgié de mise en oeuvre.

La Figure 1Il.7. représente I'évolution du nomhte fonctions aldéhyde incorporées a la
surface apreés la fixation de GA. Il est a noter tues les points représentés correspondent a des

expériences qui ont été doublées, parfois triplées.

=
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Figure 111.7. Evolution de la densité des fonctions aldéhydeosctfon du temps de vieillissement
(16 jours)
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On observe que la densité des fonctions aldéhgas tes deux conditions de stockage
diminue progressivement.

On peut évaluer leur demi-vie a 15 jours dansakdu stockage dans I'air a la température
ambiante et a environ a 12 jours en milieu phosphad°C. On voit ainsi que pour les fonctions
aldéhyde, contrairement aux amines primaires, deksge a l'air aprés la fixation de GA est
légerement favorable a un stockage en milieu tandi3@ Beaucoup plus important est le résultat
de la comparaison entre le vieillissement des asnomenaires et des fonctions aldéhyde: on avait
montré au chapitre Il la sensibilité relativemenrttd des amines primaires au vieillissement, avec
une demi-vie de l'ordre de 6 jours ou encore ume @ 9% de la densité initiale des les premiéres
24 heures. Les fonctions aldéhyde se montrent be@umoins sensibles avec une demi-vie au
moins deux fois supérieure: leur décroissance atidian jour vaut 3% dans le cas d’'un stockage a
I'air, température ambiante, et de 4% dans le tangbmsphate a 4°C.

La conduite du processus d'immobilisation dewdaiic préférer un enchainement rapide des
étapes traitement plasma BlEt réaction avec GA, quitte a ménager quelquesidavant I'étape
finale d'immobilisation de I'enzyme, si nécessaire.

On doit également remarquer que I'étude présentEdombrement des fonctions réactives,
amine primaire et aldéhyde, mériterait d'étre \éién terme "d'efficacité finale", c'est a dire lpar
mesure comparative de l'activité enzymatique imiis#i@ en fin de processus. A ce stade de
I'étude, on ne sait pas quelle incidence ont lassitkes d'amines primaires ou d'aldéhyde sur

I'activité enzymatique finale ou sur sa stabililécaurs du temps.
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lI. Validation de I'immobilisation d’'une enzyme - exemple de la

trypsine

[I. 1. Choix de la trypsine

On a mentionné dans le Chapitre | que les enzytadsnt des protéines qui catalysaient un
grand nombre de réactions chimigues. On a vu oertdes avantages et inconvénients prétés
généralement a l'immobilisation des enzymes paisdia covalente ainsi que des exemples
d’applications: réacteurs enzymatiques industrigégradation de bactéri€d!, amélioration de la
compatibilité vis a vis du sang (caractére antthivogénel*®, développement de biocaptetirs
La trypsine immobilisée est utilisée dans I'obfedlidentifier les protéine§? ou de cartographier
les peptided®®. Pour notre étude, le choix de la trypsine a étdivé principalement pour les

raisons suivantes:

- c'est une enzyme facilement disponible chez plusi fournisseurs et elle est utilisée
dans différentes applications industrielles ouat®fatoire,

- il existe des substrats synthétiques courammemintercialisés permettant une mesure
simple et précise de son activité enzymatiqueidd’d’'un spectrophotometre UV/visible,

- elle est souvent citée dans la littérature, cefagilite la comparaison de nos résultats
avec ceux obtenus avec d'autres techniques d'infisatiain,

- sa structure comme les mécanismes de son adositéien connus,

- elle constitue un bon modéle de la large clagsepdotéases, dont le marché, en tonnage
et en diversité d’'applications, est trés important.

La trypsine (EC.3.4.21.4) fait partie du groupes dmotéases a seérine qui comporte
également la chymotrypsine, I'élastase et la daiotd . Son précurseur inactif, le trypsinogéne,
est produit dans le pancréas et est secrété datestin. Il y activé en trypsine active en suhigsa
une coupure protéolytique effectuée par I'enzynterekinase. On peut noter que les trypsines déja
présentes dans l'intestin peuvent réaliser la croupur le trypsinogéne et former ainsi de nouvelles
trypsines (processus d'autocatalyse). Le réle plhygique de la trypsine est alors de participer au
processus de digestion: hydrolyse des protéinesentaires en petits peptides ou acides aminés

assimilables.
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La trypsine posséde une forte spécificité en apleelle ne coupe que les liaisons
peptidiques situées du codté carboxyl - c’est a daedroite» dans la convention habituelle de
représentation d’'une séquence protéique - desusedigine ou arginine (Figure 111.8.). C'est
d'ailleurs cette spécificité qui en fait un outé dhoix pour la cartographie des protéitids

Elle contient 223 acides aminés (tableau ll1.@.ponts disulfures (S-S) reliant deux a deux
les 12 cystéines, avec une masse moléculaire & KI¥&. Sa structure tri-dimensionnelle est
présentée dans la figure II1.9. Le tableau lll.dnde des informations a propos de la nature et du

nombre des acides aminés de la trypsine. Sa ségjashprésentée en annexe A.5.

N
’VW‘N_C|:_C N—C,: C N (|:—vaxn + H,0
Ry Lysine Rs
ou
Arginine

H o H H o
| T

MW ANN—C—C—N—C—C—O0OH + HZN—C—C’V\/\J\J‘

HO
|

Ry Lysine Rs
ou
Arginine

Figure I11.8. Liaison peptidique de la protéine en présence tigpaine
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Nom de I'acide | Symbole Formule Masse moléculaire Nombre de résidus
aminé (M) présents dans la trypsine
Alanine A NC3H7O, 89 14
Arginine R N4H14CsO2 174 2
Asparagine N N>C4HgO3 132 16
Acide aspartique, D NC4HO4 132 6
Cystéine C NCs0,H;S 121 12
Glutamine Q N>CsH1003 146 10
Acide glutamique| E NCsHgO4 146 4
Glycine G NCoH50, 75 25
Histidine H N3CeHgOo 155 3
Isoleucine I N3CgHgO- 131 15
Leucine L NCsH130- 131 14
Lysine K N>CeH140- 146 14
Méthionine M NCsH1,0,S 149 2
Phénylalanine F NCgH1,0, 165 3
Proline P NCsHqO, 115 8
Sérine S NC;3H,0O3 105 34
Thréonine T NC4HoO3 119 10
Tryptophane W N2C11H120, 204 4
Tyrosine Y NCgH1,03 181 10
Valine \/ NCsH1,0, 117 17

Tableau Ill.4. Présentation des acides aminés (symbole, fornméssse molaire, nombréj"

présents dans la séquence de la trypsine
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liaison disulfure

S-S )
o :C
e : N
e :0O
o :S

Figure I11.9. Structure 3 D de la trypsine; les 12 résidus cygstéit les 2 méthionine contenant
chacun un atome de soufre sont représentés saus figveloppée; référence: 1UTO Protein Data
Bank!®®!

On verra dans les paragraphes suivants que langeéses nombreuses liaisons peptidiques
(fonctions amides), liant entre eux chacun desdovésd'acides aminés, ainsi que l'existence des
liaisons S-S et C-S, constituent les meilleuremagigres de la présence de la trypsine sur les

surfaces de PE lors des analyses par XPS.
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lI. 2. Protocole d'immobilisation de la trypsine

La derniere étape de I'immobilisation consisteaigef réagir les échantillons de PE traités
plasma + GA avec une solution nouvellement prépdeéérypsine & 1 gff*® dans un tampon

phosphate 0,1 M (pH=7,6) selon le protocole suivant

& Prélever 1,20 g de NaRO, pour 100 ml de la solution tampon. Le pH de csti@tion est
de l'ordre de 4,4 et on ajoute progressivementolation de soude jusqu’a obtenir une
solution de pH=7,60

& Préparation de 0,1 g de trypsine dans100 ml delldien tampon a pH=7,60

Les échantillons de PE sont ensuite immergés damd de la solution finale a 4°C et
disposés sur une table d’agitation. Afin de rédlaréonction imine en amine secondaire, on ajoute
at = 35 min, dans certaines expériences, 0,1 eydeoborohydrure de sodium NaCNBE 38 A
titre de comparaison, certains échantillons nessglit pas cette étape de réduction et conservent
leurs deux liaisons imine. L'immobilisation de Iame est réalisée en laissant incuber les
échantillons a 4°C sous agitation pendant toutiia

E-NH,

H H
N==CH— (CH,)5—CHO » B-N—CH,— (CH)s—CH,—N—E
( 2)3 NaCNBFb 2 ( 2)3 2

Figure 111.10. Réduction des imines en amines secondaires empeide NaCNBHEl

Il est important de souligner que les deux rédusteNaBH et NaCNBH, sont beaucoup
cités dans la littérature; I'utilisation de NaCNBstmble cependant préférabié,

Apres 15 heures d’incubation, on rince tous Iématillons en trois étapes:

Tampon phosphate 0,1 M (pH=7,6) pendant enwrenheure

2. Lavage des échantillons avec le tampon phospl®aieM, pH=7,6) pendant 10 min en
agitant
Rincage final de tous les échantillons a latsmiutampon pendant 15 min

Séchage a l'air
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[1.3. Etude de 'immobilisation de la trypsine

Comme dans les étapes précédentes, nous étudsnsobdifications physico-chimiques de
la surface aprés I'immobilisation de la trypsine gas analyses XPS, MEB et AFM. Les quantités

de protéines totales immobilisées a la surface&tntéterminées par la méthode BCA.

11.3.1. Modification topographique de la trypsine mmobilisée

L’analyse MEB de la surface incubée avec I'enzynuntre ce qui semble étre des agrégats
de quelques micrométres déposés sur une surfasenpaét la méme topographie que celle des
étapes précédentes. Une analyse par EDX focaligéecestains agrégats (2 essais sur des
échantillons provenant de 2 séries d'immobilisatiordépendantes), montre la présence de soufre.
Dans la mesure ou les agrégats ne ressemblengrer ine contamination microbienne on peut
supposer que le soufre observé est la preuve geékence de protéine. Par AFM, on observe
I'apparition de petits nodules (clusters) sur lgare aprés I'immobilisation de la trypsine, comme

on peut le voir sur la figure ci-dessous:

Figure 111.11. Image AFM de la surface apres incubation aveg/fssine (échelle 3(m / 30um)

On remarque que ces points sont dispersés de fagorogene sur la surface. Cette
observation est identique a celle présentée p&8adl et son équipé”. On doit cependant faire
deux remarques:

- cette image d’'une surface comportant des agréagrande taille (quelques micrometres)

par rapport a une molécule de trypsine dont leméiee» moyen est de I'ordre de 40 A, fait penser
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a des dépobts de précipité de protéine, distribeétagbn éparse. De tels précipités risquent de ne
pas posséder d’activité enzymatique, alors quedtmrhaitait fixer une couche continue de trypsine
active, sur la surface.

- les deux techniques, MEB et AFM, utilisées demsravail ne permettent cependant pas de
conclure car leur sensibilité n'est pas suffisgmer visualiser la présence éventuelle d’une telle
couche monomoléculaire de trypsine.

Par la suite, afin de déterminer la nature degggments chimiques présents sur la surface

incubée avec I'enzyme, nous avons fait appel @akese XPS.

[1.3.2. Caractérisation physico-chimique par XPS dda surface aprés I'immobilisation

L'immobilisation covalente de la trypsine sur larface de PE a été vérifiee a l'aide de
'analyse XPS. Le spectre général met en évidelesésience d’'un nouveau pic de soufres&
163 eV), traduisant la présence des acides amméfsés cystéine et méthionine de la trypsine
(Tableau l11.4.). Ce pic peut étre déconvoluer eatre pics dont la largeur a mi-hauteur (FWHM) a
éteé fixée a entre 1,6 et 2 eV (le facteur de sditéipour le soufre vaut 1,67).

On doit remarquer (M. Chehimi, ITODYS, communicatipersonnelle) que les électrons
S,p correspondant & un état chimique apparaissent feone de doublet, d’énergies de liaison
différentes: % 32 et Sp 172, selon le spin des électrons. L'écart d’énergittectes deux pics du
doublet est d’environ 1,2 a 1,3 eV et 'aire du 8ie 3> est double de celle deg5,,. Nous avons
ainsi déconvoluer les spectres en tenant comptesleontraintes.

L’analyse XPS du spectre;sScomprend ainsi deux parties: une région composedes
deux pics a 163,8 e\51)p 32 €t a 165,2 e\(S1)2p 112 €t une autre région de deux pics a 167,8 eV
(S2)2p 32 €t @ 169,1 eV(Sy)2p 172 La littérature ne fournit pas beaucoup de donrsiesla
déconvolution des pics;Spour une protéine immobilisée. Les pics de plugdénergi€sS,),, 32 et
(S2)2p 112 correspondent a des fonctions oxydées du soubte: $p 3» les tables de données a notre
disposition!*Y) ne mentionnent pas spécifiquement les valeursédesgies & 1. L'énergie des
électrons & mentionnée pour les espécé$ Gulfites, SG, HSO, , ..) est comprise entre 166,7 et
168,0 eV, tandis que'S(celle correspondant & sulfates) est généralemanérieure (167,4-169,0
eV). Dans notre cas, le pic enveloppe du doubletogpris entre 167,8 et 169,1 eV semble plutdt
correspondre aux sulfates. De tels résultats gat &é rapportés dans la littérature, les différent
auteurs attribuant ces pics a la présence d'im@sifét provenant soit de I'oxydation du soufre a

Iair “*! soit de I'utilisation d’une solution alcaline pderrincage des échantilloff4.
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Au cours de notre étude par XPS, nous avons reltbda présence de soufre sur différents
échantillons (PE nu, PE traité plasma, PE trait8A; PE traité + GA + trypsine) et nous avons
utilisé différents protocoles pour le rincage finavant analyse XPS; en particulier nous avons
utilisé de I'eau pure ou bien le tampon phosphatstbel (0,1 M, pH 7,6).

