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Abréviations 
 

 

AFM: microscopie à force atomique 

BAEE: N-α-Benzoyl-L-Arginine Ethyl Ester 

BCA: acide bicinchoninic 

BPB: bleu de bromophénol 

DTT: dithiothreitol 

DMAP: 4-diméthylaminopyridine 

EDX: energy dispersive X-ray analysis 

GA: glutaraldéhyde 

ITL: 2-iminothiolane 

MEB: microscopie électronique à balayage 

NBZ: nitrobenzaldéhyde 

PAS: phénol-acide sulfurique 

PE: Polyéthylène 

Sulfo-LC-SPDP: sulfosuccinimidyl 6-[3'-(2-pyridyldithio)-propionamido] hexanoate 

Sulfo-SHPP: sulfosuccinimidyl-3-[4-hydroxyphenyl] propionate 

XPS: spectroscopie de photoélectron X 
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Introduction générale 
 

 

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

l'origine d'un grand nombre d'applications dans les domaines biomédical, environnemental et 

industriel. Lorsqu'elles sont utilisées en tant que biocatalyseurs, par exemple pour la production de 

molécules chirales (chimie, pharmacie) ou pour la transformation de produits naturels 

(agroalimentaire), il est indispensable, au plan économique, de prolonger la durée d'utilisation des 

enzymes. Leur immobilisation sur support solide permet généralement d'augmenter leur stabilité au 

cours du temps et procure également un moyen efficace pour les opérations de séparation / 

recyclage, en mode discontinu, ou de rétention dans l'espace réactionnel, pour un réacteur en 

fonctionnement continu. Le développement de capteurs, par exemple pour l'analyse 

(environnement, biotechnologies), demande également la mise au point de supports fonctionnalisés 

par divers types de biomolécules (anticorps, enzymes, ADN). 

Parmi les qualités recherchées pour les matériaux constituant les supports, l'inertie chimique 

et le faible coût sont primordiaux. Dans ce contexte, l’objectif de ce travail était d’étudier 

l’immobilisation d’une enzyme sur des supports de polyéthylène traités par le procédé de plasma 

hors-équilibre. Ce procédé est un procédé sec, rapide et largement utilisé pour le traitement des 

surfaces. Cette technique est particulièrement intéressante car elle constitue une source d’espèces 

chimiquement réactives en phase gazeuse, suivant le choix du gaz plasmagène, permettant d’activer 

la surface. La possibilité de travailler à basse température permet de conserver les propriétés 

intrinsèques des matériaux traités et est particulièrement adaptée aux polymères sensibles à la 

température. Ce procédé évite également les procédés multi-étapes utilisés pour fonctionnaliser les 

surfaces des supports. 

 

Dans un premier chapitre nous avons étudié l’état de l’art concernant les différentes 

techniques d’immobilisation des enzymes, en détaillant les avantages et les inconvénients de 

chacune. Ceci nous a amené à choisir une immobilisation par liaison covalente en raison de la 

stabilité procurée par cette méthode. Afin d’activer la surface du polyéthylène nous avons fait le 

point sur les différents types de plasma basse pression pouvant être mis en œuvre, en nous 

intéressant particulièrement aux plasmas permettant d’incorporer des fonctions aminées, en 

particulier des amines primaires, sur la surface: plasma ammoniac, N2 + H2, et allylamine. En effet, 
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les méthodes de couplage entre amines primaires du support et celles des protéines sont éprouvées 

et connues pour respecter l’activité enzymatique. 

Dans le chapitre II nous avons utilisé un réacteur sous cloche selon une configuration 

asymétrique de deux électrodes de type couteau-cylindre pour fonctionnaliser un film de 

polyéthylène basse densité par plasma NH3. Nous sommes placés dans les conditions optimisées au 

préalable dans le laboratoire et avons caractérisé la surface après traitement par différentes 

méthodes physico-chimiques: angle de contact, MEB, AFM et XPS. Etant donné l’importance 

portée à la densité des fonctions amines incorporées à la surface, nous avons comparé différentes 

méthodes de dérivation chimique assistées par spectrophotométrie UV/visible afin de déterminer 

quantitativement ces fonctions. Nous avons mis à profit ces méthodes pour étudier la cinétique du 

processus de vieillissement de la surface de polyéthylène traité, dans différentes conditions de 

conservation. 

 

Dans le chapitre III, nous avons testé un protocole de fixation du glutaraldéhyde, utilisé 

comme bras espaceur, sur la surface. A nouveau, cette dernière a été caractérisée par XPS, MEB et 

AFM. Nous avons également mis au point et comparé deux méthodes de dosages des fonctions 

aldéhyde présentes à la surface. L’évolution du nombre de fonctions aldéhyde en surface a été 

suivie au cours du temps dans les mêmes conditions de conservation que précédemment. 

Par la suite, nous avons validé un protocole d’immobilisation d’enzyme en choisissant la 

trypsine comme modèle d’étude. Comme dans les étapes précédentes, nous avons cherché à 

caractériser les surfaces et en particulier à confirmer la présence de l’enzyme par les méthodes 

physico-chimiques déjà évoquées. Cette étude a été complétée par des mesures de la quantité de 

protéine fixée, par une méthode colorimétrique. 

 

Le dernier chapitre est une validation du processus global d’immobilisation puisqu’il est 

dédié à la mesure de l’activité enzymatique. Après une étude préalable des conditions de réaction 

sur la cinétique enzymatique en phase homogène, nous avons défini un protocole de rinçage des 

échantillons afin de nous assurer de mesurer l’activité réellement immobilisée. A cette étape nous 

avons testé les performances de différents types de plasmas: NH3, N2 + H2 et allylamine pour 

l’immobilisation covalente de la trypsine, à l’aide de la mesure de l’activité enzymatique. Enfin, 

nous nous sommes intéressés à la stabilité de l’activité enzymatique dans le cas des échantillons 

traités par plasma NH3. L’évolution de l’activité enzymatique a été étudiée au cours de temps et au 

cours d’essais répétitifs. 
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Différentes étapes du procédé d’immobilisation de la trypsine sur des films de polyéthylène 

(PE: polyéthylène, G: glutaraldéhyde, T: trypsine) 
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Introduction 

 

 

 Dans cette partie, nous allons donner quelques informations nécessaires à la bonne 

compréhension du sujet traité dont le but est de réaliser l’immobilisation d’une enzyme par liaison 

covalente sur une surface polymère fonctionnalisée par voie plasma. 

 Nous proposons, dans un premier temps, de présenter les intérêts de l’immobilisation de 

biomolécules (enzymes, anticorps, ADN) sur la surface des matériaux. Puis, nous résumerons les 

différents procédés permettant l’immobilisation des enzymes. Parmi ces méthodes, nous nous 

focaliserons sur l’immobilisation par liaison covalente. 

 Au cours de cette présentation, nous effectuerons une synthèse des travaux déjà effectués à 

travers des résultats issus de la littérature concernant la modification de surface des polymères. Puis 

nous détaillerons plus particulièrement les résultats de la littérature concernant les modifications de 

surface par plasma hors équilibre engendrées soit par des gaz non polymérisables (N2+H2, NH3) soit 

par des molécules polymérisables (allylamine, éthylamine, hydrazine) afin d’incorporer les 

fonctions amines à la surface des polymères. 
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I. Immobilisation des biomolécules sur des matériaux solides ou 

condensés 

 

I.1. Généralités sur les biomolécules 

 

 Les biomolécules les plus souvent rencontrées sous forme immobilisées sont les protéines 
[1,2,3], en particulier les enzymes [4,5] et les anticorps [6,7,8] ainsi que l’ADN [9,10]. 

 C’était au début du 19ème siècle que le chimiste hollandais Gerardus Johannes Mulder 

découvre pour la première fois que les albumines (des composés qui coagulent quand on les 

chauffe) sont composées de carbone, d’oxygène, d’hydrogène et d’azote. En 1838 Jöns Jacob 

Berzelius, chimiste suédois, suggère à Mulder d’appeler ces albumines «protéines», car il leur 

attribue un rôle dominant parmi les composés biologiques [11]. 

 Les protéines sont des polymères linéaires, ou chaînes, formés de 20 types d’acides aminés 

qui sont unis par des liaisons peptidiques: fonction amide résultant de la condensation du groupe α-

carboxyle d’un acide aminé avec le groupe α-aminé de l’acide aminé le suivant dans la chaîne. Une 

molécule d’eau est produite dans cette condensation. Les chaînes latérales des acides aminés 

engagés dans la chaîne polypeptidique portent le nom de «résidu d’acide aminé». Les groupes 

libres, aminé et carboxyle, présents aux extrémités opposées d’une chaîne polypeptidique sont 

respectivement le groupe N-terminal (aminé terminal) et le groupe C-terminal (carboxyle terminal). 

 

H3N CH
+

COO

CH3 -
H3N CH

+
COO

CH2OH
-

+ H3N CH
+

C

CH3

O

N

H

CH COO

CH2OH
-

liaison peptidique

+ H2O

 

Figure I.1. Formation des liaisons peptidiques 

 

 Les anticorps (immunoglobulines) sont des protéines synthétisées par un animal en réponse 

à la présence d’une substance étrangère. Ils sont sécrétés par les plasmocytes qui dérivent des 

lymphocytes B (cellules B). Chaque anticorps a une affinité spécifique pour le matériel étranger qui 

a induit sa synthèse. Une macromolécule étrangère capable de provoquer la formation d’un 
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anticorps est appelée antigène (immunogène). Ces réactions sont appelées réactions 

immunologiques. 

 La séquence des acides aminés qui se polymérisent est déterminée par l’information 

génétique contenue dans le chromosome - constitué de molécules d’ADN (acide 

désoxyribonucléique) - qui, chez les eucaryotes, est entièrement localisée dans le noyau cellulaire. 

Les recherches sur l’ADN ainsi que le génie génétique tirent le plus grand profit de l’usage des 

enzymes de restriction. 

 Les enzymes sont les catalyseurs des systèmes biologiques de nature protidique qui 

interviennent dans toutes les réactions métaboliques énergétiquement possibles qu’elles accélèrent 

par activation spécifique. Elles permettent d’atteindre rapidement l’état d’équilibre de la réaction 

sans le modifier. Elles ont une grande spécificité de substrat (pour les enzymes protéolytiques, la 

spécificité portent sur le lieu d’attaque de l’enzyme), accélèrent des réactions chimiques spécifiques 

et fonctionnent en solution aqueuse, dans des conditions de température et de pH généralement très 

douces [12]. 

Le site actif d’une enzyme est la région qui réunit et met en contact les réactifs - souvent 

appelés substrats - et facilite ainsi la réaction. On peut distinguer dans le site actif, d’une part le site 

de fixation qui se combine au substrat par des liaisons faibles et le site catalytique qui agit sur le 

substrat pour lui faire subir la réaction chimique. Les liaisons disulfures jouent souvent un rôle 

fondamental en rapprochant les acides aminés du site actif; les liaisons faibles jouent également ce 

rôle [13]. 

 Une classification officielle des enzymes a été adoptée en 1961. Elle permet de classer les 

enzymes en six groupes selon le type de réaction catalysée (oxydoréductases, hydrolases, lyases, 

isomérases, ligases). Dans les groupes des hydrolases, on peut citer les enzymes protéolytiques qui 

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

 

I.2. Applications des enzymes immobilisées 

 

 Les enzymes ont paru dès le début comme un mode privilégié d’utilisation de la biocatalyse. 

Ces biocatalyseurs peuvent présenter cependant quelques inconvénients parmi lesquels leur manque 

de stabilité et leur coût qui ont pu paraître rédhibitoires pour certaines applications. A ces 

inconvénients ont répondu les techniques d’immobilisation contribuant à la stabilisation des 

enzymes dans leurs conditions d’utilisation, à leur récupération éventuelle pour réutilisation et à la 

possibilité de développer des réacteurs fonctionnant en continu. Ce qui a ouvert la voie à 
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l’exploitation industrielle. D’autres avantages majeurs de ces techniques sont d’augmenter, de façon 

souvent considérable, la productivité des bioréacteurs et la pureté des produits. Les principales 

applications industrielles de ces techniques sont [14] : l’isomérisation du glucose, la production 

d’acide 6-aminopénicillanique, l’hydrolyse du lactose, la synthèse d’acides aminés lysine, acide 

aspartique et alanine, l’hydrolyse de polysaccharides et de protéines, la production d’acrylamide, le 

traitement des eaux. 