On a remarqué que les pics de faible éne(Gig, 32 et (Si)2p 1/2 Sont présents uniquement
pour les échantillons ayant subi I'étape d’incubbai@vec la trypsine, alors qU®,)zp 312 €t (S2)2p 172
peuvent étre observés pour des échantillons n'gyasitété mis en contact avec la protéine. Ceci
confortel'attribution des picSy)2p 312 €t (S2)2p 172 & des impuretés, en accord avec la littérature;
tandis quUES:)2p 32€t(S1)2p 12 Seraient la signature de la trypsine immobilisée.

Comme leur dénomination lindique, on ne connadls pprécisément la nature des

"impuretés” observées, mais on note que le seLR@utilisé pour préparer la solution de ringcage
(tampon phosphate) contient de faibles quantit@éndulfate SO~ (0,003 % a 0,005 % masse par

masse de sel).

Le pic correspondant de facon la plus évidentegdtéine estS:).p 3,2 puisque les liaisons

S-S disulfure, C-S de la cystéine, ou C-S-R dedthinnine sont répertoriées a 163,8/&V

S-S, C-S, C-S-R

T T T T
171.0 168.0 165.0 1620 1530

énergie de liaison (eV)

Figure IIl.12. Déconvolution du pic $ de la trypsine immobilisée sur la surface de PE
(échantillon PE traité par plasma + GA + EnzymealCNBH;)
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On constate que l'aire de la composai¥ig., 32 représente 45 % de l'aire totale et qu’elle
est bien environ le double de celle du (&), 12 (22 %). Les pics attribués aux sulfates suivant
€galement la loi précédentezpS, = 22 % = 2* Sp 12 = 2*%(11 %). La part de la protéine

immobilisée sur la surface représente ainsi 67 AtreB3 % pour les fonctions oxydées du soufre.

La déconvolution du spectre;£du carbone montre également clairement la préseace
'enzyme a la surface. En effet, par rapport 2apét GA, on voit apparaitre de nouvelles fonctions
correspondant aux:

- amides N-C=0 des liaisons peptidiques a 288@Y (

- aux liaisons C-S (cystéines, méthionines) a 285reluses avec les C-C et C-H dans le@ic

- amines C-N a 285,8 e\Cf) pouvant correspondre aux résidus d’acides anys@se, arginine,
histidine, tryptophane

- alcools C-O a 286,7 e\C§) pouvant signaler les résidus sérine, tyrosinégthine

- acides carboxyliques COOH a 288,8 &¥)(pour les résidus acide aspartique et acide gigtan
de la trypsine

Les énergies de ces différents pics sont en booré@cavec celles observées dans la

littérature sur 'analyse XPS des protéifié§®+°!

C-C, C-H, C-S (C)
C-N (C))
C-0 (C)y

O=C-N (C,) \
N\

COOH (G) .

} }
2320 2880 2840 2800

énergie de liaison (eV)

T
3000 2360

Figure 111.13. Spectre XPS du carbone;Cde la trypsine immobilisée sur la surface de PE
(échantillon PE traité par plasma + GA + EnzymealCNBH;)
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La répartition des fonctions représentées sumbxrtse Gs apres 'immobilisation de la

trypsine est présentée dans le tableau IIl.5. Lergemtage des composantes C; et C, apres

limmobilisation est nettement supérieur a celles @tapes précédentes déja présentées dans le

tableau lll.1. apres 'activation de la surfacetém plasma par le GA.

C1 C Cs C4 Cs
Nom @ | ) | @ | @) | )
PE traité+GA+E 64+2 17+2 o+2 8+2 2+2

Tableau III.5. Pourcentages des différentes contributions dutsgp€gs aprés I'immobilisation de

la trypsine

Le spectre I\ permet d’identifier la présence d’'un nouveau p#0a,1 eV autre que ceux
les étapes précédentes. Il s’agit du Nid,” (N3) des résidus d’acides aminés lysine de la trypsine

a pH=7,6. Ceci montre qu’un certain nombre de téslgsine restent libres, sans engager de liaison
avec GA. Les deux autres fonctions correspondentenes Kl;) a 399,1 eV et aux amides) a
400,1 eV.

O=C-NH, (N,)

+
NH; (N,)

pomer

333.0 336.0 3530

402.0

énergie de liaison (eV)

408.0 405.0

Figure 111.14. Spectre XPS N de la trypsine immobilisée sur la surface de Rihggtillon PE
traité par plasma + GA + Enzyme + NaCN$H
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Il est important de noter que le pourcentage dmimaposantél, (78%) est supérieur a celui
de N (11%) etN3 (11%).

La comparaison de la variation des rapports Nét© / C apres chaque étape confirme
gu’'apres lI'immobilisation de I'enzyme sur la sudales rapports N / C et O / C augmentent a
nouveau et s’approchent des valeurs calculéesitfueonent a partir de la formule brute de la
trypsine (Tableau 111.6.), témoignant de la fixatid'une quantité significative d’enzyme.

Le fait que les valeurs expérimentales des rapdrt C et O / C restent inférieures aux
valeurs théoriques correspondant a I'enzyme (tabld&.) peut s’interpréter par la nature du
recouvrement de la surface de PE par I'enzyme: is@lagit d’'une couche monomoléculaire,
laissant les espéces sous-jacentes, GA et PE,il@itrégalement au signal mesuré, qui ne
correspond donc pas a la composition de la trypsiode; soit parce que I'enzyme ne recouvre pas

complétement la surface de facon homodghe

Nom O/C N/C| S/C| SI/N
PE traité 0,061 0,11 - -
PE traité+GA 0,058 0,058 - -

PE traite+GA+E (exp. 0,22 0,12 0,008®,071

E (théo.) 0,320 0,276 0,014 0,050p2

Tableau Il1.6. Comparaison des rapports N/ C et O / C sur lasartle PE aprés chaque étape de
greffage (GA = glutaraldéhyde, E = enzyme trypsine)
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11.3.3. Etude par XPS de la quantité de trypsine irmobilisée en surface en fonction de la

concentration de cette enzyme dans la solution d@ubation

Afin d’évaluer I'influence de la concentration ttgpsine dans la solution d’'incubation sur
immobilisation, nous avons effectué en paralidds analyses par XPS de différents échantillons.
L’évolution des fonctions observées sur les spsdilie, Nis et Sp est regroupée dans le tableau

suivant:

Concentration Co Cy N3 S
(9/1) (%) (%) (%) (%)
0 0,11 2 0 0
0,01 0,13 5,53 9,9 37
0,1 0,12 5,12 12 425
0,5 0,18 10 10,5 69
1 0,16 8 10 67

Tableau I11.7. Evolution des pourcentages des différentes corioibsl des spectres;§ Nis, Sp

en fonction de la concentration de la trypsine dars®lution d’incubation

En ce qui concerne les composantes relatives peetres Gs et Nis, leurs variations en
fonction de la concentration de la trypsine sonfficles a interpréter. En revanche, la
déconvolution du pic $ montre qu’il est le meilleur élément marqueur qous permette de
corréler le pourcentage de ces fonctions chimigure$onction de la concentration de la trypsine
immobilisée sur la surface.

Nous avons calculé le rapport de la somme des di&s picsS;(2ps2, 2p2) d'une part, et
Sx(2ps2, 2p2) d'autre part, sur la somme des aires de tous ies ¢e S $:+S;) pour des
concentrations de trypsine variant de 0 a 1 g/lphercentage de la composafig S-S, C-S, C-S-
R) augmente alors que pour des concentrations isupgs a 0,5 g/l, on observe un palier
correspondant a la composariie a environ 68 %. Pour ces fortes concentrationspideS,
correspondant au soufre oxydé reste plus au mtabiegentre 31-33 %).

On remarque par contre qus;) diminue progressivement lors de l'augmentationlale
concentration de la trypsine. Ceci peut étre imé&dépar le recouvrement, par 'enzyme, de la
surface de PE et de ses impuretés soufrées oxygidiegmpparaissent comme relativement
indépendantes de la quantité d’enzyme a la surface.
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Pour assurer la saturation des sites, la concemtrdé la trypsine en solution a été fixée a 1

g/l pour la suite de notre étude.
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Figure I11.15. Evolution des rapports d’air€s / S;+$; etS, / S;+S; en fonction de la concentration

de trypsine dans la solution d’'incubation
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I1.3.4. Dosage de la trypsine immobilisée sur la siace par la méthode au BCA

La concentration en protéines totales fixées awulface a été déterminée a I'aide d'un Kit

BCA (Micro BCA protein assay kit, Pierce) suivaatdrotocole présenté par Pierce. Comme il a été
dit précédemment pour les dosages des aminesgititdwaldéhyde, le principe de la méthode est la
mesure par spectrophotométrie a 562 nm du complel@é formé par I'acide bicinchoninique
(BCA) et les ions cuivreux CuDans le cas présent, on met a profit les pragsiééductrices de la
protéine qui réagit avec €ten milieu basique pour donner ‘GtH°? qui est dosé dans la deuxiéme
étape. Des gammes étalons ont été réalisées avaarden albumine bovine (BSA) qui est la
protéine standard la plus couramment utilisées &lypsine.

Les avantages de cette méthode parmi d'autres caralies de Lowry et celle de Bradford

[53.54] 5ont:

» compatibilité de cette méthode en présence deot@rsifs
» faible variation de la densité optique d'une praédi l'autre
e simplicité

» sensibilité (0,5 - 2g / ml de protéine).

La concentration en protéines totales immobilisteda surface de PE a été trouvée égale a
2,3 g / cnf équivalent BSA ou encore 1,ig / cnf de trypsine, en utilisant comme référence un
échantillon de PE non traité, incubé avec la trypsi

Le tableau IIl.8. présente différents résultats densités surfaciques d'enzymes,
immobilisées par différentes méthodes. On remagyige mis a part pour les films constituant une
matrice dans laquelle les enzymes sont inclifdédes valeurs apparaissant dans le tableau sont
comprises entre 0,5 et 50y / cnf. Du point de vue de la comparaison entre méthafies
fonctionnalisation par voie chimique ou par voiagoha, il est intéressant de considérer les résultat
de Goddard et af® qui ont trouvé Gug / cnf de lactase sur un film de PE activé par voie o
en utilisant le GA comme bras espaceur. Nos résutant du méme ordre de grandeur, bien que
plus petits en terme de masse immobilisée. Lestagswlonnés sur les surfaces de PE greffées par
des copolyméres sont a rapprocher du procédé dgmgobation par plasma (par exemple
allylamine) dans lequel un dépét est réalisé. Denxarques doivent également étre faites a propos

des chiffres donnés dans le tableau:
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- Certains auteur® ont montré que I'augmentation de la densité dfeesypouvait nuire a
l'activité globale de la surface du fait de I'enboement stérique, du blocage de sites actifs ou de
dénaturations.

- la détermination des quantités immobiliséesréalisée par des méthodes trés variables.
Par exemple ces derniers autétfflsmesurent, par bilan, la quantité de bras espd@ME) fixée
et en déduisent une densité d'enzyme immobiliséauti®s®”! estiment, & partir de l'activité
enzymatique de la surface, une masse eéquivalaneyhe en solution.

Si I'on consideére la trypsine (M=23,3%1§) comme une sphére d'environ 40°A de diamétre,
qui occuperait sur le support sa surface projdé2?/@ # 12,6 nrf), on trouve que les 1g/cnt
mesurés dans nos expériences correspondent arefvité molécules de trypsine /Amoit une
occupation de 5,5 nfrd'enzyme / nfhde PE. Ce qui signifierait I'existence de plusieélmouches”
d'enzymes, sous une forme qu'on ne connait pasuveement homogene ou par agrégats, .... Cette
déduction irait dans le méme sens que les obsensatie clusters et agrégats faites par MEB et
AFM.
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Enzyme Support Immobilisation Densité Référence
uglent
Trypsine Polyéthylene Plasma BIH 1,7+£0,1 Présent
glutaraldéhyde Travail
Lactase Polyéthylene| Activation chimique 6 Goddard et al,
+polyéthyléneimine 20075
+ glutaraldéhyde
Trypsine Polyéthylene Covalentg1) 15-53 Yamada et al.
PE-g-PAA + CMC 20035
Trypsine PAN ou Covalente 0,5 Loh et al.
PPY(2) AAc + WSC (2) | (éq. enzyme libre) 199657
Trypsine Silice Photoimmobilisation 15,8 Bossi et al.
covalente 20043
Alcool Nylon Glutaraldehyde 35 Roig et al.
déhydrogénase 1991'%8!
Catalase Poly(HEMA)- Adsorption 23,6 Arica et al.
CB-Fe (3) 19975
A-Amylase Particules Adsorption 1,62 Leloup et al
matiére amylacée 199160
Lactoperoxidase Film d'alginate Incorporation 0,2 - 0,7 mg/cm| Mecitoglu et
réticulé al. 2007
Trypsine Membrane Covalente 0,9 Bienvenut et
PVDF activée | incubation directe| (éq. enzyme libre) al.
par carboxyl (4) trypsine 1999162

(1): PEg-PAA: Polyéthylene greffé avec un polymeére d'a@de/lique; liaison avec le CMC:
CMC = 1-cyclohexyl-3-(2-morpholinoéthyl)-carbodiide methop-toluenesulfonate

(2): PAN: Polyaniline; PPY: Polypyrrole; AAc: photopahérisation par UV de l'acide acrylique;
WSC = "Water Soluble Carbodiimide" = 1-éthyl-3-(Bréthylaminopropyl) carbodiimide, HCI
(3): Poly(HEMA)-CB-Fe: Poly(2-hydroxyethyl methacryéat Cibacron Blue + ions &

(4): Membrane IAV, Société Immobilon tech

Tableau 111.8. Différents résultats de densités surfaciques dfaesy immobilisées par différentes

méthodes selon

la littérature
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Conclusion

L’étude décrite dans ce chapitre a été consact@pplication de la surface de PE traitée
par plasma d’ammoniac en vue d'immobilisation diypsine via des liaisons covalentes.

Nous avons développé un protocole d’activationfdastions amines primaires utilisant le
glutaraldéhyde (GA) qui joue le réle de bras espadgette réaction conduit a une liaison imine.
L’analyse XPS révele I'apparition des nouvellesctions C=N (imine) et HC=0 (aldéhyde) sur la
surface aprés la fixation de GA. Cette évolutionaxzompagnée par une diminution du rapport
N/C.

L’étude du nombre de fonctions aldéhydes a laasarf été évaluée par les deux méthodes
de dérivation chimique (tyramine / BCA, phénol-a&cidulfurique (PAS)). Les deux méthodes
présentent des valeurs du nombre d’'aldéhyde odesiigques (entre 1,2 et 1,4 molécules AniGe
résultat est en bon accord avec la quantité d’'anipeémaires déterminée (entre 1,2 et 1,4
molécules NH / nnf). Ceci révéle la réaction mole & mole entre lemasprimaires de la surface
et la molécule de glutaraldéhyde. Nous avons égalememarqué que le nombre de fonctions
aldéhydes apres la fixation de GA est plus stablesde temps en comparaison avec celui des
amines primaires.

Au cours de la derniére partie relative a I'imnfishtion de la trypsine, les analyses XPS et

AFM ont permis de suivre la présence de notre eezsum la surface:

* la topographie de la surface révele une apparii®minuscules nodules (clusters) sur la
surface apres I'immobilisation.

* I'incorporation du soufre
 la présence des liaisons peptidiques a 288 eVpit IbH," a 401,1 eV

» laugmentation des rapports N/ CetO/C

La concentration de protéines immobilisées siguldace de PE a été estimée d’étre 2,305
ug / cnf. En conséquence la création de fonctions amiriesajpes fixées a la surface des films de
PE permet avec les bras espaceurs de réaliseretfagg stable de fonctions enzymatiques. Cette
procédure ouvre le champ a des matériaux multiesibiocompatibles tant pour des applications
d’identifications des molécules en milieux aquegye pour des applications dans la domaine

biomédical (surface décharge extracorporel).
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Introduction

Nous avons développé précédemment un protocoferdgionnalisation de la surface de

polyéthylene (PE) afin d’assurer I'immobilisatioovalente de la trypsine:

* Introduction de fonctions amines primaires en sditit un plasma N¢-hors équilibre
» Liaison d’'un composé bifonctionnel jouant le régelttas espaceur (glutaraldéhyde)

» Fixation covalente de la trypsine au bras espaceur

L'objectif de la présente étude est la mise enresgiun test de dosage de la trypsine
immobilisée sur la surface du PE et I'évaluationadstabilité de cette immobilisation au cours du
temps.

Dans ce qui suit, nous reviendrons sur certaimeprigtés de la trypsine concernant son
activité enzymatique. Cette étude conduira au d@pament d’'une méthode de dosage de cette
activité par spectrophotométrie d'absorption UVisRlans une seconde partie, on attachera une
importance particuliére a l'activité de la trypsimemobilisée et a sa stabilité au cours du temps.
Pour cela, nous utiliserons différents types déetmaents de surface par plasmas: gaz non-
polymérisables (b#H,, NH3) et gaz polymérisable (allylamine GCH-CH,-NH,) afin de
comparer, a partir des sites greffés sur le PEtiVigé enzymatique en fonction du choix du
traitement plasma. La surface sera caractériséel'paalyse XPS aux difféerents stades de
traitement. Enfin, la stabilité de I'immobilisatieera étudiée en fonction du temps et en fonction

du nombre d'essais répétitifs.
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|. Trypsine

[. 1. Immobilisation et activité
L'immobilisation de la trypsine, comme toute ping sur un support présente un intérét:

» sil’enzyme conserve une activité significativeeapfixation,
* si sa durée d'utilisation s'en trouve augmentéefaitude la suppression de l'auto-
hydrolyse, trés importante en phase homogene daitide la stabilisation de sa

structure 3D grace aux liaisons covalentes.
La conservation de I'activité enzymatique apriésfiobilisation, dépend ainsi directement:

0 du protocole de fixation: conditions d’incubati@onditions de ringage, qui doivent
respecter la structure tridimensionnelle relativenieagile de 'enzyme,

o de l'accessibilité au site réactionnel pour lesstiaths & convertir.

La figure IV.1. montre une vue 3D de la trypsing kquelle figurent, d’une part le site

réactionnel, marqué par la présence de l'inhibit2yphenylethylamine (PEA: ¢Els-CHx-CH,-

N+H3) et d’autre part les résidus lysine qui sont lesfs de fixation potentiels de I'enzyme au
support. La présence d’'une fonction amine primaitextrémité de chaque résidu lysine rend en
effet possible la formation d’'une fonction iminereg réaction avec I'aldéhyde libre du GA greffé.
On remarque sur la figure 1IV.1. que les résiduméysont disposés essentiellement en périphérie de
la trypsine, ce qui est logique compte tenu de leanactére hydrophile (dans ses fonctions
naturelles la trypsine opére en milieux aqueux)cet qui est favorable dans Il'optique de

'engagement d’'une réaction avec le GA fixé swsupport.
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PEA dans
le site actif

i Lf—> Lysines

o :C
e :N
e :0O
o :H

Figure IV.1. Structure 3 D de la trypsine; les 14 résidus lyghke PEA, référence: 1UTO Protein
Data Bank

Dans la mesure ou on n'a pas la possibilité d’isgponi de contrbler I'orientation de
'enzyme par rapport a la surface, on mesureraregrpétalement, aprés immobilisation, I'activité
enzymatique présente sur les supports de PE. Biff@ressais d'immobilisation covalente, de
physi-sorption ou chimi-sorption, accompagnés dimints protocoles de lavage / rincage seront
réalisés et comparés en terme d’activité de laasarf’'une part juste apres fixation et d’autre,part

au cours du temps, afin d’estimer la stabilité elibecactivité.
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I. 2. Mesure de l'activité enzymatique en phase hongene

Pour déterminer I'activité enzymatique de la tmgpspancréatique bovine (Réf. T 1426,
Sigma), nous avons appligué une méthode standdisant un substrat synthétique: M-a-
Benzoyl-L-Arginine Ethyl Estel!! (BAEE, HCI Réf. B 4500, Sigma). On a vu au Chapltt que
la trypsine possédait la particularité de coupeécsiguement les liaisons amides (liaisons
peptidiques) et esters, situées du coté carbog/litps résidus lysine et arginine. C’est cette idé&tiv

«esterase» qui est exploitée dans la méthode alEBpiEsentée ci-dessous:

BAEE + H,0 'YPSIN® . Benzoyl-L-Arginine + éthanol

= =
| HQ —CH, | H Q

S N g N N OH

HCI HCI

o) O H
H HN

NH —NH

Hz: Ha

Figure IV.Il. Réaction du N-Benzoyl-L-Arginine Ethyl Ester (BAEE) en préserusla trypsine

On mesure donc la vitesse d’hydrolyse de ce satbgtormation deN-a-Benzoyl-L-
Arginine) au cours du temps en suivant 'augmeatatie la densité optique (DO) a 253 nm.

L'unité d’activité enzymatique mesurée selon cettthode (Référence Sigma) est définie
comme égale a la quantité d’enzyme qui produitvaration de densité optique de 0,001 DO / min
a 253 nm avec le substrat BAEE a pH 7,6 et & tesyér ambiante au cours d’'une réaction
effectuée dans un volume total de 3,20 ml (3 mkdeition de BAEE et 0,20 ml d’échantillon

contenant la trypsine).
Protocole opératoire selon la méthode sigma:

» préparation d’'une solution tampon phosphate (®&h)) a 67 mM et ajout de soude

(NaOH) jusqu’a atteint un pH=7,6
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CHAPITRE IV: validation de I'immobilisation covalente de I'enzgrpar mesure de I'activité enzymatique

» élaboration de la solution du substrat (BAEE) &0y dans la solution tampon
e préparation d’'une solution d’'HCIl a 0,001 M

e préparation de 3,5 mg de la poudre de trypsine #id@snl de la solution HCI

La solution ainsi préparée contient environ 50lJla poudre de trypsine utilisée (lot
Sigma n° 121k7692) possédant une activité spéeifiga 14100 U/mg de trypsine selon le
fournisseur. La vérification de la valeur de I'ait enzymatique de la trypsine par la méthode au
BAEE a été réalisée aprés chaque changement de lot.

La densité optique a été mesurée grace a un spettte UV/visible (UVIKON 860) toutes
les 5 secondes dans une cuve de quartz contemahd8 la solution de substrat et 0,2 ml de la
solution d’enzyme. La solution de trypsine (0,2 @8} ajoutée au temps t=0 puis aprés une bréve
agitation, on mesure la densité optique (DO) deecslution. Le substrat BAEE seul, en présence
de 0,2 ml de solution d’'HCI (sans la trypsine),té éhoisi comme référence afin de comparer

I'évolution de sa densité optique avec celle deolation contenant 'enzyme.
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I. 3. Etude de I'influence des conditions de réaain sur la cinétique d’hydrolyse

du BAEE par la trypsine

Pour évaluer I'influence des conditions de réacsar la mesure de l'activité enzymatique
de la trypsine en phase homogéene, une série diexgés a été réalisée en faisant varier la
concentration du substrat (BAEE), le pH et la terap&e. L'ensemble de ces paramétres nous
permet de présenter un protocole optimal de dodage trypsine immobilisée sur la surface de

polyéthylene.

[.3.1. Effet de la concentration de substrat

Une enzyme en phase homogene en présence d’umas@ssconcentration non inhibitrice,
suit généralement la loi cinétique de Michaélisentén rappelée ci-dessous:

V = V™ Cs/ (Km +Cs) = keat Eo Cs/ (Km + Cs)

Expression dans laquellesCeprésente la concentration du substraf; & constante
d’affinité et kg la constante catalytique de I'enzyme pour ce sat)sg la concentration
d’enzyme.

VvMa& est égale & la vitesse maximale de conversionubistrst lorsque ce dernier est en
guantité suffisante pour ne pas limiter la cinéigqéactionnelle (€>> Ky). On est alors en
condition de "substrat saturant” et la vitesse méEswest proportionnelle a la concentration
d’enzyme.

Ainsi, pour quantifier la présence d'une enzyme ha mesure de son activité, on doit
s'assurer que la réaction se déroule dans de talleditions de saturation, afin que la cinétique
mesurée soit proportionnelle a la quantité d'enzyetene dépende pas de la concentration de
substrat, qui de plus est variable en fonctional@hcement de la réaction.

Afin de connaitre la dépendance de l'activité eratique de la trypsine vis a vis de la
concentration du substrat, nous avons effectuésene de mesures selon le protocole décrit ci-
dessus. Pendant cette étude la température a étédaalans chaque cuve-réacteur a la sortie du
spectrophotometre. La Figure 1V.3. montre l'inflaendes différentes concentrations initiales de

substrat sur I'activité enzymatique.
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Figure 1V.3. Evolution de I'absorbance en fonction de temps pesisubstrats 0,1 mM (T=22°C),
0,15 mM (T=23°C), 0,20 mM (T=25°C), 0,25 mM (T=23°€&t 0,30 mM (T=23,5°C) mesuré par
spectrophotomeétre UVIKON, cuve quartzr3,20 ml, C=3,19 mg trypsine / 100 ml)

On observe les résultats suivants:

* Les références (solutions du substrat BAEE seulhoetrent pas de variation de DO
significative pendant le temps d'observation (emv2 minutes),

* Au contraire, en présence de trypsine, on obsenecaugmentation linéaire de la
densité optique, traduisant I'apparition du prodigtla réaction, le N-benzoyl-L-
arginine,

* Les différentes pentes mesurées sont toutes prateh€073 + 0,007 DO/min, les
variations existant entre elles semblant étre duame variation de température
plutbt qu'a la difference des concentrations destsabinitiales. En effet les deux
pentes les plus extrémes 0,0662 respectivemen®®,D0D/min correspondent a la
température la plus basse (22°C) respectivememlu haute (25 °C). Une étude

dédiée a l'influence de la température sera préselans un paragraphe suivant.
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De cette étude sur la concentration de substm@is rconclurons qu'au moins dés la
concentration de 0,15 mM, la saturation est agei@®n peut noter que la méthode Sigma
recommande une solution standard a 0,25 mM de ratiBAEE, ce qui est en accord avec les
résultats présentés ci-dessus.

A partir de la pente obtenue pour la solution déad de BAEE a 0,25 mM en présence de
I'enzyme, on peut calculer I'activité spécifique e trypsine c'est a dire le nombre d'unités

d'activité par milligramme de poudre du lot de sipe utilisé. Cette valeur est égale a 11250 U/mg.

1.3.2. Effet de la température sur I'activité enzynatique

A partir des résultats précédents, nous avonsrabsgue la température exercait une
influence sur I'activité enzymatique de la trypsihest donc nécessaire d'en préciser I'importance

L’activité enzymatique sur solution de BAEE a 01BM a été déterminée pour différentes
températures selon le protocole Sigma. Le tablédd. | présente I'évolution de l'activité
enzymatique en fonction de la température et soeligu'une variation de seulement 0,5 °C se

traduit par une modification mesurable de I'acdiehzymatique.