 Certaines enzymes trouvent des applications dans l’amélioration de goûts désagréables. Par 

exemple la trypsine peut être immobilisée sur un verre poreux par l’intermédiaire du glutaraldéhyde 

et agir sur le lait de manière à ralentir et diminuer l’apparition du goût amer. 

 Les enzymes immobilisées peuvent aussi être utilisées dans les domaines du diagnostic et 

comme agent thérapeutique [14], pour l’électronique [15], et la mise au point de biocapteurs [16]. 

 Actuellement on assiste également à un grand regain d’intérêt pour les applications de la 

trypsine immobilisée dans des microréacteurs, dans le domaine de la protéomique, pour la 

cartographie à haut débit des protéines [17]. 

 

I.3. Enzymes immobilisées 

 

 Une enzyme immobilisée est une enzyme liée par des moyens physico-chimiques en surface 

ou à l’intérieur d’un support solide. On cherche généralement à conserver son activité enzymatique, 

qui a tendance à diminuer après immobilisation du fait de possibles gênes stériques, de limitations 

dans l’accessibilité au site actif ; et à augmenter sa stabilité dans le temps, ce qui est souvent le cas 

du fait de la structure plus rigide conférée par l’immobilisation aux enzymes. On distingue 

normalement trois types de stabilité pour une enzyme immobilisée: 

 

1. Stabilité de stockage: évolution de l’activité enregistrée dans les conditions usuelles de 

conservation [18] 

2. Stabilité opérationnelle: évolution de l’activité de l’enzyme pendant des essais répétitifs 

3. Stabilité thermique: résistance à des températures plus élevées auxquelles l’enzyme est 

normalement dénaturée 

 

 Par exemple, la glycéraldéhyde-3-phosphate déhydrogénase (GAPDH) a été greffée à l’aide 

du glutaraldéhyde sur la surface du verre poreux. On observe une augmentation de la stabilité de la 

GAPDH fixée sur la surface par liaison covalente par rapport à la stabilité de la même enzyme en 
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phase homogène. L’enzyme libre perd son activité assez rapidement (dès les 4 premières heures) 

tandis que l’activité de l’enzyme immobilisée reste stable pendant 30 jours [19]. 

 La trypsine immobilisée sur des polyesters via différents espaceurs (polyéthylène glycol 

(PEG)-diamine, sérum albumine Bovine (BSA), dextran aminé ou porteur de fonctions aldéhyde), 

présente une stabilité thermique supérieure après l’immobilisation: l’activité reste la même pendant 

environ 350 minutes à la température de 50°C alors qu’à la même température l’enzyme libre 

présente une perte de la moitié de son activité en une durée de moins de 20 min (Figure I.2.) [20]. 

Figure I.2. Stabilité thermique de la trypsine: trypsine libre (25 µg/ml) (•); trypsine immobilisée 

par: PEG-diamine (□), dextran aminé (▲) et BSA (∗); incubation à 50°C dans un tampon phosphate 

de sodium 0,1 M pH=7,5) [20] 

 

 L’immobilisation d’une enzyme sur ou dans une structure solide condensée répond à deux 

objectifs principaux. En premier lieu, une enzyme étant un catalyseur, il est très important de 

pouvoir la séparer des substrats et des produits de réaction afin d’assurer un recyclage efficace. 

L’intérêt est évident dans l’optique d’un procédé réactionnel continu. Le deuxième avantage 

généralement admis est la stabilisation de la protéine [21,22], en particulier lors de sa fixation par 

liaison covalente à un support. De plus lorsqu’on met en œuvre des protéases, l’immobilisation 

permet de diminuer les phénomènes d’hydrolyse mutuelle des enzymes (autolyse) qui conduit à leur 

inactivation rapide en phase homogène [23,24]. 
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Figure I.3. Diminution des phénomènes d’hydrolyse de la trypsine après l’immobilisation [24] 

 

I.4. Méthodes d’immobilisation 

 

 Les méthodes citées dans la littérature sont très nombreuses. Cependant, il existe quatre 

grandes méthodes, couramment utilisées pour immobiliser des enzymes: l’inclusion, le 

confinement, la réticulation, la fixation sur un support. Le principe de ces méthodes est résumé dans 

le tableau I.1. 

 

Inclusion • dans une matrice constituée par le 
réseau tridimensionnel d’un polymère 

Immobilisation 

par rétention 

Physique  
Confinement 

• dans une microcapsule réuni par une 
membrane semiperméable 

• dans une fibre creuse 

Fixation sur 
un support 

• par adsorption 
• par liaison covalente 

Immobilisation 

par interaction physique 

ou liaison chimique Réticulation • établissement d’un réseau par liaisons 
covalentes intermoléculaires 

 

Tableau I.1. Différentes méthodes d’immobilisation des enzymes 
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I.4.1. Inclusion dans une matrice 

 

 L’enzyme est dispersée dans une solution homogène de monomère ou d’émulsion. La 

polymérisation du monomère conduit à la formation d’un réseau au sein duquel l’enzyme est 

emprisonnée d’une manière purement physique. 

 

 

Figure I.4. Inclusion dans un réseau de polymère insoluble 

 

 Cette méthode est très simple mais possède trois inconvénients principaux: 

 

-le réseau formé est presque toujours trop lâche pour retenir complètement l’enzyme. 

-la limitation diffusionnelle des substrats, des produits 

-En présence d’agents complexants le gel se solubilise. 

 

I.4.2. Méthodes de confinement et microencapsulation 

 

 Cette technique consiste à enfermer des enzymes dans une membrane semi-perméable. La 

limitation à des substrats de faible poids moléculaire pour l’enzyme, constitue le désavantage de 

cette méthode. Le second inconvénient est que la polymérisation interfaciale qui aboutit à la 

formation des microcapsules entraîne fréquemment une dénaturation des enzymes. Certains ont 

alors songé à utiliser des fibres creuses à travers lesquelles l’enzyme ne peut diffuser. 
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I.4.3. Réticulation 

 

 La réticulation consiste à établir des liens covalents entre molécules d’enzymes ou entre 

molécules d’enzymes et de protéines inertes par l’intermédiaire d’agents polyfonctionnels, afin 

d’obtenir des structures de très haute masse molaire. 

 

I.4.4. Adsorption 

 

 Cette méthode est extrêmement simple à mettre en œuvre puisqu’il suffit de laisser en 

contact l’enzyme et le support à un pH, une force ionique et une température convenable. Les 

différents types de liaisons intervenant dans l’adsorption sont: interactions de Van der Waals, 

liaison hydrogène, transfert de charges (liaison ionique), échanges d’ions, interactions hydrophobes. 

 

support

E

 

Figure I.5. Immobilisation sur un support par adsorption physique 

 

 Le principal inconvénient est la fragilité de la fixation; ce peut être également un avantage si 

l’on souhaite désorber l’enzyme immobilisée pour la remplacer par une enzyme native. Les autres 

désavantages de cette méthode sont les risques de mauvaise accessibilité au site actif, du fait de 

l’absence de bras espaceur, les difficultés d’utilisation en réacteurs continus du fait d’une désorption 

progressive de la protéine, qui est alors libérée dans le milieu réactionnel [25]. 
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I.4.5. Liaisons covalentes 

 

 Cette immobilisation est réalisée par l’intermédiaire de liaisons irréversibles et covalentes 

entre les groupements fonctionnels de l’enzyme et les groupes réactifs du support. Ces groupes, en 

général insuffisamment réactifs, nécessiteront une activation préalable. A priori, il faut activer soit 

l’enzyme, soit le support. Pour des raisons qui tiennent à la difficulté de maintenir l’activité de 

l’enzyme (l’activation des groupes fonctionnels de l’enzyme peut conduire à la dénaturation de 

l’enzyme) et aussi à la faible réactivité chimique des acides aminés (amine primaire, acide 

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

 

 

Figure I.6. Immobilisation covalente de l’enzyme sur un support 

 

 Afin de lier l’enzyme au support par liaisons covalentes, on fait apparaître sur le support des 

fonctions chimiques réactives. Ces fonctions peuvent être créées par réaction directe (cellulose + 

CNBr par exemple) ou par greffage de composé bifonctionnel (bras espaceur) qui comporte une 

fonction capable de former une liaison covalente avec les fonctions portées par les enzymes. Ce 

composé permet de fixer l’enzyme à une certaine distance du support et d’avoir une meilleure 

accessibilité de l’enzyme à son substrat. Le tableau présenté montre certain des différents bras 

espaceurs utilisés pour lier les fonctions des supports et les fonctions portées par l’enzyme. 
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Groupement fonctionnel 
au niveau du support 

Composé bifonctionnel 
(bras espaceur) 

Groupement fonctionnel 
au niveau de l’enzyme 

-COOH Carbodiimide (R1-N=C=N-R2) 
Chlorure d’acide (PCl3, Pcl5) 

-NH2 

-OH Chlorotriazine (C3N3Cl2) 
Halogénures de cyanogène  

(BrCN, ClCN) 

-NH2 

-NH2 Glutaraldéhyde (OHC-(CH2)3-CHO) -NH2 

-NH2 Carbodiimide (R1-N=C=N-R2) 
Isothiocyanate (R-N=C=S) 

-COOH 

NH 2

 

Isocyanate (R-N=C=O) 
Isothiocyanate (R-N=C=S) 

Sels de diazonium 

R
+

N N , Cl-

 

 

-tyrosine 

-SH 4,4’-Dithiodipyridine 

N
S S

N  

-SH 

-SH 3-Maleimidopropionic acid  
N-hydroxysuccinimide ester 

-NH2 

 

Tableau I.2. Principaux groupements réactionnels entre le support et l’enzyme 

 

 Les supports généralement utilisés pour l’immobilisation peuvent être classés en deux 

grands groupes: 

 

 a) les supports organiques qui comprennent les polyosides (acétate de cellulose [26], nitrate 

de cellulose [27], dextrane [28], agarose, alginate [29], chitosan [30], amidon), les polymères (le 

polyéthylène (PE) [31], le polypropylène (PP) [32], le polystyrène (PS) [33], le polyéthylènetéréphtalate 

(PET) [34] etc). 

 b) les supports inorganiques (verre poreux, silice [35], métalliques [36], alumino-silicates, etc.) 

 

 Les supports organiques peuvent être chimiquement activés par différentes techniques, ce 

qui constitue l’un de leurs principaux avantages car ils permettent la fixation d’enzymes par 

différentes voies. Les supports inorganiques sont généralement plus stables (résistance à l’usure, 

aux agents chimiques et aux bactéries) mais la fixation covalente sur ces supports est difficile à 

cause de leur faible réactivité. 

 

 



CHAPITRE I: Etat de l’art sur l’immobilisation de biomolécules sur un support solide 
 

 26

II. Fonctionnalisation de surface par différentes méthodes 

 

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

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

molécule. Les méthodes d’activation des supports de polymère sont: 

• par voie chimique 

• par irradiation UV (activation photochimique) 

• par traitement plasma 

 

II.1. Activation de la surface de polymère par voie chimique 

 

 Afin d’introduire des groupements amines à la surface du polyéthylène (PE), Goddard et 

collaborateurs [37] ont récemment étudié l’activation par la voie chimique. Après avoir rincé et séché 

les films pendant la nuit, les films sont immergés dans une solution de trioxyde de chrome anhydre, 

d’eau déionisée et d’acide sulfurique à 70°C. Le polyéthylèneimine (PEI) est ensuite fixé de façon 

covalente sur ce film oxydé en utilisant la méthode de Kingshott [38]. L’immobilisation de la lactase 

a été effectuée par l’intermédiaire de la réaction du glutaraldéhyde avec les amines primaires de la 

surface. Les auteurs ont montré que l’activité enzymatique de la lactase immobilisée sur PE 

diminuait de 22 % à 23 % par semaine pendant le stockage (avec une activité au départ de 0,020 U / 

cm2). 

 

Figure I.7. Activité de la lactase immobilisée pendant le stockage à pH 6,8 dans la solution de 

tampon phosphate au réfrigérateur (une unité de la lactase (LU) est définie par la libération de 1 

µmol d’ο-nitrophenol par minute à 37°C [37] 
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II.2. Activation photochimique 

 

 L’étude de l’activation de la surface de polymère par l’action d’un rayonnement UV a été 

établie par différentes équipes. Nahar et al. [39] ont montré que la peroxydase de raifort (horseradish 

peroxydase) peut être immobilisée sur le polystyrène activé par la méthode photochimique utilisant 

le 1-fluoro-2-nitro-4-azidobenzene (FNAB). L’activité enzymatique (menée par la lumière de 

soleil) de la surface traitée dans ce cas est deux fois plus élevée en comparaison avec la surface non 

traitée. 