T A~
(°C) (DO / min)
15 0,0346
17 0,042
18,5 0,0488
20 0,0603
23 0,0721
23,5 0,0742
25 0,0855
26 0,0868
27,5 0,0985
28,5 0,1185
29,5 0,1216
35,5 0,1716
38 0,2006
39 0,2088

* A désigne la pente des droites DO fonction du geengifférentes températures

Tableau IV.1. Evolution de I'activité enzymatique de la trypserefonction de la température
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L’exploitation des résultats selon la relation di#énius permet de déterminer I'énergie

d'activation de la réaction enzymatique:

-Ea
Kcat =C.eR

avec C: constante
T: température (°K)
R: constante des gaz parfaits (8,31 J/mol/°K)
Ea: énergie d’activation de la réaction (J/mol)

-E )
Ra =-66117 K (Figure IV.4.)
E, =55 kJ/mol
D T T T T T T
000315 0,0032 000325 00033 000335 00034 0,00345 0,0p35
0,5 4
4
1.5 4
+
-,
=
A 4
-2,8 4
y=-BB11.7x + 19,533
R? =0 9857
e
+
23,58
-4

I'T

Figure IV.4. Evolution de Ln A en fonction de 1/T
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1.3.3. Effet du pH sur 'activité enzymatique

L’évolution de I'activité enzymatique de la trypsien fonction du pH révéle une courbe en
cloche faisant apparaitre une zone de pH optimacttikité enzymatique croit avec 'augmentation
de pH de la solution du substrat jusqu’a pH 7,8 pactivité reste plus ou moins stable jusqu’a pH

9. Au dela de cette zone, I'activité semble a nauv@écroitre progressivement.

8,00E-02

7 00E-02 -

6,00E-02 -

5, 00E-02 -

4,00E-02 -

3,00E-02 -

Activité enzymatique

2,00E-02 -

1,00E-02 -

0,00 E+00 T T T T T T T
3 4 8 6 T 8 9 10 1

Figure 1V.5. Variation de l'activité enzymatique de la trypsame fonction du pH des différentes

solutions de substrat BAEE
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ll. Immobilisation de la trypsine sur des surfacesde PE traité par

différents plasma et mesure de son activité enzymagtie

En général 'immobilisation des enzymes leur comfés caractéristiqgues suivantes:

e augmentation de leur stabilité dans le temps,
» élargissement du domaine d'utilisation vis a vis denditions de température et de pH,
» facilité de séparation en vue d’une réutilisation,

» possibilité de mise en ceuvre de procédés continus

De plus, pour les protéases, I'immobilisation &vibu limite, I'autolyse qui existe en

solution.

Ainsi il a été montré que I'immobilisation covatertde la trypsine sur un gel a base d’oxyde
de silicium conduisait a une meilleure résistanae eéhangements de pH et de température ainsi
qu’a une plus grande stabilité dans le temps erpacaison avec la trypsine en solutidn

Dans ce qui suit, nous abordons plus particuliergrta mesure de I'activité enzymatique de
la trypsine immobilisée sur une surface de PE. &@&mment nous avons montré que le plasma
d’ammoniac était efficace pour le greffage de fmmst amines primaires a la surface du
polyéthylene. Cependant la densité de ces foncensestée relativement faible alors que d’autres
meéthodes de fonctionnalisation rapportées danistéaature font état de densités bien supérieures
(cf Chapitre 1).

Afin d’accroitre la quantité d’amines primairesdet comparer son influence sur I'activité
enzymatique immobilisée, différents types de plasmiaété choisis: des gaz non-polymérisables
(N2+H2, NH3) et un gaz polymérisable (allylamine GHCH-CH,-NH,). Les fonctions amines
primaires incorporées par chaque traitement plasundes films de PE ont ensuite été liées au
glutaraldéhyde (GA), jouant le réle de bras espacamme déja décrit précédemment. Enfin, la
derniere étape a consisté a I'immobilisation cavi@ele la trypsine, dont nous avons mesure, par la

suite, I'activité enzymatique.
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II. 1. Dispositif expérimental utilisé pour le traitement de la surface par plasma

RF basse pression

Le dispositif expérimental utilisé precédemmentirpla fonctionnalisation de la surface de
polyéthyléne (cf. chapitre 1l) peut recevoir diféts types de gd*. Nous I'avons mis en oeuvre
de facon similaire avec 'ammoni&tet le mélange azote / hydrogdfie

Les parameétres opératoires utilisés pour le trate de films de polyéthyléne par plasma
RF hors équilibre dammoniac et de mélange azotgdfogéne sont résumés dans le tableau

suivant.

Gaz N + H NH;
Débit de gaz N2 : 55 cmi/min 175 cni/min
H, : 165 cni/min
Pression 1 mbar 1,5 mbar
Puissance plasma 40 W 40 W
Temps de traitement 2s 2s

Tableau 1V.2. Conditions opératoires retenues pour le traitenpamtplasma d’ammoniac et de

mélange azote / hydrogene

Pour le dépdt d’allylaminE® (CH,=CH-CH,-NH,) par plasma, le dispositif expérimental
exige d'introduire le précurseur allylamine soustfe vapeur dans le réacteur. Le systéme choisi
consiste a entrainer par un flux d’argon la vageaduite par bullage dans le réservoir qui contient
le précurseur (I'envoie d’un flux d’argon dans déservoir entraine un bullage régulier et sous forme
de vapeur de monomere vers le réacteur au nivealiéldetrode creuse). Afin d'éviter la
condensation du monomere avant son arrivée daré&atteur, des rubans chauffants entourent le

tube d’alimentation vapeur / précurseur.
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vanne tout ou rien

l

T

e :>|. mmm)> vers réacteur

vanne micromeétrique vanne micromeétrique

entrée de gazamm) :J-T:

bulles de gaz

allylamine

Figure IV.6. Systeme de I'introduction d’allylamine sous fornapeur

Dans les films de PE traités sont découpés depieisde diametre 2,4 cm sur lesquels

seront réalisées les fixations successives durgldthyde et de la trypsine.

Point d’ébullition (°C) 55-58
Point de fusion (°C) -88
Tension de vapeur a 20°C 26,4 kPa

Température d’auto inflammation (°C) 370

Densité relative (eau=1) 0,76

Tableau IV.3. Caractérisation physique de l'allylamine (aminor8gene)
(cette substance doit étre manipulée avec précejticar elle réagit violemment en présence

d’oxygene)
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Il. 2. Mesure de l'activité enzymatique de la trypse immobilisée sur la surface
de PE

[1.2.1. Immobilisation de la trypsine et mesure deson activité

L'immobilisation de la trypsine est réalisée snivée protocole décrit au chapitre Il
paragraphe Il. 2. On présentera plus en détaidigérentes méthodes de lavage / ringcage des
échantillons (disques de PE fonctionnalisés) méseseuvre pour éliminer les enzymes faiblement

liées au support.

Apres incubation des échantillons dans une solu®rrypsine 1 g/l, on rince les disques

selon le protocole (b) mentionné ci-dessous:

e tampon phosphate (pH=7,6) a 0,1 M pendant envirenheure (chaque 30 min, la solution
de tampon est changée et les échantillons sorsrieicagités & nouveau pendant 30 min)

» Lavage des échantillons par une solution de déteggndant 10 min en agitant. Différentes
solutions ont été comparées: tampon phosphatejdipetiCl*% (5 M ou 2 M préparée
dans I'eau), tween 2642 (0,1 ml de tween dans 100 ml de tampon phosphaié)0

* Ringage final de tous les échantillons avec latsmitampon phosphate pH=7,6 pendant 20
min (chaque 10 min, la solution de tampon est chang

* séchage a l'air

Nous avons mesuré l'activité enzymatique des @isqle PE soit juste aprés le ringcage, soit
aprés quelques jours en gardant les échantillseca dans le réfrigérateur, selon le protocole ci-

dessous:

= Préparation du substrat BAEE a 0,25 mM dans le tenginosphate a 67 mM

= Placer les disques dans les réacteurs en verseajuuiter a I'instant t = 0, 3 ml de cette solution
de BAEE.

= Prélevement (1 ml) dans le réacteur a differentspte mesure de la DO et recyclage du
prélevement dans le réacteur. La fréquence dever@ent est généralement de 40 minutes.
L'expérience est poursuivie pendant un temps sufiisent long pour obtenir un changement
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significatif de la DO par rapport a la premiére ores durée généralement comprise entre 2 et 3
heures.

= Les disques sont alors retirés du réacteur afimegurer une éventuelle évolution de la DO de
la solution de BAEE en leur absence: la stabil#élal densité optique durant cette deuxieme
phase de I'expérience (environ 2 heure) est lavprallune immobilisation réussie; une
continuité dans l'augmentation de la DO est auraostle signe d'une activité en solution due

au relarguage de la trypsine de la surface de PE.

Il est important de noter que cette étude du gakge permet de vérifier la solidité de
'ensemble disque PE + enzyme. Lorsqu'on détecte aativité enzymatique en solution, on

suppose que certaines liaisons chimiques ont &®¢ea, sans pouvoir préciser si cela témoigne

d'une dégradation au niveau du polymere traitéi@u diune rupture du bras espaceur.

Afin de s'assurer de la pertinence de l'obsemati® I'évolution de la densité optique au

cours du temps, nous avons effectué les testsrigbtas suivants:

» Cinétique d'évolution du substrat seul pendargnepls de manipulation (référence).

» Cinétique en présence de PE non traité et de RE par plasma sans GA et sans enzyme afin
de connaitre les éventuelles réactions de la sudadE avec la solution de BAEE.

» Cinétique en présence de PE non traité + glutamgttes de PE traité par plasma +
glutaraldéhyde et de PE traité + glutaraldéhydea€NBH3, afin de connaitre les éventuelles
interactions entre le BAEE et les fonctions aldé@syfixées ou adsorbées.

» Cinétique en présence de PE non traité + enzymg,(B@ PE traité + enzyme (PPT)* et de PE
traité + enzyme + NaCNBH3 (PPTR)* afin de mesulactivité enzymatique de la trypsine
fixée en surface sans l'intermédiaire du bras espaglutaraldéhyde: c'est a dire adsorbée ou

lie a des fonctions non déterminées de la sudadeE traitée par plasma.

Notons que toutes les étapes de traitement sphiekes eéchantillons ont été standardisées

(plasma NH, GA, enzyme).

* Nous utiliserons dans la suite un code pouratéreser les disques de PE selon les traitements
subis. Avec une lettre par étape: P pour Polyétieyl®P pour Polyéthylene traité Plasma, G pour
glutaraldéhyde, T pour incubation avec la TrypghR pour Réduction par NaCNBH
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bY

L'unité d’activité enzymatique immobilisée sur saurface a été calculée a partir de la
différence entre la pente de I'échantillon et cdiiela solution BAEE (référence). L'unité d'actvit
définie dans le protocole Sigma est basée sur beese de réaction (DO / minute) mesurée dans un
volume réactionnel de 3,2 ml; nous appliqguons danformule ci-dessous pour exprimer en unité

Sigma nos mesures faites dans un volume réactiolen&imil:

A= 3/3200110° ODO/min (Unité Sigma)

[1.2.2. Mise au point d'un protocole de rincage degchantillons aprés I'immobilisation

Afin d’optimiser I'étape de rincage apres I'immiiation de la trypsine, deux protocoles de
rincage des échantillons ont été comparés. Le prechoisi (a) consiste en un rincage en 3 étapes:
solution tampon, solution de détergent et finalensetution tampon. Le deuxiéme protocole (b) est
celui présenté en détail au paragraphe précédameéspondant a une augmentation de nombre des
étapes de rincage. Cette étude a été réaliséeleldms de ne mesurer que l'activité des enzymes
lites fortement au support (liaisons covalentesjesapélimination de celles adsorbées non
spécifiguement. C'est pour cette méme raison dtérelits composés connus pour leurs propriétés
désorbante§'? (le tensio-actif Tween 20, la guanidine) ont égeat été testés (cf paragraphe
suivant). La figure IV.7. présente la comparaisen'dctivité enzymatique mesurée pour ces deux
protocoles de ringcage avec des échantillons de RR@TR provenant d'une méme série plasma,
c'est a dire obtenus a partir d'un méme film der&iEe par plasma.

On observe que l'augmentation du nombre des étwescage (protocole b) supprime le
relarguage de la trypsine observé avec le protdedle

Nous avons aussi constaté pour les tests de cen(gwhantillons n'ayant pas subis
l'incubation avec la trypsine ou encore échantdlate type PT et PPT) une diminution des
interférences avec la solution BAEE: c'est a dine lpugmentation de la DO au cours du temps
observée avec ces échantillons devient nulle owsigmificative avec le protocole de ringcage (b).

On doit remarquer que, dans tout ce travail, notens été confronté a la mesure de
variations de densité optique relativement faikdédss méme que les solutions sans enzyme -
substrat seul (BAEE) ou PE non traité + BAEE pameple - pouvaient évoluer au cours du temps,
de facon plus ou moins importante selon les expée& Nous avons donc d( estimer une
"variation minimum"” de DO traduisant un effet enatigue significatif. En considérant les

différentes expériences réalisées, nous avons é@stitte pente minimum a 2O / min, ce qui
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correspond & une mesure de variation de DO de’6efiune heure d'expérience, ou encore a une

activité¢ A = 2 10 Unité / cnf. En résumé, en dessous de cette valeur, nous gughsiu'on ne

pouvait pas affirmer de facon certaine la présetigee activité enzymatique significative sur les

échantillons de PE.

Pour les échantillons traités par plasma allylanginBb+H,, le méme effet de ringage a été

constaté. En conséquence pour la suite de notde &l protocole de ringage (b) a été choisi pour

tous les échantillons.
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Figure IV.7. Effet de 'augmentation de nombre de ringcage &ctiVité enzymatique de deux

échantillons de type PPGTR provenant d'une ménie p&asma NH ringcage en 3 étapda) et

rincage en 5 étap¢b)
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11.2.3. Comparaison des activités enzymatiques obtees par différents traitements plasma

11.2.3.1. Activité enzymatique de surfaces traitéepar plasma NH;

Le calcul de l'activité enzymatique par unité deface de support permet de mettre en
evidence l'efficacité de I'immobilisation en fonati des étapes de fonctionnalisation ou des types

de rincage effectués (cf tableau IV.4) :

- L'activité enzymatique des échantillons de tygeGPR ayant subi les quatre étapes :
traitement par plasma, fixation de GA, immobilisat de la trypsine et réduction par
NaCNBH;, est la plus élevée et est, en particulier, sepégia celle des échantillons n’ayant
pas subi I'étape de la réduction (PPGT).