 Les autres modifications par irradiation UV provoquent aussi une oxydation de la surface du 

polymère en utilisant soit l’ozone à 254 nm [40-42] soit le trifluoroethane-sulfonyl chloride (tresyl 

chloride) à 365 nm [43]. 

 Concernant l’immobilisation de l’enzyme par cette méthode, l’étude bibliographique ne 

nous a pas permis de trouver des valeurs de l’activité enzymatique de la surface immobilisée. 

 

II.3. Modification de la surface par plasma hors équilibre basse pression 

 

II.3.1. Définition générale 

 

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

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

froids basse pression sont des milieux lumineux obtenus en soumettant un gaz à l’action d’un 

champ électrique ou électromagnétique à basse pression (0,1 à 104 Pa). Les phénomènes de base de 

la physico-chimie des plasmas reposent sur le processus de collision et de transfert d’énergie entre 

une molécule ou un atome et un électron accéléré par un champ électromagnétique. Lors de ces 

collisions inélastiques, l’électron transfère une partie de son énergie à la molécule ou à l’atome et 

modifie leur énergie interne. Cela conduit à l’apparition d’espèces gazeuses réactives de type 

radicalaire ou moléculaire permettant de développer la chimie spécifique au plasma. Ce type de 

plasma est dit froid car la température macroscopique du gaz reste voisine de la température 

ambiante. Ceci permet de modifier chimiquement la surface sans altérer les propriétés de cœur des 

matériaux très sensible aux effets de température tel que les polymères. 

 L’avantage de cette technique par rapport à la voie chimique est le suivant [44]: 

 

-une homogénéité de la surface 



CHAPITRE I: Etat de l’art sur l’immobilisation de biomolécules sur un support solide 
 

 28

-une amélioration de l’adhésion de support 

-une bonne résistance chimique et physique 

-une modification de la surface sans toucher les propriétés du cœur (bulk) 

-une possibilité de l’application sur différents supports comme les métaux, les polymères, 

céramiques, les verres avec différentes géométries de surface 

-une possibilité de l’introduction des différentes fonctions comme amines, aldéhydes, 

carboxyliques, hydroxyles par plasma 

 

 En raison de différentes applications dans le domaine de l’immobilisation des biomolécules 

(enzyme, peptide), polysaccharide [3] (héparine [45, 46], dextran [3]), anticorps [47-49], collagène [50]), 

comme la culture des cellules [51-54], l’adsorption des protéines [55] (l’implantation des prothèses 

dans le système cardiovasculaire, les membranes pour des biocapteurs [56], les lentilles de contact 
[57]), plusieurs recherches ont été effectuées sur des surfaces fonctionnalisées par –NH2 

[58]. 

 

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

procédures: 

 

1. Avec des gaz non polymérisables comme N2, NH3 

 

 Une comparaison entre des plasmas d’azote et d’ammoniac par les équipes de F. Arefi et al. 
[59] montre que la cinétique de nitruration dans un plasma d’ammoniac basse pression est effective 

dès les premiers temps de traitement (115 ms). En revanche le plasma d’azote nécessite un temps 

plus long (1 s). En conséquence, l’incorporation d’azote par plasma ammoniac est plus rapide que 

par plasma N2+H2 ou plasma N2. 

 

2. Avec des gaz polymérisables comme l’allylamine (CH2=CH-CH2-NH2), le 

propylamine (CH3-CH2-CH2-NH2), le butylamine (CH3-CH2-CH2-CH2-NH2) 

 

 Le dépôt de la fonction d’amine avec cette technique est préférable en raison de la densité 

plus élevée des fonctions amines incorporées par ce procédé [60,61]. Il est possible à l’aide de la 

polymérisation par plasma en utilisant les conditions douces (puissances faible et / ou décharges RF 

pulsées) d’avoir une rétention importante des fonctions amines primaires et un taux de dissociation 

faible du précurseur utilisé. Cependant le problème essentiel de ce genre de surfaces réside dans la 

stabilité du dépôt au lavage. 
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3. Post-greffage en utilisant l’argon (Ar) comme un pré-traitement 

 

 La surface des polymères est activée par plasma Ar (formation des radicaux libre sur la 

surface) et greffée par une molécule aminée (acrylamine [62]). 

 

 Ces techniques sont utilisées sur une grande variété de supports polymères pour différentes 

applications. Pour des applications biomédicales qui sont souvent les plus recherchés [63], on peut 

citer comme exemple le polystyrène (PS), le PC, le PMMA, le polyéthylène (PE) le 

polyétherethercétone (PEEK), le polyéthylènetéréphtalate (PET), le polytétrafluoroéthylène (PTFE). 

Le PS et le PC sont utilisés pour la culture des cellules, le PEEK et le PE pour des implantations et 

prothèses, le PET et le PTFE pour la greffe des vasculaires [64]. 

 

II.3.2. Quantification des groupes amines greffés à la surface 

 

 Etant donné l’importance portée à la densité des fonctions amines (primaires, secondaires et 

tertiaire) incorporées à la surface, plusieurs technique (spectroscopie UV-visible, fluorescence, 

RMN, XPS) sont présentées dans la littérature [65-67]. Le tableau I.3. présente différents résultats de 

densités surfaciques des fonctions amines par différentes méthodes de dérivatisation couplées soit à 

la spectroscopie UV-visible soit à XPS. 

 

Support Type de traitement Densité des amines 

(amines groupes/nm2) 

Référence 

Polystyrène (PS) 
 

Plasma azote (N2) 1,2 Wang et al. 
[68] 

SiO2 / Si 
 

Voie chimique 2-8,9 Moon et al. 
[69] 

Polyéthylène (PE) 
 

Plasma hydrazine 8-19 Jiang et al. 
[70] 

Surface métallique 
 

Plasma allylamine 5-12 Puleo et al. 
[3] 

 

Tableau I.3. Densités des fonctions amines par la spectroscopie UV-visible ou par XPS 

 

 Il a été reporté que la densité de ces fonctions diminue dans le temps aussi bien sur les 

surfaces stockées dans l’air que sur celles lavées dans les différents solvants. 
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II.3.3. Immobilisation des enzymes sur la surface traitée par plasma 

 

 I. Gancarze et son équipe [71] ont mené une étude sur l’influence de la présence d’argon dans 

un plasma micro-onde par la décharge pulsée dans différents gaz (l’ammoniac, l’allylamine et le n-

butylamine) sur l’activité de la glucose isomérase immobilisée. Ils ont aussi suivi l’évolution de 

l’activité de cette enzyme immobilisée en fonction de la concentration de liaison C-N sur les films 

de polysulfone. Ils ont trouvé une meilleure activité enzymatique (35,2 U) sur les surfaces traitées 

par un plasma d’allylamine entraîné par l’argon (Puissance = 60 W, Temps de traitement = 3 min, 

Pression = 2 mbar). Ils ont obtenu une corrélation linaire entre la concentration de fonction C-N et 

l’activité de glucose isomérase (Figure I.8.). 
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Figure I.8. Evolution du rapport de l’activité de glucose isomérase en fonction de liaison C-N 

mesurée par XPS pour des surfaces traitées par un plasma d’ammoniac,de n-butylamine et 

d’allylamine [71] 

(une unité de la glucose isomérase (U) est définie par la libération de 1 µmol fructose par minute) 

 

 S. Alvarez-Blanco et al. [72] ont choisi la méthode de post-greffage plasma pour activer le 

support de polyéthylène afin d’immobiliser le peroxydase de raifort (Horseradish HRP) dans le but 

de diminuer l’adsorption de l’enzyme sur la surface. Le procédé consiste à créer dans un premier 

temps des sites réactifs par une décharge RF pulsée dans l’argon à basse pression (200 mtorr). Cette 
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étape est suivie de l’introduction du précurseur le 1,3 diamine propane sous vide à la température 

ambiante. Cette technique est utilisée pour éviter la décomposition du précurseur et en conséquence 

avoir une rétention plus importante des fonctions amines. 

 Après avoir activé la surface par des groupements –NH2 selon la méthode détaillée 

précédemment, chlorure d’oxallyle est fixé de façon covalente sur la surface fonctionnalisée par –

NH2. 

 

 

Figure I.9. Schéma de la méthode présentée pour l’immobilisation Horseradish peroxydase sur un 

support de PE (Plasma RF, Puissance=13,56, Pression d’Ar= 200 mtorr) [72] 

 

 R. Ganapathy et ses collaborateurs [73] se sont intéressés à l’influence de la longueur de la 

chaîne des bras espaceurs sur l’activité de la α-chymotrypsine immobilisée sur différents supports 

(polyester, polystyrène, polyéthylène) via des liaisons covalentes. Ils ont observé que le support n’a 

pas d’influence sur l’activité de l’enzyme immobilisée; par contre il existe une corrélation entre la 

longueur des bras espaceurs et l’activité enzymatique. D’après eux l’activité enzymatique de la 

chymotrypsine peut être améliorée par l’utilisation de bras espaceurs ayant de longues chaînes. Ce 

qui procure une augmentation de la mobilité de l’enzyme. 
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Conclusion 

 

 Cette étude bibliographique met en évidence l’approche scientifique et expérimentale 

proposée pour le traitement de surface des polymères dans le but d’y incorporer les fonctions 

actives permettant une immobilisation des enzymes. 

 Les plasmas basse pression sont les procédés les mieux adaptés au traitement de surface des 

polymères dans la mesure où ils constituent une source d’espèces chimiquement réactives à 

température ambiante. 

 L’introduction de fonctions amines par plasma hors-équilibre peut être envisagée selon 

différentes voies: le post-greffage, la fonctionnalisation et la polymérisation. Alors que les deux 

premières méthodes s’avèrent extrêmement intéressantes en terme de cinétique d’incorporation de 

fonctions amines et de sélectivité, la polymérisation par plasma de précurseurs tels que l’allylamine, 

dans les conditions douces du plasma, pourrait conduire à la formation d’une couche mince ayant 

un taux de fonctions amines importantes. Cependant, un compromis doit être trouvé entre la 

sélectivité du procédé et la stabilité des fonctions formées. 

 Parmi les différentes méthodes d’immobilisation des enzymes, l’immobilisation par liaisons 

covalentes permet d’obtenir des liaisons solides entre enzyme et support et paraît ainsi la mieux 

adaptée pour réaliser des systèmes performants sur de longues durées. 
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Introduction 

 

 

 La technologie plasma basse pression est utilisée pour la modification de polymères 

permettant un meilleur contrôle des propriétés physico-chimiques comme la mouillabilité et 

l’adhésion. De plus, le polymère traité présente de nouvelles propriétés de surface adaptées à 

l’immobilisation de biomolécules. 

 L’objectif de ce chapitre est de qualifier les propriétés physico-chimiques de la surface du 

polyéthylène après greffage de fonctions amines à la surface à l’aide d’un plasma d’ammoniac. A 

cet effet, nous ferons appel à différentes techniques d’analyse de surface en vue de préciser les 

modifications topographiques et chimiques de la surface. 

 Dans un premier temps, après la description du réacteur plasma basse pression utilisée pour 

le traitement des films de PE, nous étudierons l’évolution de l’énergie de surface à l’aide de la 

technique de mesure de la mouillabilité des surfaces par angle de contact. Dans un deuxième temps, 

les modifications topographies et chimiques de la surface du PE seront analysées par microscopie 

électronique à balayage (MEB), microscopie à force atomique (AFM) et spectroscopie de 

photoélectron X (XPS). Enfin, cette étude sera complétée par différentes méthodes de dérivation 

chimique dans le but de quantifier les fonctions amines greffées en surface et d’identifier en 

particulier les amines primaires. Cette mesure est essentielle pour valider les différentes étapes de 

fixation conduisant à l’immobilisation de l’enzyme. 

Ainsi, la corrélation de l’ensemble des résultats obtenus permettra d’établir une meilleure 

compréhension des modifications de surface associées au traitement plasma NH3. 
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I. Fonctionnalisation de polymère par traitement plasma RF NH3 

basse pression 

 

I.1. Réacteur plasma utilisé pour le traitement de surface des films de polymères 

 

 Le traitement de surface des films de polymère a été réalisé dans un réacteur plasma basse 

pression hors équilibre disposant, selon une configuration asymétrique, de deux électrodes de type 

couteau-cylindre. L’électrode reliée à la haute tension radio-fréquence (RF) est en acier inoxydable, 

elle se présente comme un couteau creux de longueur 20 cm ayant une ouverture de fente de 0,5 

mm pour permettre le passage du flux de gaz plasmagène. La contre-électrode reliée à la masse, est 

un cylindre de diamètre 7 cm et de longueur 22 cm. Le film de polyéthylène (22 cm par 22 cm) est 

enroulé autour du cylindre. La vitesse de rotation du cylindre est fixée à 1 tour par seconde ce qui 

correspond à une vitesse linéaire de 22 cm par seconde. La largueur du rideau plasma traitant le 

polymère (PE) est estimée à 0,5 cm (Figure II.1.). La face du PE traité peut être divisée en 22/0,5, 

soit 44 faisceaux de décharge, chaque faisceau étant traité pendant 1/44 seconde à chaque tour [1]. 

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

 

22 cm

7 cm

8 mm

0,5 cm

électrode
 creuse

faisceau de décharge
 ayant traité le polymère à un instant t

 

Figure II.1. Détail de la configuration des électrodes type couteau-cylindre du réacteur plasma RF 

hors équilibre basse pression 
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Figure II.2. Réacteur plasma RF basse pression utilisé pour le traitement de films de polymère: 

a) schéma du réacteur et b) photo du réacteur 

 

Les gaz plasmagènes sont injectés à travers l’électrode creuse et la décharge s’établit dans 

l’espace inter-électrodes, fixé à 8 mm, à l’aide d’une source d’excitation d’une puissance maximale 

de 800 watts et d’un générateur Radio-Fréquence (RF) délivrant une fréquence de 70 kHz. Pour 

éviter le risque de passage au régime d’arc, l’électrode haute tension est gainée de polyéthylène 

haute densité. 

Afin d’éliminer l’oxygène atmosphérique, l’installation est placée sous un vide de 10-2 Pa 

pendant une heure puis la circulation du mélange gazeux choisi est établie à l’aide d’un système de 

pompage primaire et secondaire (pompe turbo-moléculaire). Différents gaz peuvent être utilisés 
[2,3,4]; cependant notre attention se portera plus particulièrement sur l’utilisation de l’ammoniac [5]. 

Le groupe du pompage primaire et secondaire assure l’élimination de l’atmosphère N2-O2 

jusqu’à 10-2 tandis que les conditions de traitement à 102 Pa en atmosphère NH3 sont assurées par 

une pompe chimique utilisant une huile fluorée insensible à la dégradation de ses propriétés par le 

gaz NH3 (Figure II.2.). Pour éviter la corrosion de la pompe turbo-moléculaire par NH3, une vanne 

 

source électrique  
(70 KHz) 

électrode creuse  
haute tension RF 

électrode de masse 
(cylindre) 

décharge plasma 

débitmètre  

bouteille de gaz 
NH3 

 
groupe de pompage  

(pompe primaire, pompe secondaire et pompe chimique)  

a) 

b) 
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tiroir permet d’isoler cette pompe et de la protéger durant le traitement. Le système de pompage 

pendant le traitement est composé d’une pompe primaire et d’une pompe chimique. 

 

I.2. Choix du polymère support du greffage des fonctions amines 

 

 Comme nous l'avons vu précédemment au chapitre I, le traitement par plasma est très utilisé 

pour le traitement de surface de différents polymères; nous nous intéresserons ici au polyéthylène 

(PE) (-CH2-CH2-)n dont les principales propriétés sont [6,7]: 

 

• Une résistance chimique élevée et une bonne flexibilité 

• Une faible masse spécifique (densité de 0,9-0,92 g/cm3) 

• Un caractère hydrophobe marqué avec une tension de surface très faible 

• Une bonne stabilité thermique (la température maximale d’exploitation est comprise entre 

50 et 90°C et la température minimale d’exploitation de -60°C) 

• Une très haute pureté et une non toxicité biologique 

 

Dans le cadre de notre étude, nous avons utilisé un film de PE basse densité (0,92 g/cm3) de 100 

µm d’épaisseur fourni par la société Goodfellow (référence: 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’oxygène (%) 17 

Conductivité thermique (W m-1 K-1) 0,33 à 23 °C 

Chaleur spécifique (J K-1 Kg-1) 1900-2300 

 

Tableau II.1. Caractéristiques des films de PE basse densité (valeurs données par Goodfellow) 

 

Après le traitement, le film de PE traité est découpé en disques de diamètre 2,4 cm (surface S = 

4,52 cm2). 
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I.3. Choix des conditions de traitement de surface par plasma hors équilibre 

 

 Les paramètres opératoires utilisés pour le traitement de films de polyéthylène par plasma 

RF hors équilibre d’ammoniac sont résumés dans le tableau suivant. Ces conditions seront celles 

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

optimisées par les études effectuées au laboratoire LGPPTS [8]. 

 

Gaz NH3 

Débit de gaz 175 cm3/min 

Pression 1,5 mbar 

Puissance plasma 40 W 

Temps de traitement 2 s 

 

Tableau II.2. Conditions opératoires retenues pour le traitement par plasma d’ammoniac hors 

équilibre 
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II. Caractérisations physico-chimiques de la surface du PE traité par 

plasma NH3 

 

 L’objectif de cette partie est d’étudier les modifications physico-chimiques induites par le 

traitement plasma hors équilibre; afin d’étudier la modification de surface engendrée nous avons 

fait appel à la méthode de l’angle de contact (détermination de l’énergie libre de surface), la 

spectroscopie de photoélectrons X (XPS), la microscopie de force atomique (AFM) et la 

microscopie électronique à balayage (MEB). Cette étude sera complétée par une comparaison de 

différentes méthodes permettant d’identifier et de quantifier les fonctions amines. 

 

II.1. Caractérisation de l’énergie de surface par la méthode de l’angle de contact 

 

 La détermination de l’énergie libre de surface permet de qualifier les modifications 

morphologiques et chimiques de l’extrême surface; cette mesure repose sur la méthode de l’angle 

de contact. Lorsqu’une goutte de liquide est déposée sur une surface, l’angle entre la tangente à la 

goutte au point de contact et la surface solide est appelé angle de contact. La mesure rend compte de 

l’aptitude du liquide choisi à s’étaler sur la surface d’un solide; elle permet de qualifier la surface 

après traitement: hydrophobe (grand angle, faible énergie de surface) ou hydrophile (petit angle, 

grande énergie de surface). L’interaction liquide / surface est régie par les trois paramètres suivants: 

 

• tension interfaciale solide-liquide γSL (J/m2) 

• tension interfaciale solide-vapeur γSV (J/m2) 

• tension interfaciale liquide-vapeur γLV (J/m2) 

Film de polymère (S)

liquide (L)

vapeur (V)

 

 

Figure II.3. Principe de la mesure d’angle de contact 



CHAPITRE II: Modification de surface des films de polyéthylène (PE) par procédé plasma basse pression NH3 
 

 51

Ces trois grandeurs sont reliées par l’équation de Young qui est la base de la plupart des 

méthodes de calcul de l’énergie de surface. 

γ SV = γ SL+γ LV . cosθ 

 Le travail d’adhésion entre une surface solide et un liquide peut s’exprimer à l’aide de 

l’équation combinée de Young-Dupré qui donne une relation directe entre l’adhésion 

thermodynamique et l’angle de contact de la goutte de liquide déposée sur la surface du polymère: 

WSL = γSV+ γLV- γSL 

WSL = γLV (1+cosθ) 

Avec: 

 γLV : énergie libre de surface du liquide (cette valeur vaut 72,8 mJ/m2 dans le cas de l’eau) 

 θ: angle de contact du liquide sur la surface du polymère 

 

Les mesures d’angle de contact sont effectuées automatiquement à l’aide d’un système de 

traitement d’image avec un intervalle de mesure toutes les 0,6 s. Le système comporte une caméra 

monochrome de télévision afin de visualiser la goutte déposée, une source de lumière pour 

l’éclairage de l’échantillon, une microseringue permettant de déposer un volume de 2 ± 0,1 µl de 

liquide (en général de l’eau distillée) sur le porte échantillon sur lequel est placé le film de 

polymère. Pour chaque échantillon, une valeur moyenne a été calculée à partir de 3 analyses 

effectuées en différents endroits de l’échantillon [9]. 

 

 

Figure II.4. Dispositif de la mesure de l'angle de contact 
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 Les résultats de la mesure de l’angle de contact de l’eau montrent que le film de PE non 

traité a une valeur relativement élevée de l’ordre de 90° (cos θ = 0) ce qui indique le caractère 

hydrophobe et la grande inertie chimique de ce matériau. En revanche après traitement par plasma 

d’ammoniac cette valeur atteint 54° ± 2° (cos θ > 0,59) ce qui révèle le caractère hydrophile de la 

surface dû à la présence des groupements polaires greffés sur la surface traitée par plasma. 

 

II.2. Modifications topographiques de la surface du film de PE 

 

 L’analyse par MEB a été réalisée au laboratoire Interfaces et Systèmes Electrochimiques 

(LISE, université Pierre et Marie Curie). La description de cette technique d’analyse figure en 

annexe A.4. Les figures II-5 a et b représentent respectivement les micrographies MEB d’une 

surface de PE non traité et d’une surface traitée par plasma NH3. La comparaison des photos a et b 

souligne que la morphologie de la surface n'a pas été modifiée de façon remarquable, même si l'on 

croît discerner une légère augmentation de la rugosité. 

 

(a) (b)(a) (b)
 

Figure II.5. Micrographies MEB d’une surface de (a) PE non traité et (b) PE traité par plasma hors 

équilibre (Q NH3 = 175 sccm, Pw = 40 W, P = 1,5 mbar, t = 2 s) 

 

 Pour essayer de préciser l'observation par MEB, nous avons aussi effectué une analyse par 

microscopie à force atomique (AFM) afin de visualiser l’état de surface et d'éventuellement mettre 

en évidence une évolution de la rugosité (Figure II.6). Les images ont été effectuées par un appareil 

NT-MDT (Smena Head, Solver electronics) équipé d’un cantilever standard de silicium et une 

fréquence de résonance de 150 Hz en mode de semi contact (Institute of Health and Consumer 

Protection, Ispra, Italie). Le détail de cette analyse est présenté en annexe A.3. Entre ces images a et 
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b, la microscopie par force atomique ne révèle pas de modifications topographiques importantes de 

la surface des films de PE. 

 

(a) (b)(a) (b)
 

Figure II.6. Images AFM de la surface de (a) PE non traité et (b) PE traité par plasma hors 

équilibre (échelle 10 µm / 10 µm) (Q NH3 = 175 sccm, Pw = 40 W, P = 1,5 mbar, t = 2 s) 

 

II.3. Mise en évidence des modifications chimiques de la surface du film de PE 

par spectroscopie de photoélectrons X (XPS) 

 

 En dehors de l’aspect énergétique et topographique lié à la modification de surface, il est 

nécessaire de déterminer la nature des groupements chimiques présents à la surface du PE. Pour ce 

faire, nous avons utilisé la spectroscopie de photoélectrons X (XPS). Ces analyses ont été réalisées 

en collaboration avec le laboratoire Interfaces, Traitements, Organisation et Dynamique des 

Systèmes (ITODYS, Université Paris 7). Le dispositif expérimental est un spectromètre Thermo VG 

ESCALAB 250 avec une source monochromatique Al Kα (hν=1486,6 selon un angle de 90° par 

rapport à la surface (annexe A.2.). 

 La quantification des données XPS est effectuée à partir de la surface des pics des 

photoélectrons et des facteurs de sensibilité pour le carbone (1,0), l’azote (1,80) et l’oxygène (2,93). 

La largeur à mi-hauteur a été choisie de façon qu’elle soit la même pour tous les pics d’un même 

élément. Les lignes de base employées sont de type linéaire. Les spectres sont calibrés par rapport 

au pic C1s à 285,0 eV. 

 La Figure II.7 présente le spectre général analysé entre 0 et 1000 eV de la surface de PE non 

traité (A) et traité (B) par plasma d’ammoniac hors équilibre. On détecte sur le spectre des films de 
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PE traité l’incorporation d’azote (N1S à 400 eV) et d’oxygène (O1S à 532 eV) traduisant la 

fonctionnalisation de la surface par le traitement. 
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Figure II.7. Spectre XPS de la surface de PE non traité (A) et PE traité par plasma d’ammoniac 

hors équilibre (B): (Q NH3 = 175 sccm, Pw = 40 W, P = 1,5 mbar, t = 2 s) 

 

 La présence d’oxygène à la surface du PE, provient soit de la réaction directe sur le PE de 

l’oxygène résiduel du réacteur après excitation par la décharge, soit de réactions entre les nouvelles 

espèces chimiques greffées sur la surface traitée et l’oxygène ambiant au moment de la remise à 

l’air (post oxydation) des échantillons [10]. Le PE non traité présente un faible pourcentage 

d’oxygène (O/C = 0,007) dû à des contaminations extérieures ou à la migration vers la surface 

d'additifs résiduels. Ce pourcentage augmente significativement, jusqu'à 0,064, après le traitement. 