- Les activités enzymatiques des échantillons srméec la solution de tampon ou avec la
solution de tween sont identiques.

- L'activité des échantillons rincés avec la solutde guanidine reste toujours tres faible,
inférieure au seuil de "détection significative".

- On remarque l'activité significative des échdémtis PPTR ayant subi l'incubation directe PE
traité par plasma + trypsine (sans I'étape glldé@hgde) puis la réduction par NaCNBH

- Au contraire, les échantillons PPGT ayant sulgrtiocole d'immobilisation classique, mais

sans réduction finale, montrent une faible adigiti varie entre 1,8 et 2 U/ém

Notons que les valeurs des incertitudes mentiont&es le tableau correspondent a I'écart type
O, calculé a partir des résultats de n échantillofiérdnts. Cet écart type illustre la dispersios de
résultats, due d'une part a la sensibilité des rasset d'autre part a la reproductibilité des gssai
reproductibilité liée au fait que les échantillqiaésques PE) sont découpés en différents endroits
des films de PE traités par plasma; et aussi agsilpies variations d'un traitement plasma a un

autre.
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Nom Tampon (U/crf) | Tween (U/cri) | Guanidine (U/crf)
PPGTR | 8,4.160+2.10° | 8,1.10°+2.10° | 1,5.10°+0,6.10°
n=17 n=11 n=8
PPGT | 1,8.10°+1.10° | 2,2.10°+1.10° | 0,7.10°+0,5.10°
n=5 n=6 n=4
PPTR 7,6.10°+2.10° | 7,8.10°+3.10° 0
n=4 n=3 n=4
PPT 3,210+2.10° | 3,1.10°+2.10° | 1,1.10°+0,1.10°
n=7 n=5 n=3

Tableau IV.4. Activité enzymatique d'échantillons issus de PHEérnaar plasma Nk

(Q nuz = 175 sccm, R=40 W, P = 1,5 mbar, t = 2 s). Les incertitudagiquées sont les écarts

typeso, calculés a partir des résultats de n essais.

Les résultats montrent I'effet important sur até enzymatique produit par le NaCNBH
qui permet de réduire les fonctions imines en amisecondaires plus stables. La valeur de
I'activité enzymatique passe d'environ 2?10/cnt (valeur non significative) pour PPGT & environ
8.10% U/cnt pour PPGTR.

La — relativement — forte activité des échantdloPPTR, qui évitent I'étape du
glutaraldéhyde, nous a surpris. Nous n'avons pazdiude quant a la nature des liaisons entre le
PE traité et la trypsine: des phénomenes de phpsiso comme des liaisons chimiques sont
envisageables du fait, d'une part du caractéereophile du PE traité plasma (cf chapitre Il réssltat
XPS) et d'autre part de la grande variété de fonstchimiques créées en surface par le plasma. Il
est également remarquable que, comme pour l'immatidn classique avec le glutaraldéhyde,
l'utilisation du réducteur NaCNBHse révéle indispensable a la manifestation d'wiwité
conséquente, les échantillons PPT ayant une &cti¢i$ faible d'environ 3 U/ém

Par la suite, afin d'essayer d’augmenter I'a@&ieihzymatique, nous avons testé I'utilisation
de ce réducteur aprés les deux étapes de formditrnme: (i) aprés la fixation de GA sur le PE
traité plasma, (i) apres I'immobilisation de laygsine. Cependant la valeur de [lactivité
enzymatique dans ce cas (échantillon PPGRTR) andiénipassant a A = 5,2:1@ 0,6.10% U/cn?
(n=4).0n doit noter que cet essai a été réalis€ aealement 4 échantillons (deux traitements

plasma différents).
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En ce qui concerne les différentes solutions deage (tampon, tween, guanidine), nous
avons trouvé une activité semblable dans le catadpon et du tween. Par contre nous avons
observé une perte de l'activité enzymatique ensatit la solution de guanidine, que ce soit a la
concentration 2 M ou 5 M.

L’équipe de Mikuled™ a constaté que la guanidine élimine complétenmrtetl'activité
enzymatique de la trypsine immobilisée sur la swf&o-Cr-Mo. Dans le cas de protéines
faiblement liées, ces auteurs proposent d'explideler "décrochage" par l'affaiblissement des
interactions hydrophobes avec la surface. lls &assbce phénomene a la forte solubilité des acides
aminés asparagine, glycine et tyrosine - prédonzndans la trypsin€® - dans les solutions de
guanidine 5 M. |Is font également remarquer que ces trois aciaemés sont abondants a
proximité du site actif de la trypsifé''® ce qui pourrait expliquer la dénaturation de Kene par
les solutions de guanidine.

On peut noter que dans le cas du ringcage avesiud tampon, des essais ont été réalisés
en remplacant le tampon par de I'eau distilléederta derniere étape de ringcage, afin d'élimiegr |
ions sodium et hydrogénophosphate avant passagéctiestillons en XPS. Les échantillons de
type PPGTR ayant subi un tel rincage final & I'=aantrent une activité faible: 3,41 2.10°
U/em? (n=3).

Des expériences ont également été menées surckastifons de PE non traité, incubés
dans la solution de trypsine. On remarque quedkargillons lavés avant incubation (lavage en 3
étapes: eau, éthanol absolu, eau) conduisent avalesrrs significativement inférieures aux
échantillons bruts utilisés: échantillon lavé (8asA = 1,2 1G + 0,3 10° U/cn; échantillons non
lavés (n=3 essais): A = 3,7'1& 0,4 10 U/cn?.
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11.2.3.2. Activité enzymatique de surfaces traitéepar le mélange N+H, plasma

Nous avons également étudié l'activité enzymatigeela trypsine immobilisée sur des

échantillons de PE traité par plasmatN..

Le tableau IV.5. montre que, comme au paragrapbeedent:

o] I'activité enzymatique des échantillons rincés aleesolution de guanidine 5 M
n'est pas significative (1,0.10U/cnr)

o] pour un rincage avec la solution tampon, l'actieiteéymatique (4,9.1bU/cnr)
des échantillons PPGTR (réduits par NaCNBldst supérieure a celle des
échantillons PPGT non réduits.

o] Par contre, cette valeur de 4,910/cn¥ obtenue dans le cas du traitement par
plasma N+H; est plus faible que dans le cas du traitemenplgama ammoniac.

Nom Tampon (U/crf) | Guanidine (U/crf)

PPGTR 4,9.18+5.10° | 1,0.10°+9.10°

n=3 n=3
PPGT 3,8.10° + 4.10° 0
n=3 n=3

Tableau IV.5. Activité enzymatique d'échantillons provenant detigié par plasma NH;
(Q n2 = 55 scem, Qg = 165 scecm, =40 W, P = 1,0 mbar, t = 2 s); Les incertitudediquées

sont les écarts types, calculés a partir des résultats de n essais.

Nous pouvons conclure que dans nos conditionssaitement par un plasma ammoniac est
plus efficace, pour maximiser l'activité enzymagqgunmobilisée, qu'un traitement par un plasma
du mélange bi+H,.

Nous n'avons pas trouve le temps de déterminasrigore de fonctions amines primaires sur
des surfaces traitées par le mélangeHy a I'aide des méthodes de dosage expliquées aitrehap
Il. Par contre d'autres travaux du laboratoire montré que I'ammoniac est plus efficace que le
mélange MH+H, pour I'amélioration de I'adhérence des couchesudae vis-a-vis des polymeres

fluorés!*” mais aussi pour le greffage d'anticorps a la sarf® membranes de celluld3e
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11.2.3.3. Activité enzymatique de surfaces traitéepar plasma allylamine

Dans les deux paragraphes précédents, nous adaiserle greffage des fonctions amines
primaires par des traitements de fonctionnalisapanplasma Nklet mélange DN+ H,. Dans ce
paragraphe, nous nous intéresserons a la polymeénigaar plasma de l'allylamine (PPAA) pour
déposer une couche mince contenant des fonctiomeamrimaires.

Le dépodt d'allylamine polymérisée par plasma bgs®ssion a été effectué selon deux
conditions opératoires. Les résultats montrentlgeévité enzymatique varie en fonction du choix
des conditions expérimentales. De plus, nous agonstaté que les conditions de pré-traitement

dans I'argon jouaient aussi un réle important 'sitil/ité enzymatique (tableau IV.6.).

Nom Tampon (U/crf) | Tween (U/cm) Eau (U/cr)
PPGTR (I) 6,9.10 5,9.10° 3,9.10°
n=1 n=1 n=1
PPGTR (Il) 1,5.10 7,9.10° 5,6.10°
n=1 n=2 n=1

Tableau IV.6. Activité enzymatique de la surface traitée parmplasllylamine

(D: (pré-traitement: Q, = 150 sccm, =20 W, P = 0,8 mbar, t =5 s et traitemenj, @ 30 sccm,
Py=25W, P =1,0 mbar, t =30 min)

(I): (pré-traitement: Qi = 150 sccm, =20 W, P =1 mbar, t = 5 min et traitementaQ= 30
sccm, R =25 W, P = 0,45 mbar, t = 20 min)

Les résultats obtenus montrent que quelle quelaaiblution de rincage, plus le temps de
pré-traitement dans l'argon est long, plus grastiéaetivité enzymatique.

Comme pour les traitements précédents, le rincagetdhantillons avec une derniere étape
utilisant I'eau distillée, ou avec la solution deagidine 2 M, méne a une diminution de l'activité
enzymatique mesuree.

En ce qui concerne la question principale de taffit¢ d'un traitement du PE par plasma
allylamine pour I'immobilisation de la trypsine,uson‘avons pas de réponse simple a ce stade de
I'étude. En premier lieu, peu d'expériences ontréafisées :
PPGTR.

une série plasma / un échantillon
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L'expérience (Il) sur PPGTR ringage tampon avaitndola plus grande valeur d'activité
immobilisée obtenue dans ce travail soit 15 Wicn?. Par contre, contrairement & ce que 'on avait
observé avec les traitements NBu N> + Hp, le ringcage avec la solution de Tween diminue
fortement cette activité, jusqu'a une valeur de Q8 U/cn?, voisine de celles obtenues pour
PPGTR traitement N& Par ailleurs, le changement des conditions exygriales du dépbt par
plasma n’a pas permis de reproduire les fortegigtiobtenues avec les premiéres conditions.

Une étude plus approfondie sera nécessaire pouniept les conditions opératoires du
traitement par plasma d'allylamine en vue de lirbifisation enzymes. C’est la raison pour

laguelle le traitement par plasma d’ammoniac a&Btési pour la suite de notre étude.
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lll. Activité enzymatique de la trypsine immobilisée sur des surfaces

de PE traité par plasma NH;

[11.1. Evaluation de I'activité enzymatique en fondion de la concentration de la

trypsine dans la solution d'incubation

L'étape d'immobilisation de I'enzyme par incubatites échantillons de PE fonctionnalisés
dans une solution de trypsine (généralement & h @tié décrite au chapitre lII.

La figure IV.8. représente l'influence de la véina de la concentration de la trypsine dans
la solution d'incubation sur l'activité immobiliségesurée initialement sur des échantillons de type
PPGTR. On peut constater que I'activité enzymaticjo@ avec I'augmentation de la concentration
de trypsine jusqu’a 0,5 g/l. Pour des concentratigupérieures (0,5-1 g/l), on peut considérer que
I'activité immobilisée atteint un plateau. Ces léds sont en accords avec ceux obtenus par analyse

XPS et présentés chapitre section I, 1.3.3.

0,095

0,09
f | | | | | | | | | -
0,085 |
’ /

@ 7/
ol
g ,E 0,08 - 7
s S d
2 = 0075 - , '
[&]
< /

0,07 ] v

0,065 -

0,06 T T T T T

0 02 04 06 08 1 12

différentes concentrations de Trypsine (g/l)

Figure 1V.8. Effet de la concentration de la trypsine dansdaten d'incubation sur I'activité

enzymatique immobilisée — (Echantillons PPGTR mgecempon)
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[11.2. Evaluation de I'activité enzymatique en fondion de la concentration de GA

L'activité enzymatique a également été évaluéefasant varier la concentration du
glutaraldéhyde (GA) dans la solution réagissant d@e amines primaires en surface du PE traité
par plasma (la concentration de la trypsine esh)1 g

Les résultats présentés Figure IV.9. montrentnirg€e0,5 % et 5 % de GA l'activité
enzymatique ne varie pas de maniere significalette observation est en accord avec les travaux

effectués par L. Geng et al. sur 'immobilisatianld trypsine®®.

0,0007

0,0006 - .
*
3 S
£ 0,0005 | *
Q
(=]
Q@
S 0,0004
=)
®
g
20,0003 -
c
Q@
P
S 0,0002 -
Q
P-4
0,0001 -
0 : : : : :
0 1 2 3 4 5

Différentes concentrations de GA (%)

Figure 1V.9. Evolution de l'activité enzymatique en fonction ldeconcentration de GA dans le

mélange réactionnel (Echantillon PPGTR rincage tamp
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[11.3. Stabilité de I'activité enzymatique au coursd’essais répétitifs

Dans le but d’évaluer la stabilité de I'actividzgmatique de la trypsine immobilisée sur la
surface, nous avons effectué une comparaison kmttizité enzymatique du premier essai et celle
mesurée au cours du temps. Pour cela, aprés ldaepressai, I'échantillon est conservé dans une
solution de tampon phosphate 0,1 M, pH 7,6 et a /Aj@és un certain temps - pouvant varier
d’'une semaine a trois semaines - , I'échantilldrsesi de sa solution de stockage, séché a l'air a
température ambiante, puis testé a nouveau congesalution de BAEE suivant le protocole déja
présenté (section 11.2.1.). En fonction de l'atévenzymatique mesurée, il peut étre a nouveau
stocké en l'attente de tests suivants.