 La déconvolution de chaque spectre permet d’effectuer une analyse plus fine des liaisons 

chimiques incorporées à la surface. Le spectre des photoélectrons C1S du carbone après un 

traitement plasma indique l’apparition de nouveaux pics autres que ceux correspondant aux liaisons 

C-C ou C-H (C1 à 285 eV). On observe la formation de groupements amines, nitriles, alcools ou 

éthers (C2 à 286,2 eV), ainsi que des groupements imines, cétones, aldéhydes (C3 à 287,5 eV) et des 

groupements amides (C4 à 288,7 eV). 

 Notons que l’écart d’énergie entre les liaisons C=N et C=O ne permet pas de les distinguer 

l’une de l’autre. Cependant les résultats présentés dans la littérature montrent que dans un plasma 
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ammoniac, on observe rarement des fonctions imine [45,46]. En conséquence, le pic C3 correspond 

vraisemblablement à des groupements C=O. 

(a)
énergie de liaison (eV)

C-O (C2)

C-C, C-H (C1) C-C, C-H (C1)

(b)
énergie de liaison (eV)

C-N, C-O (C2)

C=O (C3)

O=C-N (C4)

 

Figure II.8. Spectre XPS des électrons C1S de la surface de PE non traité (a) et PE traité par plasma 

NH3 hors équilibre (b) (Q NH3 = 175 sccm, Pw = 40 W, P = 1,5 mbar, t = 2 s) 

 

 L’évolution de ces composantes (C1, C2, C3, C4) est représentée dans le tableau suivant: 

 

 O / C 

 

N / C 

 

285,0 eV 

C1 (%) 

286,2 eV 

C2 (%) 

287,5 eV 

C3 (%) 

288,7 eV 

C4 (%) 

PE non traité 7.10-3 0 96 4 0 0 

PE traité 0,064 0,12 82,4 10,2 5,1 2,3 

 

Tableau II.3. Répartition de l’aire des composantes du pic C1S (PE traité et non traité) 

 

 A l’issu du traitement plasma, on constate que l’aire de la composante C1 décroît, alors que 

l’aire des composantes C2, C3 et C4 augmente, du fait de l’apparition de nouvelles fonctions. L’aire 

de la composante C2 qui engloberait des fonctions amines est toujours supérieure à celles du C3 et 

du C4 Il est à noter que l’écart d’énergie entre les liaisons C-N et C-O (C2) n’est pas suffisant pour 

les distinguer l’une de l’autre. 

 Le spectre de N1S (Figure II.9.) montre sans ambiguïté la présence de fonctions amines (N1 à 

399,1 eV) et amides (N2 à 400,1 eV) sur la surface du PE traité. D’après les résultats, le pourcentage 

des fonctions amides (59 %) est plus élevé en comparaison des amines (41 %). Cela signifie 
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l’importance du rôle joué par l’oxygène dans le traitement de la surface de PE. Cependant, l’analyse 

XPS ne nous a pas permis de séparer clairement les différentes fonctions amines selon leur classe, 

primaire, secondaire ou tertiaire. 

énergie de liaison (eV)

O=C-NH2 (N2)

C-N (N1)

 

 

Figure II.9. Spectre XPS de l’azote N1S à la surface du PE traité par plasma NH3 hors équilibre 

(Q NH3 = 175 sccm, Pw = 40 W, P = 1,5 mbar, t = 2 s) 

 

 Afin de quantifier le nombre de fonctions amines en surface et de préciser leur classe nous 

décrirons dans le prochain paragraphe différentes méthodes de dérivation chimique et comparerons 

les résultats obtenus avec celles nous ayant paru les mieux adaptées à notre sujet. 
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II.4. Quantification des fonctions amines greffées à la surface des films de PE 

traités par plasma NH3 hors équilibre 

 

L'objectif final de la fonctionnalisation de la surface de films de polyéthylène par voie 

plasma est l'immobilisation de biomolécules via des liaisons covalentes. Or, si les mesures par XPS 

montrent clairement une transformation de la surface par incorporation de fonctions azotées, elles 

ne donnent qu'une valeur relative de l'abondance de ces fonctions et, de plus, ne permettent pas de 

faire la distinction entre amines primaires, secondaires et tertiaires. Il est donc important de 

quantifier la concentration surfacique des amines greffées pour valider ce facteur en terme 

d'efficacité d'immobilisation de biomolécules. 

 

II.4.1. Principe de la dérivation chimique pour l’identification des fonctions amines greffées 

 

De nombreuses méthodes sont décrites dans la littérature pour doser les amines primaires, 

secondaires ou tertiaires à la surface de matériaux. Ce sont généralement des méthodes de 

dérivation chimique dans lesquelles on utilise des sondes chimiques qui, dans une première étape 

(étape 1), réagissent spécifiquement avec certaines fonctions à la surface. Une ou plusieurs étapes 

de rinçage doivent permettre d'éliminer les sondes n'ayant pas réagi. Ensuite, deux types de 

stratégies peuvent être suivies : (I) la sonde est libérée par coupure de la liaison formée dans l'étape 

1 et il s'agit alors de doser directement la sonde en solution ; (II) la sonde est quantifiée en restant 

fixée à la surface : dans certains cas (IIa) la surface est observée directement, ce qui conduit 

généralement à des estimations semi-quantitatives ; dans d'autres cas (IIb), elle se comporte comme 

une espèce réactive pouvant transformer un autre composé en solution ; le produit de cette dernière 

réaction est alors quantifié. 

 Les différentes sondes chimiques présentées dans la littérature pour le dosage des fonctions 

amines sont regroupées dans le tableau suivant II.4. 

Ainsi, les sondes testées dans la littérature sont souvent choisies en fonction de leurs 

propriétés spectrophotométriques permettant un dosage précis et sensible (absorption UV-visible, 

fluorescence). 

Dans la voie (IIb) où une mesure quantitative est possible, les réactions mises en œuvre avec 

la surface sont généralement choisies pour faciliter la détection et la mesure d'un produit de 

réaction, par spectrophotométrie. 
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Voie Fluorescence XPS UV-visible Classes 
d'amines 

I − − trinitrobenzenesulfonic 
acid (TNBS) [11] 

4-nitrobenzaldéhyde 
(NBZ) [12] 

primaires 

I − − acide orange II [13,14] 
bleu de bromophénol 

(BPB) [15] 

primaires, 
secondaires, 

tertiaires 
IIa 
 
 
 

fluorescamine [16,17] 

(2-furoyl) quinoline-
2-carboxyaldehyde  
(Atto Tag FQ) [18] 

trifluoromethyl benzaldehyde 
(TFBA) [19,20] 

pentafluorobenzaldehyde [21] 

− primaires 
 
 
 

IIa  Trifluoroacetic anhydride 
(TFAA) [19,20] 

− primaires, 
secondaires 

IIa Fluoresceine-
isothiocyanate 

(FITC) [22] 
3-aminopropyl 
triethoxysilane 
(APTES) [23] 
2-cyanoethyl 

triethoxysilane 
(CETES) [23] 

difluoro-dimethyl- 
bora-diaza-s-

indacene-propionic 
acid 

(D2183) [24] 

Chloro trifluooromethyl 
benzaldehyde (CTFMBA) [25] 

bromosalicylaldehyde [26] 
chlorobenzaldehyde [26] 

− primaires, 
secondaires, 

tertiaires 

IIb − − sulfo-LC-SPDP [27] 
ITL / BCA [28] 

primaires 

IIb − − sulfo-SHPP / BCA [28] primaires, 
secondaires 

 

Tableau II.4. Différentes sondes chimiques pour la détection des fonctions amines sur la surface 

 

La grande majorité des travaux publiés concernent le dosage des amines primaires, sur des 

surfaces fonctionnalisées de silice ou de verre, sur des films ou des billes de polymères recouverts 

d'un dépôt de polymère aminé. Nous n'avons trouvé que peu de données concernant des polymères 

traités par plasma NH3. 

De plus, une difficulté est apparue très vite dans nos premières expériences du fait des 

natures différentes des deux faces de nos échantillons: les mesures d'énergie de surface déjà 

présentées, montrent bien une face non traitée hydrophobe et une face traitée hydrophile. Il s'est 
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donc avéré très important de sélectionner des sondes n'engageant pas de liaisons non-spécifiques 

(par physi-sorption par exemple) avec les surfaces, en particulier avec la face non traitée. 

 

II.4.2. Détermination quantitative des amines (primaires, secondaires et tertiaires) greffées à 

la surface de films de PE 

 

II.4.2.1. Dosage des amines primaires 

 

Afin de mesurer la densité surfacique des amines primaires greffées les trois méthodes 

décrites dans la littérature ont été testées: 

Une méthode de type (I) utilisant le nitrobenzaldéhyde (NBZ), 

Deux méthodes de type (IIb) associant d'une part, le sulfosuccinimidyl 6-[3'-(2-

pyridyldithio)-propionamido] hexanoate (sulfo-LC-SPDP) et le dithiothreitol (DTT) et d'autre part, 

le 2-iminothiolane (ITL) avec l'acide bicinchoninic (méthode ITL/BCA). 
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II.4.2.1.1. Méthode de dosage à base du réactif sulfo-LC-SPDP 

 

a) Principe 

 

 La réaction (1) du sulfosuccinimidyl 6-[3'-(2-pyridyldithio)-propionamido] hexanoate 

(sulfo-LC-SPDP) [27] est spécifique aux sites greffés par des amines primaires en formant une 

liaison amide. Cette liaison est hydrolysable en présence de dithiothreitol (DTT); (2) le 2-

pyridylthiol (forme tautomère de la pyridine 2-thione) (3) libéré est alors déterminé par 

spectroscopie UV visible. 
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Figure II.10. Principe de la quantification des amines primaires par la méthode au sulfo-LC-SPDP 

 

b) Protocole opératoire 

 

 Les disques de PE ont été activés selon le protocole suivant : 

 

• Incubation des échantillons dans une solution aqueuse 10 mM de sulfo-LC-SPDP pendant 60 

minutes à la température ambiante 

• Immersion / rinçage des disques dans l’eau distillée (3 fois) 

• Séchage à l’air 
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• Préparation de la solution de dithiothreitol à 20 mM dans l’eau 

• Incubation des échantillons dans cette solution pendant 30 min 

• Mesure de la densité optique (DO) à 343 nm correspondant à l’absorption de la pyridine 2-

thione 

 

Les disques de PE non traité par plasma sont pris comme tests de contrôle pour estimer les 

adsorptions non spécifiques. Notons que le coefficient d’extinction de la pyridine 2-thione donné 

par Pierce est 8080 L mol-1 cm-1. 

 

II.4.2.1.2. Méthode de dosage à partir du réactif NBZ (nitrobenzaldéhyde) 

 

a) Principe 

 

 Dans une première étape (1), on fait réagir le nitrobenzaldéhyde (NBZ) avec les amines 

primaires en formant une imine stable. Cette fonction est hydrolysable en présence de l’acide 

acétique (2) et le NBZ relargué est mesuré par UV visible. Notons que cette méthode de dérivation 

a été déjà utilisée sur des wafers de silicium activés par aminosilanisation [29]. 
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Figure II.11. Réaction entre les amines primaires et NBZ 

 

b) Protocole opératoire 

 

 Les étapes présentées ci-dessous suivent un protocole décrit par ailleurs [30] : 

 

• Préparation de 25 ml de méthanol anhydre contenant 10 mg de NBZ, 0,02 ml d'acide 

acétique et 1g de tamis moléculaire (4 Å) conservé sous argon 
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• Immersion des échantillons dans cette solution à 50°C et pendant 3 heures 

• Lavage au méthanol absolu dans un bain à ultra-sons et puis séchage à l’air 

• Immersion des disques dans 15 ml de l’eau distillée contenant 0,02 ml d’acide acétique 

pendant 1 heure à 30°C 

• Séparation des disques de cette solution après 1 heure 

• Mesure de la densité optique par spectroscopie UV/visible 

 

 La courbe d’étalonnage a été déterminée à chaque expérience à l'aide de solutions standards 

de NBZ suivant le protocole décrit ci-dessus: solvant eau:acide acétique (15:0,02 v/v); 1h à 30°C 

avant mesure. 

 

II.4.2.1.3. Méthode de dosage à l’aide du réactif 2-iminothiolane (ITL)/acide bicinchoninic 

(BCA) 

 

a) Principe 

 

 Dans une première étape, le 2-iminothiolane (ITL) réagit sur la surface du film de PE 

spécifiquement avec les amines primaires, avec formation d’une liaison covalente (Figure II. 12). Il 

se forme alors un chlorure d’iminium possédant une extrémité réductrice HS (sulphydryl). 

S NH2
+Cl  -

+
NH2

NHR

ITL

HS

NH2
+Cl  -

N
H

NHR

PE PE

 

Figure II.12. Schéma réactionnel du 2-iminothiolane (ITL) avec les amines primaires 

 

 Dans la seconde étape de la dérivation, on utilise cette propriété réductrice de la surface pour 

réduire de façon quantitative l’ion cuivrique Cu2+ en ion cuivreux Cu+. Ce dernier est dosé ensuite 

par réaction avec l’acide bicinchoninic (BCA) qui forme un complexe coloré (bleu-violet intense). 
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Cu+
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Figure II.13. Réaction entre l’acide bicinchoninic (BCA) et les ions cuivreux (Cu+) 

 

b) Protocole opératoire 

 

La méthode au BCA permettant de mesurer la densité des amines primaires en utilisant le 

réactif ITL [28] est présentée ci-dessous: 

 

• Préparation de la solution de 2-iminothiolane (ITL) (20 mM) / 4-diméthylaminopyridine 

(DMAP) (20 mM) dans un tampon bicarbonate de sodium à 0,1 M (pH=8,5) contenant 3 % 

(v/v) de Triton X-100 

• Ajout de 1 ml de cette solution dans les réacteurs: flacons de verre munis d'un bouchon à vis 

• Immersion des échantillons dans cette solution pendant 1 heure à la température ambiante 

sur une table d’agitation (les réacteurs sont fermés hermétiquement pendant l’incubation) 

• Rinçage des échantillons à l’eau distillée (2 fois) et à l’éthanol absolu (2 fois); utilisation de 

la table agitante 

• Préparation de la solution de DL-dithiothreitol (DTT) 1 mM dans l’eau 

• Incubation des disques dans cette solution, puis rinçage à l’éthanol absolu (2 fois) 

• Rinçage final avec un tampon carbonate de sodium 0,25 M, pH 10-11 (3 fois) 

• Séchage à l’air 

 

 On prépare ensuite la solution de BCA avec le mélange de 50 ml du réactif A (BCA et 

tartrate de sodium - tampon carbonate) et de 1 ml du réactif B (CuSO4.5H2O 4%) juste avant 

utilisation. Un mélange de 2 ml de la solution de BCA et 100 µl de tampon carbonate de sodium 

0,25 M, pH 10-11 sont ajoutés dans le réacteur contenant le disque de PE. Les réacteurs sont ensuite 

fermés et incubés dans un bain marie pendant 1 h à 60°C, puis refroidis à la température ambiante. 

L’absorbance des solutions violettes est ensuite mesurée à 562 nm. 
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 Afin d’estimer l’équivalent en amines primaires présentes sur la surface ayant réagi avec 

ITL, nous avons préparé des solutions standards de cystéine entre 0 et 0,025 mM. Les mélanges de 

100 µl de ces solutions et 2 ml de la solution BCA sont incubés sous les mêmes conditions que 

celles présentées précédemment (1 heure à 60°C). Nous avons choisi pour références les disques de 

PE non traité. Des tests de contrôle ont également été effectués sur les disques de PE traité suivant 

le même protocole mais sans l’étape d’activation par ITL, pour mettre en évidence d'éventuelles 

adsorptions non spécifiques. 

 

II.4.2.2. Dosage des amines primaires et secondaires 

 

La méthode de dosage mettant en jeu les réactifs sulfo-SHPP et l’acide bicinchoninic (BCA) 

a été choisie pour la détermination des amines primaires et secondaires sur la surface de disques de 

PE traité par plasma NH3 hors équilibre. 

 

a) Principe 

 

 Le sulfosuccinimidyl-3-[4-hydroxyphenyl] propionate (sulfo-SHPP) réagit du côté de sa 

fonction succinimide avec les amines primaires et secondaires de surface pour donner une liaison 

amide, tandis que son extrémité réductrice (hydroxyphenyl) reste libre à la surface (1). 
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Figure II.14. Schéma réactionnel du sulfo-SHPP avec les amines primaires et secondaires 
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 La seconde étape (2) repose sur la réduction quantitative des ions cuivriques Cu2+ par la 

fonction hydroxyphenyl. Les ions cuivreux Cu+ ainsi formés sont alors titrés par le réactif BCA 

comme décrit précédemment (Figure II.13). 

 

b) Protocole opératoire 

 

Les disques de PE traités sont activés par le sulfo-SHPP [28] selon le protocole d’activation ci-

dessous: 

• Préparation de la solution de sulfo-SHPP (20 mM) dans le 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 solution pendant 1 heure à la température 

ambiante en agitant à l’aide d’un incubateur va et vient (les réacteurs sont bien fermés 

pendant l’incubation) 

• Rinçage des échantillons à l’eau distillée (2 fois) et à l’éthanol absolu (2 fois) sous agitation 

(incubateur va et vient) 

• Préparation d'une solution aqueuse de 1,6-diaminohexane 0,1 M; ajustement du pH à 8,5 par 

ajout progressif de HCl 

• Immersion / lavage des disques dans cette solution 

• Rinçage final avec un tampon carbonate de sodium 0,25 M, pH 10-11 (3 fois) 

• Séchage à l’air 

 

 Après activation des échantillons par le sulfo-SHPP, on prépare la solution de BCA selon le 

protocole déjà présenté dans le cas de ITL. 

Comme précédemment, nous avons choisi pour références les disques de PE non traité; et 

afin d'évaluer les adsorptions non spécifiques des échantillons de PE, nous avons effectué des tests 

de contrôle sur les disques de PE traité suivant le même protocole déjà écrit mais sans l’étape 

d’activation par le réactif sulfo-SHPP.  

Pour déterminer l’équivalent en amines primaires et secondaires qui réagissent avec le 

réactif sulfo-SHPP, nous avons préparé des solutions standard de tyrosine à des concentrations 

comprises entre 0 et 0,025 mM. Les mélanges de 100 µl de ces solutions et 2 ml de la solution de 

BCA sont incubés sous les mêmes conditions que celles présentées précédemment (1heure, 60°C). 
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II.4.2.3. Dosage des trois classes d’amines (primaires, secondaires, tertiaires) sur les surfaces 

de PE traitées par plasma NH3 hors équilibre 

 

a) Principe 

 

 Cette technique repose sur la réaction du bleu de bromophénol (BPB) avec les trois classes 

d’amines [15,31]. Le Tetrabromophenolsulfonephthalein (BPB) réagit avec les fonctions amines selon 

une réaction acide base pour former une liaison stable (1). Après rinçage, les échantillons sont 

plongés dans une solution de pipéridine dans le DMF (diméthylformamide), qui libère l’ensemble 

des molécules sondes en solution (2). Celles-ci sont ensuite quantifiées par spectrophotométrie UV-

visible. 
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Figure II.15. Détermination des fonctions amines (trois classes) par BPB 

 

b) Protocole opératoire 

 

Après le traitement par plasma, les disques de PE sont préparés selon le protocole suivant: 



CHAPITRE II: Modification de surface des films de polyéthylène (PE) par procédé plasma basse pression NH3 
 

 67

• Préparation de la solution de BPB à 3.10-2 M dans le dimethylformamide (DMF) 

• Immersion des disques dans cette solution pendant 30 min 

• Rinçage à l’éthanol jusqu’à la disparition de la coloration 

• Séchage à l’air 

• Préparation de la solution de pipéridine (20 % v/v) dans le DMF 

• Mesure de la DO à 605 nm 

 

Des solutions standard de BPB dans le milieu pipéridine / DMF sont préparées afin de mesurer 

le coefficient d’extinction molaire (ε = 1,23 105 L.mol-1.cm-1). A partir de l’absorbance obtenue, on 

peut déterminer la concentration des fonctions amines sur la surface selon la relation de Beer-

Lambert. 

A = ε.l.C 

où: 

A = absorbance 

ε = coefficient d’extinction molaire (L.cm-1.mol-1) 

l = longueur de cuve utilisée (cm) 

 

II.4.3. Comparaison entre les différentes méthodes choisies 

 

 Les résultats, résumés dans le tableau II.5, montrent que les différentes méthodes choisies 

(NBZ, ITL / BCA, sulfo-LC-SPDP, sulfo-SHPP / BCA, BPB) conduisent à des concentrations 

d’amines à la surface différentes suivant les molécules sondes utilisés. La détermination des amines 

primaires par la méthode NBZ donne une valeur de la DO très élevée pour le PE non traité en 

comparaison de l’échantillon traité. Ces résultats peuvent s’interpréter par l’adsorption de NBZ sur 

la surface de PE. Ceci expliquerait également pourquoi la valeur calculée par cette méthode pour les 

échantillons traités, est environ 10 fois plus grande que celles obtenues avec les deux autres 

méthodes testées. Les deux méthodes (BCA / ITL et sulfo-LC-SPDP) donnent quant à elles des 

valeurs quasi-identiques dans la limite des incertitudes, entre 1,2 et 1,4 molécules / nm2 (tableau 

II.5). Notons que toutes les valeurs sont calculées à partir de la différence entre la DO des 

échantillons traités et la DO de la référence (PE non traité). 
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Méthode 

 
Nombre d’essais 

Nombre d’amines 
primaires 

(molécules / nm2) 

Nombre d’amines 
primaires et secondaires 

(molécules / nm2) 
sulfo-LC-SPDP 

BCA / ITL 

BCA / sulfo-SHPP 

5 

5 

5 

1,2 ± 0,6 

1,4 ± 0,3 

− 

− 

− 

5,2 ± 0,4 

 

Tableau II.5. Nombre d’amines primaires et secondaires déterminé par les méthodes BCA et sulfo-

LC-SPDP 

 

 La dispersion de nos résultats est estimée par l’écart type n, qui correspond à des 

incertitudes des mesures et aussi à des incertitudes liées à la reproductibilité des échantillons:  

- Différentes opérations de traitement par plasma 

- Différentes localisations des échantillons découpés sur un film de PE traité, pour un 

même traitement plasma 

 En ce qui concerne le nombre total des amines (primaires, secondaires et tertiaires) obtenu 

par la méthode BPB, la valeur mesurée varie entre 0 et 0,9 molécules / nm2. Cette valeur est, d’une 

part, très variable selon les expériences : les problèmes de reproductibilité rencontrés sont plus 

importants que pour les méthodes précédentes et certains échantillons conduisent à des valeurs 

nulles; d'autre part, les valeurs maximales trouvées sont généralement plus petites que celles 

obtenues par les méthodes ITL / BCA ou sulfo-LC-SPDP et sulfo-SHPP; ce qui est difficilement 

interprétable pour une méthode sensée représenter l’ensemble des amines primaires, secondaires et 

tertiaires. Cette apparente sous-estimation pourrait s’interpréter par l’encombrement stérique 

important dû à la grande taille des molécules de BPB, qui gêneraient ainsi l'accès à l'ensemble des 

amines présentes en surface. 
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III. Vieillissement du matériau greffé par des fonctions aminées 

 

 L'objectif de notre travail étant la mise au point d'un procédé d'immobilisation par liaison 

covalente après réaction avec les amines primaires générées à la surface du polymère par le 

traitement plasma, il est important de connaître le devenir de ces fonctions au cours du temps. En 

particulier, il s’agit de savoir quels sont les états intermédiaires les plus stables et quels sont les plus 

"fragiles" dans le processus multi étapes qui nous concerne. 

Pour analyser le processus appelé "vieillissement" des matériaux traités, nous avons retenu deux 

conditions de stockage des disques de PE: dans l'air à température ambiante ou dans un tampon 

phosphate à 4°C. La méthode de dosage utilisant le BCA a été choisie pour déterminer la densité 

surfacique des amines primaires (ITL / BCA), en particulier du fait de la bonne précision des 

mesures obtenues tandis que le réactif sulfo-LC-SPDP, de sensibilité équivalente, présente un coût 

nettement plus onéreux. 

 

III.1. Etude du vieillissement de la surface de PE traité par plasma NH3 par la méthode de 

l'angle de contact 

 

 Le phénomène de vieillissement de la surface traitée par plasma provient des modifications 

dynamiques liées à l’évolution dans le temps des fonctions chimiques greffées. Une technique 

permettant de suivre cette évolution consiste à déterminer l’énergie de surface à partir de la 

méthode de l’angle de contact. La figure II.16 représente l'évolution avec le temps de l'angle contact 

sur la surface du polyéthylène traité par plasma NH3 ou non traité, selon les conditions de stockage: 

stockage à l’air à température ambiante ou stockage dans un tampon phosphate à pH 7,6 pendant 8 

jours. 