Le tableau IV.7. regroupe les valeurs des activighzymatigues mesurées lors des

"deuxieme essais" réalisés avec les echantillopspiiésentés (tableau 1V.4.).

Nom Tampon (U/crf) | Tween (U/cr) | Guanidine (U/crf)
PPGTR | 4,5.16+9.10° | 4,010°+9.10° | 1,4.10°+6.10°
n=10 n=8 n=3
PPGT | 0,7.10°+6.10° | 0,6.10° +5.10° —~
n=3 n=3
PPTR | 2,1.10°+13.10° | 2,0.10°+5.10° —
n=3 n=2
PPT 1,6.10+1.10° | 1,6.10° +3.10° -
n=2 n=2

Tableau IV.7. Mesure de I'activité enzymatique des échantilllmns du deuxiéme essai, aprés une
premiére période de stockage variant d’'une a s&igaines

Un résultat important montré dans le tableau I¥st.le maintien d'une activité enzymatique
significative pour les échantillons du type PPGTme si cette activité a diminué d'environ 50%
par rapport au premier essai.

Par contre les échantillons de type PPTR (sanargldiéhyde), qui montraient une activité

voisine de celle des PPGTR au premier essai, vael-ci chuter de maniere plus drastique
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encore, puisqu'ils perdent pres de 75% de I'aétimitiale, avoisinant au deuxiéme essai des valeur
a peine significatives (2 FoU/cn).

Les résultats obtenus confirment l'intérét de pitecé& la réduction par NaCNBHIes
echantillons non réduits PPGT et PPT montrant dagités non significatives, du méme ordre de
grandeur que des échantillons de PE non traitédbéscen présence d'enzyme (PT).

On confirme également la similarité des activigdienues avec les deux solutions de
rincage : solution tampon et tween.

Par la suite, nous avons entrepris de suivre lidimt de l'activité enzymatique des
échantillons PPGTR, PPTR et PPGRTR pendant dets edpétitifs sur une période de 2 mois.

1,10E01 -
OPPGTR (tampon)

9,00E-02 - B PPGTR (tween)
& [ OPPTR (tampon)
_g_ PPGRTR {tampon)
2 7,00E02
5
g
E 5,00E-02 - V7
3 %’
c

%
% 3,00E-02 - % B
) 1,00E-02 - % /
1 2 3
-1,00E-02 -

nombre d'essais

Figure 1V.10. Evolution de Il'activité enzymatique en fonction cwmbre d'essais pour les
échantillons PPGTR, PPTR et PPGRTR; les barrexedtitudes portées sur le diagramme

correspondent a la valeur de I'écart type

On constate que l'activité enzymatique des éctamsi PPGTR, PPTR et PPGRTR diminue
progressivement au cours du temps et aprés qussadserépétitifs. Cette diminution est plus
importante dans le cas des échantillons PPTR @t par plasma, immobilisation de la trypsine et
réduction par NaCNBgJ ou l'activité passe a 28 % (PPTR) de la valeitiale des le deuxieme

essai. Cette décroissance continue jusqu’a la peeke de I'activité enzymatique.
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En ce qui concerne les échantillons PPGTR lesltatsumontrent qu’environ 50 % de
lactivité reste sur la surface apres le deuxiémseaie et environ 40 % aprés le troisieme
(correspondant a environ 4 a 6 semaines de stock&gci confirme le rdle positif du
glutaraldehyde (GA) qui favorise la stabilité ddrigsine immobilisée sur la surface. Ces résultats
sont en accord avec la littératdird,

Cependant cette activité devient faible au courtethps et aprés des essais répétitifs. Aprés
le quatrieme essai I'activité enzymatique restamtla surface passe a 8 % de la valeur initiale,
inférieure a la valeur minimum significative. Cetteninution de l'activité au cours du temps est
courante, méme pour des enzymes immobilisées, ghabl@a selon leur nature. On l'impute
généralement a un changement de configuratioredzeytne immobilisée ; dans le cas des protéases
un risque supplémentaire pourrait provenir des ndies enzymes libérées dans le milieu de
stockage, qui seraient alors en posture de lydiessoencore immobiliséé&2°2Y. Enfin, on ne pas
exclure la dégradation du polymere lui-méme.

Afin de tenter d’améliorer la conservation de theité enzymatique des échantillons au
cours des essais répétitifs, nous avons étudiénmsarement - 'influence du pH (3 ;4 ;6 ;7,6 ;
10) des solutions de phosphate de sodium utilipées le stockage sur l'activité enzymatique.
Cependant, les résultats de ces mesures n'ont tpagoécluants et la compréhension des
phénomeénes mis en jeu dans la perte progressivactieité enzymatique immobilisée au cours de

longues périodes demanderait une étude beaucosgqioplete.
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Le tableau 1V.8. présente différents résultatsceomant la stabilité d’enzymes immobilisées

par différentes méthodes.

Enzyme Support Immobilisation Stabilité Référence
Trypsine Polyéthylene (PE) Plasma NH | 50 % de |'activité reste ~ Present
glutaraldéhyde au 2™ essai Travail
Trypsine Bille gel de silice | Epoxy activatior A.R* 65% au Xi et al.
réticulé avec chitosan+ glutaraldéhyde 4éme essai 2005
(1) 75 % a 30 jours
Trypsine Cellulose Hexyl diamine + A.R* 90% (2) Jiang et al.
+ polymere acrylique| glutaraldéhyde| & 90 jours, 4°C, 200012
milieu Tris-HCI
Trypsine Membrane PVDF Covalente Stable 1 an 4°C, Bienvenut et
activée(3) par Incubation tampon Tris-HCI al.
carboxyl directe trypsine| "Légere decroissance" 199923
3*™digestion
Trypsine Polyéthylene Covalentg) A.R* 95% 6 mois | Yamada et al
PE-g-PAA + de stockage 2003124
CMC 100% pour 6 essais
Trypsine Silicium poreux Silanisatidgh) | Utilisation pour 400 | Ekstréom et al.
+ glutaraldéhyde digestions sur 2 moig ~ 2000/°!
en présence de
guanidine, HCI 2M5)
MDH CIM epoxy monoliths Covalente 100% Vodopivec et
et LDH (6) (6) via liaison avec] 100 4 150 jours | al. 2003
epoxy

* A.R = Activité résiduelle

(2): Activation par le 1,2-éthylenediglycidyl éther
(2): Activité de I'enzyme immobilisée = 55,6 % emgylibre
(3): Membrane IAV, Société Immobilon tech
(4): PEg-PAA: Polyéthylene greffé avec un polymeére d'a@dg/lique; liaison avec le CMC:
CMC-= 1-cyclohexyl-3-(2-morpholinoéthyl)-carbodiingadnethop-toluenesulfonate.

(5): (3-aminopropyl)triethoxysilane.
(6): Support commercial méthacrylate poreux; MDH=alde déshydrogénase; LDH=L-lactate
déshydrogénase. Pas de changement de réponse tpandapériode de mesures de 100 jours.
Activité relative de la trypsine immobilisée : 4524.3% de I'enzyme native.

Tableau 1V.8. Stabilité d’enzymes immobilisées par différentedhmndes selon la littérature
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Notre recherche bibliographique a permis de momél n'y a pas beaucoup d’études sur
la stabilité des enzymes immobilisées sur des cesfiraitées par plasma (tableau IV.8.). On peut
€galement constater une grande disparité desatsdi stabilité annoncés pour une méme enzyme
(trypsine par exemple) selon la nature des surfales méthodes de fonctionnalisation et
d'immobilisation, et selon les conditions de trdvau de stockage. De plus, les auteurs ne
guantifient pas toujours la stabilité en terme dlétion de 'activité enzymatique mesurée au cours
du temps, ce qui rend difficile I'évaluation deff@lents systemes d'immobilisation.

Pour ces raisons, il est malaisé d’interpréterclamparaisons et de proposer un procédé
optimisé, en I'état actuel de nos connaissances.plaeameétres les plus immédiats qui semblent
pouvoir étre améliorés sont les conditions de stgek Cependant, une différence importante par
rapport a d’autres méthodes plus classiques d’inilieation, provient de la nature de la surface
traitée par plasma. Il est indispensable d’'intétagrossible évolution de cette surface dans l&tud
de la stabilité de I'enzyme qui s’y trouve fixéeedDmodifications de la longueur ou de la rigidité d

bras espaceur pourraient contribuer a avancerldammmnaissance des phénomenes mis en jeu.
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Conclusion

L’étude décrite dans ce chapitre a été consacltéergesure de I'activité enzymatique de la
trypsine immobilisée sur la surface de polyéthyleABn de comparer l'influence de I'activité
enzymatique sur des surfaces présentant des tamirgs différents, nous avons utilisé les
différents procédés de plasma: soit une fonctiosaiidn de la surface a partir du gaz ammoniac ou
du mélange BH,, soit la polymérisation sur la surface en employam précurseur tel que
I'allylamine.

Dans le cas de l'utilisation du mélange des gazHN, I'activité enzymatique est plus faible
que celle obtenu avec 'ammoniac. En ce qui comcéenplasma d’allylamine, une étude plus
approfondie sera nécessaire pour optimiser lesittonsl opératoires du traitement plasma en vue
de I'immobilisation des enzymes. C’est la raisonrdaquelle le traitement par plasma d’ammoniac
a éeté choisi pour la suite de notre étude.

Le protocole de rincage des échantillons, aprigsmnibbilisation de la trypsine, a été
optimisé afin d’éviter son relarguage dans la sotutde travail (substrat BAEE). Nous avons
€galement mis en évidence que l'activité enzymatiga dépend pas de la concentration de la
solution de glutaraldéhyde pour les concentrateiee 0,5 % et 5 % de GA. En revanche, elle croit
avec l'augmentation de la concentration de la tnggusqu’a atteindre une valeur maximale pour
une concentration de trypsine de 0,5 g/l. Au de@aceltte concentration, la variation de l'activité
enzymatique n’est pas significative.

Les études concernant l'activité enzymatique indig une activité plus élevée pour les
échantillons ayant subis la réduction par NaCNB84.10° U/cnt). En effet, la réduction conduit
a une conversion des fonctions imines en aminemdgeges beaucoup plus stables.

Nous avons également étudié la variation de Vdétienzymatique en fonction de
différentes solution de lavage: eau distillée, sofuguanidine 2 M ou 5 M, tampon phosphate seul
ou avec du tween 20. La valeur de I'activité enzyque est identique pour les échantillons rincés
avec ces deux dernieres solutions. En revanchgvitécest nettement plus faible dans le cas des
ringages a I'eau ou avec la solution de guanidine.

Les données expérimentales montrent une actoléetique pour les échantillons PPGTR et
PPTR (sans I'étape de fixation de GA) en ce quceame le premier essai. Cependant, I'étude de la
stabilité de la trypsine immobilisée met en évideqae 50 % de l'activité enzymatique reste sur la
surface aprés le deuxieme essai dans le cas desitdons PPGTR, alors qu’elle diminue
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rapidement pour les échantillons PPTR (une pertéadevité de 72 % de la valeur initiale apres le
deuxieme essai). Cette décroissance continue jsgyerte totale de I'activité enzymatique.
Il serait intéressant a I'avenir de comprendrenexanismes de cette perte d’activité au

cours du temps - stabilité du support, des fonstide I'enzyme - et de tenter d’y remédier.
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Conclusion générale

L'objectif de ce travail était de mettre au pointprocédé d'immobilisation d'enzyme sur des
supports de polyéthylene (PE) traité par voie plsde caractériser la surface du polymére au
cours des étapes successives du processus etidiéeal performances du produit fini.

La plus grande partie de I'étude a été realisémettant en ceuvre une premiere étape de
fonctionnalisation du polyéthylene par plasma amiamnes conditions d'un tel traitement ayant
déja été optimisées au laboratoire.

La surface de PE issue de cette premiére étapaittanent a été caractérisée par différentes
techniques complémentaires:

- la mesure de l'angle de contact formé entre wngte d'eau et la surface de PE, traité ou non
traité. On montre ainsi que, d'un point de vue moghimique, la surface a bien été modifiée,
puisqu’elle est devenue plus hydrophile aprésetmaéint (PE non traité= 90°, PE trait® = 54°).

- I'étude par XPS a confirmé le greffage de fomgiaminées (PE non traité % N/C = 0 ; PE traité
% N/C =0,12).

- pour la détermination de la densité des fonctiamines de surface, plusieurs méthodes de
dérivation utilisant des sondes dosables par sp@udtométrie UV/visible ont été testées. Deux
meéthodes exploitant la réactivité des composé®s 21FSPDP et ITL (méthode ITL/BCA) envers
les amines primaires, ont été seélectionnées poserdspécifiquement ces dernieres. Ces deux
méthodes ne donnent pas lieu a des interactionsspéaifiques significatives et ménent a des
résultats cohérents : 1,2 & 1,4 molécules #Nif. Les fonctions amines secondaires ont été
estimées a 3,9 molécules -NHR/nen l'aide d'une seule méthode (sulfo SHPP/BCA). r@aix
amines tertiaires elles n'ont pas pu étre déteesin@ méthode au bleu de bromophénol, sensée
doser I'ensemble des amines primaires, secondairésrtiaires, s'étant révélée inadaptée a nos
conditions (interactions non spécifiques avec lenBE traité trop importantes). Dans la mesure ou
notre intérét principal concernait la densité digsiprimaires, nous n‘avons pas cherché a résoudre
ce probléeme.