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

 

1. La première région correspond à une évolution rapide de l’énergie de surface. Notre 

première mesure se situant après 1 jour de stockage, nous n'avons pas réellement accès à la 

cinétique de cette évolution durant les premières 24 heures. On remarque cependant que 

dans le cas du stockage à l’air, l'angle de contact augmente de 54° ± 2° à environ 66° 

pendant cette période, ce qui correspond à une diminution de l'énergie de surface du PE. En 

revanche, pour les disques stockés dans une solution de tampon à pH = 7,6, on constate une 
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augmentation de l’énergie de surface pendant le premier jour (l'angle de contact diminue de 

54° ± 2° à 40,5° ± 2°). 

2. Dans les deux cas, au-delà de 1 jour, la variation de l’énergie de surface reste faible et le 

système semble atteindre un état stationnaire entre 1 et 8 jours. 

 

 

Figure II.16. Evolution de l’angle de contact de l’eau sur la surface de PE traité par plasma NH3 en 

fonction du temps de vieillissement et des conditions de stockage: à l’air ou dans un tampon 

phosphate à pH = 7,6 (plasma NH3 = 175 cm3.min-1, Pw =40 W, P = 1,5 mbar, t = 2 s) 

 

III.2. Etude par dérivation chimique du vieillissement des fonctions amines greffées à la 

surface de films de PE traités par plasma NH3  

 

 La figure II.17. montre l'évolution durant dix jours de la densité des fonctions amines 

primaires à la surface du PE traité. Les essais ont été dupliqués, la barre d'erreur rend compte de 

cette variabilité. 

 On observe que, dans les deux conditions de stockage, la densité des amines primaires 

diminue au cours du temps et, compte tenu des incertitudes, on peut estimer leur demi-vie à environ 

6 jours dans les deux conditions. Pour des temps de stockage plus longs, entre 6 et 10 jours, le 

milieu tampon phosphate 4°C semble préférable puisque la densité d'amines primaires semble se 

stabiliser à environ 40% de la quantité initialement mesurée. Dans l'air, la diminution observée suit 

un processus quasi linéaire pendant les dix jours d'observation et atteint une valeur d'environ 9% de 
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la quantité initiale après dix jours. On doit cependant noter que le dernier point (t=10 jours-air) n’a 

pas pu être doublé. Etant donné l'importance des incertitudes accompagnant ces expériences (Figure 

II.17), un minimum de vérifications s'imposent avant de proposer un modèle cinétique fiable. 

 

 

Figure II.17. Evolution de la densité surfacique des amines primaires en fonction du temps de 

vieillissement (plasma NH3 = 175 cm3.min-1, Pw =40 W, P = 1,5 mbar, t = 2 s) 

 

III.3. Interprétation des études de vieillissement de la surface traité par plasma NH3 

 

 Après le traitement par plasma, la surface de polymère possède une énergie de surface 

élevée, ce processus étant associé à la rupture de liaisons C-C conduisant à la création de courtes 

chaînes oxydées en surface [32]. Par conséquence, au cours du vieillissement en présence de 

l’oxygène de l’air, l’énergie interfaciale de la surface tend à être minimisée par une réorientation de 

toutes les fonctions polaires greffées, de l'interface vers les premières couches du matériau ayant 

subi les réactions avec le plasma et ainsi enrichies en espèces polaires [33,34,35]. Ce processus 

explique la forte diminution des propriétés hydrophiles de la surface de polymère. Au delà du 

premier jour, nous constatons que l’angle de contact augmente beaucoup moins rapidement et reste 

toujours inférieur à l’angle du PE non traité. La stabilisation de l’angle de contact montre que la 
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réorganisation des chaînes du polymère atteint un équilibre. Morra et al. [36] ont expliqué que les 

liaisons hydrogènes entre les différents groupements polaires introduits sur la surface durant le 

traitement et les fonctions apolaires du polymère limitent l’internalisation des fonctions polaires à 

l’intérieur du polymère. L’équilibre entre les deux mécanismes conduit à une stabilisation de l’état 

superficiel du polymère au bout de quelques jours. 

 Un autre phénomène qui peut aussi jouer sur le vieillissement des surfaces est l’adsorption 

des contaminants atmosphériques par une neutralisation des fonctions aminées à caractère basique 

comme par exemple la contamination par le CO2 
[37]. L’adsorption de l’oxygène présent dans l’air 

semble contribuer au vieillissement par des phénomènes d’oxydation graduels de la chaîne 

polymère [38]. 

 L’effet de la remise à l’air peut conduire également, du fait de l'humidité présente, à 

l’hydrolyse de certaines fonctions de surface, comme les fonctions amines ou imines [38-40]: 

 

R C NH + O + NH3

R' R'

H2O R C

 

R CH NR' + CH O + R'NH2H2O R  

 

+ C OH + NH3C NH2 H2O  

 

 Ces réactions conduisent à une perte d’azote en surface (R' est un fragment de faible poids 

moléculaire). Il est important de noter que le film de PE après un vieillissement de 8 jours conserve 

une hydrophilicité qui est accrue par rapport au film de PE non traité. 

 Le stockage des échantillons dans la solution de tampon phosphate montre une diminution 

de la valeur de l’angle de contact. On constate que la surface traitée devient encore plus hydrophile 

en comparaison avec sa valeur après la sortie du réacteur. On remarque également cette influence 

sur les films de PE non traité, la valeur de l'angle passant de 90° à 86° après le premier jour de 

stockage dans la solution de tampon. Ceci est dû à l’orientation de toutes les fonctions polaires 

greffées en surface vers le milieu polaire pour diminuer la tension interfaciale qui va donc empêcher 

leur internalisation dans le volume de polymère. Ces observations sont en accord avec les résultats 

présentés dans la littérature [41,42,43]. 

 Cependant l’évolution de la densité des amines primaires montre une chute assez rapide dès 

le premier jour. Ceci n'est pas en contradiction avec l'augmentation de l'énergie de surface observée 

dans la mesure où la valeur de l'angle de contact ne traduit pas spécifiquement la présence de 
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fonctions amines primaires mais correspond à la réponse globale d'une surface chimiquement 

complexe. Dans le cas du tampon phosphate, la diminution des amines primaires en surface ne peut 

pas être expliquée par leur internalisation dans le polymère. D'autres causes peuvent être évoquées: 

 - des réactions avec le dioxyde de carbone dissous dans le milieu: la formation de 

carbamates évoluant ensuite vers des carbonates ioniques a été proposée [44] 

 - le remplacement des amines par des fonctions amides ou hydroxyles [45] 

 - des réactions entre fonctions voisines portées par la surface 

 - un entraînement dans la phase aqueuse d'une partie de la matrice polymère (parties 

partiellement dégradées, oligomères) se traduisant par une perte de matière et une perte de fonctions 

aminées [46] 

 

Des expériences complémentaires réalisées dans des conditions de stockage mieux définies 

et contrôlées (absence de CO2, atmosphère de gaz inerte sans humidité par exemple) et des analyses 

chimiques des surfaces et des milieux de stockage après le processus de vieillissement, seraient 

nécessaires pour mieux expliquer les phénomènes mis en jeu. 
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Conclusion 

 

 Dans ce chapitre, nous avons choisi le traitement par plasma d’ammoniac afin d’incorporer 

des fonctions polaires à la surface du polyéthylène. L’étude des surfaces traitées a montré une très 

nette augmentation de la mouillabilité vis à vis de l’eau, des surfaces après traitement, due à 

l’incorporation de fonctions azotées et oxygénées. L’analyse XPS de la surface a confirmé cette 

hypothèse en mettant en évidence une augmentation du pourcentage atomique d’azote et d’oxygène 

et une diminution du carbone. L’augmentation du pic à 286,2 eV correspondant à C-O et C-N, est 

bien interprétée par la formation de fonctions amines. 

 Pour avoir une mesure quantitative des fonctions amines greffées en surface, nous avons 

utilisé différentes méthodes de dérivation chimique. La quantité d'amines primaires a été mesurée 

par deux méthodes (sulfo-LC-SPDP et ITL / BCA) qui conduisent à une valeur semblable de l’ordre 

de 1,3 molécules par nm2 tandis que la densité des amines secondaires est égale à 3,9 molécules par 

nm2. 

 Nous avons également étudié la stabilité dans le temps des fonctions chimiques greffées à la 

surface. Nous avons remarqué que, dans le cas d'un stockage à l'air ambiant, la mouillabilité des 

surfaces acquise après le traitement diminue avec le temps de vieillissement, en accord avec 

l’observation de la diminution rapide du nombre de fonctions amines primaires: environ 10% dès le 

premier jour. Pour améliorer la stabilité du dépôt, nous avons étudié l’effet du stockage dans un 

tampon phosphate pH 7,6 à 4°C. Contrairement à ce que l'on observe pour un stockage dans l’air 

ambiant, la surface traitée devient encore plus hydrophile, correspondant à une augmentation 

significative de son énergie de surface. Par contre, en ce qui concerne la densité des amines 

primaires, on constate, de façon similaire au cas de l'air, une diminution d'environ 10 % dès le 

premier jour de stockage. Cette diminution est cependant moins rapide au cours des 9 jours 

d'observation suivants et la densité des amines primaires semble se stabiliser à environ 40% de la 

valeur initiale en milieu tampon phosphate 4°C, tandis qu'elle semble poursuivre une décroissance 

linéaire dans le cas de l'air (9% de la quantité initiale à 10 jours). 

 En conclusion pour profiter au mieux des fonctions amines primaires introduites par le 

traitement plasma NH3 sur la surface et dans l'état actuel de nos connaissances sur les cinétiques de 

vieillissement pour différentes conditions de stockage, il y a tout intérêt à enchaîner assez 

rapidement les étapes post-plasma de l’immobilisation de l’enzyme, l’application qui nous 

intéresse. 
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Introduction 

 

 

 L’immobilisation de protéines et en particulier d’enzymes est à l’origine d’un grand nombre 

d’applications dans les domaines biomédical, environnemental et industriel. 

 Nous avons montré précédemment que le plasma d’ammoniac permet d’incorporer des 

fonctions amines à la surface du polyéthylène. Ces fonctions sont ensuite utilisées afin de lier un 

composé bi-fonctionnel, servant de bras espaceur, au support. Enfin, la dernière étape consiste en 

l’immobilisation covalente d’une enzyme via la réaction de l’extrémité libre du bras avec certains 

groupements fonctionnels portés par l’enzyme. 

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

 Dans un premier temps, l’étude proposée consistera à développer un protocole d’activation 

des fonctions amines primaires incorporées par le traitement plasma, en utilisant le glutaraldéhyde 

(GA), qui jouera le rôle de bras espaceur. Afin de connaître la concentration des fonctions aldéhyde 

de la surface après cette activation, nous présenterons deux méthodes de dérivations chimiques 

permettant leur dosage. Puis, nous étudierons l’évolution de leur concentration en fonction du temps 

de vieillissement. Dans une deuxième partie, nous présenterons le protocole utilisé pour lier 

l’enzyme au bras espaceur. Nous déterminerons ensuite la concentration de protéine immobilisée 

sur la surface. 

 La surface sera caractérisée aux différents stades de traitement par microscopie électronique 

à balayage (MEB), microscopie à force atomique (AFM) et spectroscopie de photoélectrons X 

(XPS). 

 Ceci devrait permettre de mieux comprendre les modifications de surface accompagnant les 

deux étapes réactionnelles de liaison du bras espaceur au support puis de l’enzyme au bras espaceur. 
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I. Validation de la fixation du bras espaceur 

 

I. 1. Choix du bras espaceur 

 

 Selon une modalité de mise en œuvre du procédé d’immobilisation par liaison covalente, 

lorsque les supports comprennent des groupes réactifs constitués de groupes amines, ceux-ci sont 

activés par un activateur bi-fonctionnel approprié réagissant avec les amines primaires comme par 

exemple le glutaraldéhyde (CHO-(CH2)3-CHO), le bromure de cyanogène, un carbodiimide comme 

par exemple le 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) carbodiimide. 