Au deld de l'objectif premier de disposer de mesuiables de la densité surfacique
d'amines primaires, - une forte densité est, aipuo des critéeres de performance des traitements
aminant -, nous avons exploité ces méthodes dabstlde mieux connaitre leur stabilité dans le
temps. Les surfaces traitées par plasma sont cerpmgr étre sujettes a diverses évolutions en

présence d'oxygéne ou en présence de différentargsl On a donc vérifié que la densité des
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amines primaires diminuait au cours du temps efyltd@ plus original, on a pu chiffrer cette
décroissance a environ 10% de la quantité inidaleant les premiéres 24 heures, dans le cas d'un
stockage a I'air a température ambiante commeldaras d'un stockage en milieu tampon pH 7,6 a
4°C. Pour des durées de stockage plus longues(t§) jle milieu tampon phosphate a 4°C semble
préférable au stockage a I'air mais au vu du petitbre d'expériences supportant cette hypothese il
serait sage de reproduire ces expériences avaondiure.

Suite logique de la phase précédente, nous avomempeuvre et caractérisé la seconde
étape du processus d'immobilisation par liaisonatente: le greffage d'un bras espaceur, le
glutaraldéhyde, a la surface du PE traité, par &ion d'une liaison imine entre les fonctions amine
primaire et aldéhyde.

- la caractérisation par XPS a montré la diminutchn rapport N/C signe d'un masquage des
fonctions amines par le glutaraldéhyde. De plespErience menée en modifiant la concentration
du glutaraldéhyde dans le milieu d'incubation, antréoque la concentration choisie usuellement (5
%) était suffisante pour assurer la saturationadsutface (plateau de la courbe N/C fonction de la
concentration).

- comme pour les fonctions amines, on a cherchéesurar la densité des fonctions aldéhyde
présentes a la surface. Deux méthodes, ne donratdinteractions non spécifiques ou
d'interférences, ont été a nouveau sélectionnéase Lutilise la tyramine pour réagir avec les
aldéhydes de surface et conduire a une surfacetrémy celle-ci réduit alors les ions cuivriques e
on mesure l'apparition des ions cuivreux au spphbotometre, a I'aide du BCA. L'autre méthode
libére directement le glutaraldéhyde greffé a |Hame (hydrolyse), glutaraldéhyde mesuré a son
tour par spectrophotométrie, apres réaction aveghénol. Les résultats obtenus avec les deux
méthodes donnent une densité de fonctions aldétgagprise entre 1,2 et 1,4 molécules -CHO
/nm?, et nous ont conduit & plusieurs conclusions:

- les deux méthodes ménent a des valeurs trémesisntre elles, et de plus tres semblables
a celles obtenues pour les amines primaires: cafrequésultats quasi identiques se confortent
mutuellement, et suggérent que les réactions [apringire + GA] se font mole-a-mole.

- ceci est en accord avec le souhait de saturatesm sites d'amines primaires réalisé
expérimentalement grace au large exces de fonctaadéhyde disponibles dans la solution
d'incubation, et vérifié par les résultats XPS (pides concentrations de GA > 2,5 %).

- il ne semble pas gqu'il existe en quantité sigaiive de molécules de glutaraldéhyde
pontées entre deux amines de surface, car lesrdéthodes "Tyramine/BCA" et "Acide/Phénol"

devraient,dans ce cas, donner des résultats difre
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Cette mise au point de méthodes de dosage a éguleendu possible I'étude de la stabilité
des fonctions aldéhyde au cours du temps. Cellss-giont montrées plus stables que les amines
primaires puisqu'on a chiffré des diminutions, déess premiéres 24 heures, de 3% de la valeur
initiale dans l'air a température ambiante et 4%néieu tampon phosphate a 4°C. Une conclusion
importante pour la conduite du procédé d'immolilisaest donc qu'il est préférable d'enchainer
rapidement les étapes traitement plasma et fixatan glutaraldéhyde, cette seconde étape
stabilisant en quelque sorte la surface.

Enfin nous avons réalisé la troisieme étape d'imlisabon de I'enzyme en incubant les
échantillons de PE portant les fonctions aldéhyalesdune solution de trypsine. Deux variantes
expérimentales ont été testées, selon qu'on opémitnon - la réduction des fonctions imines
précédemment formées par le cyanoborohydrure deurso@réduction en amines secondaires
réputées plus stables). A nouveau nous nous sorefftesés de caractériser cette nouvelle étape
par différentes méthodes:

- Par XPS on a mis en évidence l'augmentation dporda N/C et la déconvolution des picss@
montré I'apparition d'un pic "amide" correspondam tres nombreuses liaisons peptidiques reliant
deux a deux les différents résidus aminés de laéim® (123 résidus d'acides aminés). Une
approche originale a également consisté a recheleh€ s et Sp qui sont apparus comme de bons
marqueurs de la présence de I'enzyme. En effaépit d'impuretés soufrées, on a observé a 164
eV la signature de liaisons C-S attribuées auxiussil'acides aminés soufrés : cystéine (12 résidus)
et méthionine (3 résidus). La comparaison des $ig®n fonction de concentrations variables de
trypsine dans la solution d'incubation a égalemegetmis de vérifier que la concentration
usuellement utilisée était suffisante pour assumer"saturation” de la surface.

- Par la méthode au BCA nous avons estimé la nass$g/psine présente en surface du PE a 1,7
ng/ent valeur plus faible que d'autres obtenues aveccdpslyméres greffés sur des polyméres
présentant une morphologie et une réactivité difftlg. Mais la fonctionnalisation directe de la
surface opérée dans notre cas ne permet pasdimeld'enzyme dans des couches réticulées d'une
certaine épaisseur. L'estimation du taux de ree@megnt de la surface a partir d'un calcul tres
simplifié laisse supposer que la trypsine est imits#le sur plusieurs couches et/ou en formant des
agrégats, ce dernier point ayant été suggerégiemelvation des clichés MEB et AFM.

- Enfin nous avons mesuré l'activité enzymatiquedantillons de PE en suivant les cinétiques de
dégradation du substrat synthétique BAEE. Une iaétilenviron 8.18 U/cnt a été observée pour
les échantillons de type PPGTR, qui avaient subtet les étapes de traitement ainsi que la
réduction par NaCNB#l et d'environ 7,7.18 Ulcn? pour le type PPTR, sans bras espaceur
glutaraldéhyde; les autres échantillons non rédddsnant des activités tres faibles ou non
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significatives. Cette valeur est tout a fait damgdmme des activités enzymatiques mesurées par
d’autres auteurs.
- Alors qu'un protocole de ringage rigoureux avé&#g mis au point pour éviter tout relarguage
d'enzyme dans la solution de substrat pendantrizediu premier test cinétique, nous avons étudié
la stabilité de l'activité au cours du temps (coveston dans un milieu tampon phosphate a 4°C) et
au cours dessais répétitifs. Seuls les échargillorde type PPGTR (PE
traité+glutaraldéhyde+trypsine+réduction) ont méntine activité significative pour le deuxieme
essai et une décroissance progressive jusqu'au, &&mepres une période d'environ 2 mois de
conservation a 4°C dans une solution tampon. Caiaterpoint justifie ['utilisation du
glutaraldéhyde, dont on pouvait douter lors deolagaraison des activités initiales des échantillons
PPGTR et PPTR (PE traité+trypsine+réduction). uk faréciser qu’il existe trés peu de travaux sur
la stabilité des enzymes immobilisées apres tratermplasma.
- On doit cependant remarquer que la littératunerriid des exemples d'immobilisation de la
trypsine conduisant a des stabilités bien sup&seuNéanmoins ceci a été obtenu sur d’autres
surfaces de polymeres présentant des morpholapies eéactivités différentes.
- La valeur de l'activité enzymatique mesurée ganc de la densité de 1yg/ cm2 obtenue par la
méthode au BCA pose également probleme. La mesutadlivité a été répétée un grand nombre
de fois - pour PPGTR : 28 fois pour l'activité ialié ; 18 fois pour les "deuxiémes essais" en
rassemblant les rincages faits avec le tampon &t & tween - ce qui nous donne une grande
confiance dans ce résultat. Le dosage au BCA réarédlisé qu'au cours de deux séries
d'expériences, mais la valeur fournie, plutét fjldst cohérente au vu de la littérature. Or, &ur |
base de l'activité spécifique de la trypsine entsmt (environ 10700 U/mg) on attend une activité
de 18 U/cm2 sur les échantillons PPGTR alors qutesure 0,08 U/cfn Si il est normal de trouver
des activités spécifiqgues moindres pour les enzyimesobilisées par rapport a celles qui sont
libres en solution (limitations diffusionnelles dagbstrats, encombrement ou mauvaise orientation
du site actif,...), il serait important de compnanth grande différence trouvée dans le cas présent
Dans la mesure ou I'enzyme est présente sur l@sgupfet semble y étre bien fixée puisque
des mesures de BCA apres environ 2 ans de stodaagettent en évidence) - on doit penser
gu'elle a été dénaturée et/ou précipitée. On pad quelques raisons soupconner la surface du PE
traitée par plasma : en effet, elle est riche diamd nombre de fonctions réactives - mal connues -
gue nous n'avons pas essayé de "bloquer" aveaedaagents. Nous ne l'avons pas non plus
stabilisée, comme nous aurions pu le faire averértraitement a I'hélium: on aurait pu ainsi
limiter les éventuelles "recombinaisons” ou ré4inédisations de morceaux de chaines de polymeére

de surface. D'autres traitements plasma ont étéstede mélange N+ H,, voisin du traitement
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ammoniac, et la polymérisation de I'allylamine. ISgau petit nombre d'essais a été réalisé, qui n'a
pas vraiment apporté de solutions a la relatiieldase de l'activité initiale. On doit cependarteno
gue dans ces derniers cas, on ne connait pas tditqude protéine immobilisée en surface, le
dosage BCA n'ayant pas éte fait.

En conclusion un grand champ de perspectives pmmprendre et améliorer les procédés
testés a été ouvert. Par exemple:

- Avec un plasma ammoniac:

- Rechercher de facon plus systématique si ledittons opératoires actuelles conduisent a
la formation de précipités de protéines, I'analpae EDX ayant montré la présence d'atomes de
soufre - une des signatures de la trypsine - desadrégats observés par MEB. En généralisant
I'utilisation de ces méthodes, on disposerait aifeiitres moyens de caractérisation pour améliorer
la quantité du dépébt,

- Stabiliser la surface traitée par un post-traéat a I'nélium,

- Essayer d'éloigner davantage I'enzyme de lacgirén utilisant d'autres espaceurs que le
glutaraldéhyde: bras ou sous-couche,

- Tester d'autres enzymes,

- Essayer différents agents bloquants, ou rédrgtguissants (par exemple NaBHapres
incubation de la surface avec l'enzyme,

- Tester d'autres modes de traitements par plasmparovoie chimique a titre de comparaison:

- Le plasma allylamine n'a été que rapidementdsbdu fait de son manque d'optimisation
et de reproductibilité actuel au laboratoire. Hagietres intéressant d'utiliser les méthodes dage
d'amines primaires et de glutaraldéhyde mises au,gmour participer a son optimisation (au sens
de la densité de fonctions greffées). On pourtaitsanieux savoir de quelle maniére cette densité
de fonctions est corrélée d'une part a la quadtéezyme immobilisée et d'autre part a l'activité
globale. Lorsque la littérature parle de "crowdofgrypsin” (Yamada et al., 2003: réf 25, chapitre
IV), moins efficace que lorsque le dépbt d’enzyrmsé mus faible, on peut prévoir un important
travail de mise au point avant de disposer d’'urcgué optimisé.

- D'autres traitements plasma, déja opérationaelaboratoire, comme le plasma d'acide

acrylique, pourraient directement étre appliquéstae problématique.
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ANNEXE

A.1l. Produits et matériel

A.1.1 Produits réactifs:

Trypsine du bovin pancréas, T 1426, Sigma,

Film de polyéthylene (PE) basse densité, ET 311&@bdfellow

Bouteille de gaz Nk Ny, Hp, Air liquide

Allylamine (amino-3 propéne, Sigma-Aldrich

Na-Benzoyl-L-Arginine Ethyl Ester (BAEE), B 4500, g

Glutaraldéhyde (25%) dans I'eau (CHO-(§4CHO), G 6257, Sigma-Aldrich

Sodium cyanoborohydride 95 %, NaCNBH56159, Aldrich

Guanidine (amino methanamidine) (§N4. HCI), M=95,53 g/mol, Aldrich

BCA protein assay reagents A (Bicinchoninic aciti¢agtarate dans alkalin tampon de
carbonate, 23221, Pierce

BCA protein assay reagents B (CuSGH,0 4%), 23224, Pierce

Sulfosuccinimidyl 6-[3'-(2-pyridyldithio)-propionaiaio] hexanoate (Sulfo-LC-SPDP),
21650, Pierce

Sulfosuccinimidyl-3-[4-hydroxyphenyl] propionateul®-SHPP), 27712, Pierce
L-tyrosine hydrochloride, T2006, L-cysteine hydrlmcide, C1276, tyramine
hydrochloride, T2879, Sigma

Phenol 99 %, P1037, Sigma

2-iminothiolane hydrochloride (ITL), 16256, Sigma

DL-dithiothreitol (DTT), D9779, Sigma

Triton X-100, 9002-93-1, Sigma

4-diméthylaminopyridine (DMAP), D5640, Sigma

1,6-diaminohexan 98 %, H11696, Aldrich

Bleu de bromophenol, M=669,99 g/mol,{8,0Brs0sS), B0126, Acros

Pipéridine, 104094, Aldrich

4-nitro-benzaldéhyde (NBZ) @®CsH,CHO) 98%, 130176, Aldrich

Tamis moléculaire 4°A

Sodium phosphate (NaRQOy)
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A.1.2 : Acides et solvants:

Acide acétique

»  Solution d’acide chlorhydrique 37% (HCI)
* Acide sulfurique (95 %) (E8Oy)

* Meéthanol absolu

» Ethanol absolu

¢ Méthanol anhydre

 DMF

A.1.3 : Matériels:

Incubateur va-et-vient, table d’agitation

Bain ultras-sons

Etuve

Spéctrométre (Kontron, UVIKON 860) pour la mesuedaldensité optique
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A.2. Analyses XPS (spectroscopie de photoélectransluits par rayon X)

La spectroscopie de photoélectrons induits pasmayX (ESCA ou XPS) est une analyse
semi quantitative pour caractériser I'extréme sgfde tout matériau solide (profondeur analysée
inférieure a 10 nm (3-8 nm). Soumis a un flux detphs X (Energie incidente Ew}) le matériau
émet par effet photoélectrique des électrons quti alors analysés en nombre (aspect quantitatif) et
en énergie (identification des éléments et espebesiques). Les analyses XPS pour étudier les
modifications de surface du PE ont été réaliséesodiaboration avec le laboratoire ITODYS de

l'université paris 7. Les informations obtenueshpettent:

» didentifier tous les éléments (sauf H et He) etddeerminer leur concentration atomique
(détection limite 0,1 %)
» de déterminer la nature des liaisons, I'environnanhecal et/ou le degré d’oxydation de

la plupart des éléments

La mesure de I'énergie cinétique Ec des différphtstoélectrons émis permet de déterminer
I'énergie de liaison Ecorrespondante et de déterminer la nature dem&hé émetteur. En effet,
I'énergie cinétique d’'un photoélectron est direcemreliée a I'énergie du faisceau de rayons X

primaire par la relation:

Erreur ! Des objets ne peuvent pas étre créés a pgardes codes de champs de mise en forme.

Ou hv correspond a I'énergie du faisceau de rayon X airen Ec représente I'énergie
cinétique du photoélectron émis par un élément éoBncaractérise I'énergie de liaison de ce
photoélectron et W correspond au travail d‘extaactdu spectrometre (fonction de travail d’'un
spectrométre). De ce fait, la profondeur d’anatysda spectroscopie XPS dépend du libre parcours
moyenA des électrons dans le matériau. Le libre parcowrgen des électrons dépend de la nature
du matériau (composé organique, minéral, métallignelymére, cristal...), de sa densité
volumique. De fagon générale, 95% du signal caratigjue provient d’une profondeur d’analyse
de I'ordre de quelques dizaines de nanometres.

Le dispositif expérimental est un spectrometrerifite VG ESCALAB 250 avec une source
monochromatique Al ou Mg K (hv=1486,6 et 1253,6 eV selon un angle de 90° paroragpla

surface. L'appareil est composé de deux chambres:
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» le sas d'introduction des échantillons. (cette gmieeest mise sous vide grace a un
pompage secondaire permettant d’atteindre un wifdeieur a 10-7 mbar. Une fois ce vide
atteint, I'échantillon est transféré en chambrendlgse

» la chambre d’'analyse. Le vide dans cette chamhie da 10-8 mbar a 10-11 mbar. Cette
chambre est équipée d’'une source X monochromaltée,athalyseur hémisphérique avec
multidétection (6 channeltrons), d’'un canon peramdttle bombardement ionique des

surfaces.

Figure A.1. Dispositif expérimental sous ultra-vide dédié apactroscopie de photoélectrons X

Le spectrométre est couplé & un micro-ordinatquip€ du logiciel Avantage (VG Thermo
Electron) permettant I'acquisition et le traitemeies données. On calcul les données a partir des
pics et les facteurs de sensibilité pour chaqueéé (1,0, 1,80, 2,93 pour C, N, O). Les spectres
sont calibrés par rapport au pic dg £285 eV.

Tous les éléments présents dans I'échantillonem®e I'hydrogéne (ne procede pas
d’électron de cceur), sont détectés par XPS. De ptsqu’un élément est lié & une molécule ou

dans un composé, les niveaux électroniques de ogaume participent pas directement a la
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formation de liaisons chimiques (établie par lesctbns de valence uniqguement), subissent une
Iégere variation de leur énergie due a la modificadle leur environnement chimique.

Ce déplacement énergétique, de l'ordre de quelgixéémes a quelques électrons Volt (eV),
appelé «déplacement chimique», est caractéristigubenvironnement moléculaire immédiat, de
I'état de valence ou du degré d’oxydation de I'é@@mémetteur. La spectroscopie XPS permet donc
une analyse élémentaire et chimique des différéldments présents a la surface du matériau
etudié. La profondeur d‘analyse est de l‘'ordre denb dans le cas des matériaux polymere. La
spectroscopie XPS permet donc une analyse élémergtichimique des différents éléments
présents a la surface du matériau étudié.

Le tableau suivant représente les valeurs de r&férgour les éléments carbone, azote, oxygéne et

soufre dans les matériaux organiques.

Groupe fonctionnel | Structure chimique | Energie distin (eV)
Cls
Hydrocarbures C-H, C-C 285,0
Amine C-N 285,7
Ether, alcool C-0O-C, C-O-H 286,5
Imine, nitrile C=N, CN 287,0
Cétone, aldéhyde C=0 287,8
Amide N-C=0 288,0
Acide Carboxylique, ester -COOH, -COOR 289
Carbonates -0-C(=0)-0 290,5
le
Imine -N=C 398,5
Amine aliphatique -NH 399,3
Amide N-C=0 399,8
Ammonium -NH* 401,5
Nitro -NO, 405,5
Ols
Carbonyle C=0, O-C=0 532,2
Alcool, éther C-O-H, C-0O-C 532,8
Ester -O-C=0 533,7
Sop
Thioether (cystéine, méthionine) C-S 164
Soufre oxidé SQ 168

Tableau A.1.Déplacement chimique du§ Nis Ois et Sp des principaux groupes fonctionnels
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ANNEXE

A.3. Microscopie de force atomique (AFM)

La microscopie de force atomique (AFM) permet digar a I'air, en milieu liquide ou sous
atmosphere contrélée des échantillons conductewrson et de nature trés diverse, possibilité
d’observer de grands échantillons, tres peu deapaépn. Cette technique nous donne des formes
ou des tailles caractéristiques de la surface deandillons. Elle fait partie des microscopes en
champ proche qui se caractérisent par I'utilisatiame pointe que I'on approche tres prés (0,1 a 10
nm) de la surface de I'échantillon a observer. beslyses AFM ont été effectuées avec un
instrument NT-MDT (Smena Head, Solver electroné@g)ipé d’'un cantilever standard de Silicium
avec une fréquence de résonnasse de 150 Hz endeadgni contact. Les images ont été réalisées
par I'instrument d’analyse de Grain avec le lodi&§EIP (Image Metrology A/S, Denmark).

Un capteur miniature est proche de la surface dehantillon, leurs déplacements relatifs
donnent directement une cartographie de la granaegurée. Le capteur de force est un ressort-
lame (le cantilever), encastré a une extrémité ehind’une pointe a l'autre. La lecture de la
déflection du ressort s’effectue par la mesureadéélviation d’un faisceau lumineux, émis par une
diode laser, et réfléchi par I'extrémité du caméle Dans la figure présentée, I'échantillon est
déplacé par rapport au point d’encastrement duleaet. Grace a la boucle d’asservissement, on

peut obtenir des images qui correspondent a uaettton mécanique constante.

ﬂ Diode laser

Figure A.2. Microscopie de force atomique (AFM)
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ANNEXE

A.4. Microscopie électronique a balayage (MEB) etraalyse EDX

Cette technique permet de suivre les informattopsgraphiques et de voir les contrastes de
composition du matériau. Le microscope a balayaijeéuest le LEICA S440 piloté par le logiciel
LEO a filament de tungsténe (Laboratoire des late$ et Systemes Electrochimiques (LISE-
UPR15) a Ivry sur seine).

Un faisceau incident d'électrons balaye la surfdeel'échantillon inclinée a 45°. La
diffusion inélastique de ces électrons a traversmigériau provoque I'émission d’électrons
secondaires provenant des niveaux de cceur des satdmequantité émise est fonction de la
topographie de la surface.

Dans le cas des échantillons isolants tels quedésneres, il faut les recouvrir d’un film
conducteur. C’est pour cette raison qu’on effegité&alablement sous vide d’'un dép6t métallique
d’or par pulvérisation a I'aide d’'un plasma d’argdfépaisseur du dépdt métallique ainsi obtenue
est de 20 nm.

Suite a I'excitation des atomes présents dansal&nmau par interaction avec les électrons
incidents, des photons X sont émis (processus dexdiation). Ceci permet alors l'analyse
chimique par EDX (energy dispersive X-ray analysig)énergie de ces photons X est
caractéristique des atomes dont ils sont issus, ld' possibilité de réaliser une analyse élémentair
Le spectre obtenu est en fait une succession de quwespondant a des photons X d’énergie
donnée donc a un élément donné. C’est une analysedtaire quantitative avec un maximum
d’erreur relative de I'ordre de 10 a 20 %. Ellerpet de connaitre la nature et la concentration des
eléments présents. Tous les éléments sont détestadduf les éléments légers. Son seuil de
détection est de 1% atomique en moyenne. Cettanitpah permet une analyse locale pour une
profondeur de I'ordre du micron. Par contre, ekepermet d’avoir des informations sur la forme
chimique des éléments détectés.

Son principe repose due les bandes de valence @irdluction. En effet, le rayonnement X
bombardant I'échantillon est absorbé par la baedeatence et provoques un départ des électrons
vers les trous de la bande de conduction. La oraté paire électrons/trous provoque la création
d'un photocourant. Par le biais d'un amplificateilirest possible d'obtenir une impulsion
proportionnelle a I'énergie du photon incident.

Le faisceau incident de rayons X (d'énergie 20k@&f)etre dans la couche a une profondeur
de 500 nm environ permettant de connaitre la coitipost la présence des différents éléments
plus en profondeur que dans le cas des analysesl¥it3a profondeur d'analyse est de 5 nm.
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ANNEXE

A.5. Séquences de la trypsine

IVGGYTCGAN TVPYQVSLNS GYHFCGGSLI NSQWVVSAAH  CYKSGIQVRL

GEDNINVVEG NEQFISASKS IVHPSYNSNT LNNDIMLIKL KSAASLNSRV
ASISLPTSCA SAGTQCLISG WGNTKSSGTSYPDVLKCLKA PILSDSSCKS
AYPGQITSNM  FCAGYLEGGK DSCQGDSGGP  V$GKLQGI VSWGSGCAQK
NKPGVYTKVC NYVSWIKQTI ASN
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Résumé

La technologie plasma basse pression est utils®e contrdler les modifications des
propriétés physico-chimiques de surface des polyspesans altérer les propriétés de cceur des
matériaux. Nous avons utilisé cette technique pativer des films de polyethylene (PE) dans afin
d'immobiliser des biomolécules a leur surface. &ihts types de plasma basse pression ont été
mis en ceuvre afin d’'incorporer des fonctions ansném particulier des amines primaires a la
surface: plasma ammoniac, M H, et allylamine. Dans une deuxieme étape, on ardaigir le
dialdéhyde glutarique (glutaraldéhyde) avec lestions amines primaires de la surface (formation
de liaisons imines), afin qu’il joue le réle de ®respaceur. Enfin, la derniere étape consiste en
limmobilisation covalente de la trypsine via laacdion de I'extrémité libre du bras avec les
groupements amine primaire portés par I'enzymeduéslysine). Dans certaines expériences, la
réduction des fonctions imine en amine secondaét® affectuée a I'aide du cyanoborohydrure de
sodium. L'analyse XPS a permis de caractériser uhagape de fixation, de la surface traitée par
plasma jusqu’a I'enzyme immobilisée. Différents tprmles de rincage des échantillons ont été
testés afin de s’assurer de la bonne immobilisatien’enzyme. L’activité enzymatique a été
mesurée en suivant les cinétiques de dégradatisuldstratN-o-Benzoyl-L-Arginine Ethyl Ester
(BAEE). On a pu ainsi mettre en évidence une aétiehzymatique d’environ 0,08 U/éraur les
échantillons traités subissant I'étape de réductgans relargage d’enzyme pendant les essais.
L’étude de la stabilité de l'activité au cours @mps et au cours d'essais répétitifs montre une
activité significative pour le deuxieme essai et wliécroissance progressive jusqu'au 4eme, soit
apres une période d'environ 2 mois.

Mots clés polyéthyléne, traitement plasma, quantification anines et aldéhydes, stabilité,
immobilisation, trypsine, activité enzymatique, XPS

Abstract

Cold plasma processing is a very efficient techaigo modify the surface of polymers
without changing their bulk properties. By this wdiie immobilization of enzymes on inert
supports becomes possible. In this work differelstsqpa processes (mixture of nitrogen and
hydrogen, ammonia, and allylamine) were selectenfder to generate primary amine functions on
the surface of low density polyethylene (PE) filriitie activation of the surface by amino groups
was followed by a reaction with glutaraldehyde amhbbifunctional cross-linking agent leading to
the first imine linkage. The enzyme was then rehetegh free aldehyde functions and fixed to the
surface via lysine residues (imine bond). In soames, the reduction of the imine bonds by sodium
cyanoborohydride was performed to form the stabosdary amines. The activity of the trypsin
immobilized on the PE disks was assayed by kinetgasurement oN-a-Benzoyl-L-Arginine
Ethyl Ester (BAEE) hydrolysis. The surface compositof the modified polyethylene samples was
characterized by X-ray photoelectron spectroscofS) and confirms the composition of the
different layers fixed on to the surface of PE.ohder to check the strength of immobilization,
different washing solutions were used. Active tigpsas successfully immobilized on the surface
of polyethylene with a maximal value of activityusdj to 0.080 U/crhand no enzyme was released
during the reaction. We also studied the stabiitythe immobilized enzyme during repetitive
assays (4 assays) which showed a decrease otyotrer a period of two months.

Key words: polyethylene, plasma treatment, quantification ofamine and aldehyde, surface density,
stability, immobilization, trypsin, enzymatic activity, XPS
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