 Ces composés permettent de fixer l’enzyme tout en la maintenant à une certaine distance du 

support. Le choix du bras espaceur, en particulier en fonction de sa taille, est très important pour 

réaliser une immobilisation qui conserve l’activité de l’enzyme [1]. La mobilité et la stabilité 

assurées par un bras de longueur suffisant favorisent le maintien d’une forte activité au cours 

d’utilisations successives. Parmi ces agents, le glutaraldéhyde est souvent utilisé pour 

l’immobilisation et la stabilisation des protéines [2,3]. La condensation d’une fonction aldéhyde et 

d’une fonction amine primaire conduit à une base de schiff (liaison imine) [4]. La formation de cette 

liaison imine (Figure III.1.) est facile à réaliser dans un large domaine de pH, de force ionique et de 

température [5]. Elle présente cependant l’inconvénient de ne pas être très stable; en particulier elle 

s’hydrolyse en milieu acide en redonnant l’amine primaire et l’aldéhyde de départ. On remédie 

généralement à ce défaut en réduisant l’imine en une amine secondaire beaucoup plus stable. 

 

I. 2. Protocole de fixation du glutaraldéhyde 

 

 La concentration de la solution de GA utilisée pour la fixation a été choisie à 5 % et le temps 

d’incubation des échantillons (disques de PE de diamètre 2,4 cm) à 3 heures. En effet il a été montré 
[6] que la quantité d’enzyme immobilisée sur une surface de nylon 66 en utilisant le glutaraldéhyde 

comme agent d’activation des amines est maximale pour une concentration de glutaraldéhyde 

supérieure à 2,5 %. 

 De plus selon Ruckenstein et son équipe [7], l’activité enzymatique immobilisée dépend du 

temps de la réaction du glutaraldéhyde (GA) avec le support aminé. Ils ont observé une 

augmentation de l’activité enzymatique avec la durée de la réaction GA + support (jusqu’à 3 h). Au 

delà de 3 h, l’activité enzymatique reste plus au moins stable. Nous avons donc choisi, par la suite, 

d’immerger les échantillons dans la solution de GA à 5 % pendant 3 heures. 
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 Ainsi, nous avons utilisé le protocole suivant pour la fixation du glutaraldéhyde sur le 

support: 

 

• Préparation d’une solution de GA à 5 % à partir d’une solution aqueuse 25 % m/m: 1 ml GA 

25 % + 4 ml éthanol absolu [8] 

• Immersion des échantillons dans 4 ml de cette solution pendant 3 heures à la température 

ambiante, en agitant à l’aide d’un incubateur va et vient 

• Rinçage à l’éthanol (2 fois) et à l’eau (1 fois) 

 

NH2

NH2

+
CH (CH2)3 CHON

CH (CH2)3 CHON
OCH (CH2)3 CHO

glutaraldéhyde (GA)

surface de PE traité
 plasma comportant
 des fonctions amines

 primaires 
 

 

Figure III.1. Activation des amines primaires par le glutaraldéhyde (GA) 
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I.3. Caractérisation physico-chimique de la surface greffée par le glutaraldéhyde 

 

 Le but poursuivi par les analyses XPS et MEB afin de qualifier les modifications physico-

chimiques produites après la fixation du glutaraldéhyde. Par la suite, cette étude sera complétée par 

la détermination quantitative de la densité de surface des fonctions aldéhyde, à l’aide de deux 

méthodes de dérivation chimiques qui seront comparées. 

 

I.3.1. Topographie par MEB de la surface du PE traité et activé par le glutaraldéhyde (GA) 

 

 L’observation de la surface activée par GA ne permet pas de repérer une différence entre la 

surface traitée par plasma et la surface activée par le glutaraldéhyde. Ces résultats qualitatifs 

nécessitent d’autres techniques de caractérisation de la surface. 

 

(a) (b)  

Figure III.2. Micrographies MEB de la surface traitée plasma (a) et traitée plasma et activée par le 

glutaraldéhyde (b) 

 

I.3.2. Caractérisation par XPS de la surface fonctionnalisée par le glutaraldéhyde (GA)  

 

 L’analyse XPS permet de qualifier l’efficacité de l’étape de fixation du glutaraldéhyde en 

terme de fonctions incorporées à la surface. Le rapport atomique N / C passe de 0,11 pour le PE 

traité par plasma à 0,058 après la fixation de GA, ce qui pourrait être interprété comme un 

masquage partiel des fonctions aminées de la surface. Parallèlement, le rapport atomique O / C 
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prend une valeur égale au rapport N / C, pour le disque fonctionnalisé par le GA. Cette égalité entre 

les deux rapports est en accord avec l’égalité des proportions N / C et O / C théorique dans le GA 

fixé (-N=CH-(CH2)3-CHO) même si on n’atteint pas la valeur théorique de N / C = 0,2. 

 La déconvolution du spectre C1S voit la disparition du pic C2: C-O, C-N (286,2 eV) observé 

après le traitement par plasma. Le pic C3 peut être attribué aux fonctions imine (C=N) à 287,0 eV 
[8], liant le GA au PE et le pic C4 à 288,0 eV correspond aux fonctions aldéhydes (HC=O) libres 

portées par le GA, comme illustré à la figure III.3. Cette attribution des pics C3 et C4 s’appuie sur le 

fait que les fonctions aldéhydes sont caractérisées par une énergie supérieure à celle des fonctions 

imines. L’évolution des pourcentages des différentes fonctions présentes dans le spectre C1S est 

regroupée dans le tableau III.1. Notons que la largeur à mi-hauteur (FWMH) est fixée à 1,50 eV. 

 

(A) 

énergie de liaison (eV)

O=C-NH2 (N2)

C-N (N1)

C-C, C-H (C1)

énergie de liaison (eV)

C-N, C-O (C2)

C=O (C3)

O=C-N (C4)

 

(B) 

énergie de liaison (eV)

C=N (C3)

O=C-N, HC=O (C4) 

O=C-NH2 (N2) C=N (N3)

énergie de liaison (eV)

C-C, C-H (C1)

 

        C1S            N1S 

Figure III.3. Déconvolution des pics C1S et N1S du PE (A) traité par plasma NH3 et (B) traité par 

plasma et activé par le glutaraldéhyde (GA) 
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 Après l’activation de la surface traitée par GA, on constate que le pourcentage de la 

composante C1 qui peut être due à la contribution de la chaîne -(CH2)3- de GA, augmente. Par 

ailleurs, l’apparition des pics imines C=N (C3) et aldéhyde HC=O (C4) est en accord avec la 

disparition du pic C2 amines totales (réaction entre le GA et les amines primaires). 

 

 

Nom 

 

O / C 

 

N / C 
C1 

(%) 

C2 

(%) 

C3 

(%) 

C4 

(%) 

PE traité 0,061 0,11 82,4±2 10,2±2 5,1±2 
C=O 

2,3±2 

PE traité+GA 0,058 0,058 92±2 0±2 5±2 
C=N 

3±2 
 

 

Tableau III.1. Evolution des pourcentages des différentes contributions du spectre C1S 

 

 Concernant le pic N1S après la fixation de GA, on constate que le pourcentage de fonctions 

imine (N3: 37,5 %) est proche de celui des fonctions amines observé après traitement plasma (N1: 

41 %), ce qui est en accord avec la transformation des amines primaires en imines après réaction 

avec GA. On observe parallèlement la disparition du pic N1 des amines. 

 L’interprétation de l’évolution du pic des amides (N2) est plus difficile dans la mesure où 

leur pourcentage passe de 59 % après plasma à 62,5 % après fixation de GA, alors qu’on pouvait 

s’attendre à un masquage des amides de la surface. On doit cependant noter que la sensibilité de la 

réponse attribuée à la déconvolution du pic N1S est faible (± 4 %). 
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I.3.3. Etude par XPS de la quantité de GA fixée en surface en fonction de la concentration de 

la solution réactionnelle 

 

 Dans ce qui suit, nous avons fait varier la concentration des solutions de GA en vue de 

définir la concentration optimale de la solution de GA pour sa fixation. Les résultats XPS montrent 

que le rapport N / C après le traitement par plasma (point zéro) se situe entre 0,12 et 0,15. Après la 

fixation de GA pour différentes concentrations de la solution d’incubation (1 %, 2,5 %, 5 % et 10 

%), le rapport N / C diminue progressivement jusqu’à l’apparition d’un palier pour les 

concentrations supérieures de 2,5 %. Cette concentration optimale est en bon accord avec celles 

observée par Isgrove et son équipe sur la surface de nylon 66 [6]. On conforte ainsi, a posteriori, le 

choix de la concentration de la solution d’incubation à 5 % de GA. 

 

 

Figure III.4. Rapport N/C de la quantité de GA fixée à la surface en fonction de différentes 

concentrations de GA en solution (l’analyse XPS est effectuée deux fois (différentes couleurs) sur 

les films de PE traités par plasma) 
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I.3.4. Dérivation chimique des fonctions aldéhydes greffées à la surface du PE après la fixation 

de GA 

 

 Comme on l'a dit dans les paragraphes précédents, le glutaraldéhyde a pour vocation de fixer 

de manière solide, via des liaisons covalentes, l'enzyme au support de PE, tout en la maintenant un 

peu écartée du support, afin de favoriser l'accessibilité des substrats à son site actif. A ce stade du 

processus d'immobilisation, il est donc important de vérifier que le greffage du GA sur la surface 

aminée a été correctement réalisé, c'est à dire que l'on dispose maintenant de fonctions aldéhydes 

réactives à la surface du PE. La quantification précise de la concentration surfacique des fonctions 

aldéhyde permettra: 

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

- d'avoir un éclairage sur les mécanismes réactionnels mis en oeuvre; en particulier à propos du 

"risque" existant de voir réagir une même molécule de GA par ses deux fonctions, avec les amines 

de surface; on obtiendrait dans ce dernier cas des molécules de GA "pontées" inefficaces pour lier 

ultérieurement l'enzyme de façon covalente, 

- de corréler et optimiser la concentration surfacique de GA en terme d'efficacité d'immobilisation 

de biomolécule et d'activité enzymatique. 

 Parmi les techniques présentées dans la littérature pour le dosage d’aldéhydes, il existe très 

peu de méthodes de quantification des groupements aldéhydes à la surface des matériaux et la 

plupart des tests ont été développés afin de déterminer la fonction aldéhyde en solution [9,10,11,12]. 

Des exemples de détection des fonctions aldéhydes en surface sont donnés dans le tableau III.2: il 

s'agit de méthodes de détermination directe par fluorescence, sur la surface, ou bien de méthodes 

colorimétriques effectuées après libération de sondes moléculaires en solution (spectrophotométrie 

UV-visible). 

Fluorescence UV-visible 

dansyl hydrazine [13] p-anisaldehyde [14] 

4,4-difluoro-5,7-dimethyl-4-bora-
3a,4a-diaza-s-indacene-3-propionic 

acid, hydrazide (D2371) [15] 

4-amino-3-hydrazino-5- 
mercapto-1,2,4-triazole (Purpald) [16] 

− 2,4 dinitrophenylhydrazine (DNPH) [17] 

− tyramine ou cystéine / BCA [18] 

 

Tableau III.2. Différents exemples de sondes chimiques pour la détection des fonctions aldéhyde 

sur la surface 
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 Une difficulté dans le choix d'une méthode adaptée à notre cahier des charges provient -

comme dans le cas précédent du dosage des amines - de la nécessité d'éviter les sondes engageant 

des interactions non spécifiques avec les échantillons, en particulier par physi-sorption avec la face 

non traitée du PE. 

 Nous rapporterons dans le paragraphe suivant les résultats obtenus à l'aide de deux méthodes 

de dérivation chimique, suivie d'une détermination spectrophotométrique: tyramine / BCA et 

phénol-acide sulfurique (PAS). 

 

I.3.4.1. Dosage des fonctions aldéhyde de la surface par la méthode tyramine / BCA 

 

 Afin de titrer les fonctions aldéhydes, nous avons utilisé la méthode développée par S. E. 

Kakabakos faisant intervenir la molécule de tyramine (NH2-(CH2)2-C6H4OH) en présence de la 

solution de BCA [18]. Le principe de ce dosage repose sur la réaction de la tyramine en présence de 

NaCNBH3 avec les fonctions aldéhydes. Cette réaction conduit à une formation d'imines, réduites 

immédiatement en amines secondaires par NaCNBH3, avec une extrémité réductrice 

(hydroxyphenyl) à la surface (Figure III.5). 

 

N CH (CH2)3 CH2HO CH2 NH2

NaCNBH3

1) NaBH4

CHO

NH CH2 (CH2)3 CH2 NH CH2 CH2 C6H4 OH

+

2) rinçage

surface de PE
traité plasma
NH3 + GA

 

 

Figure III.5. Principe de la réaction entre les fonctions aldéhydes et la tyramine 

 

 Après cette réaction, on fait réagir les réactifs de la méthode au BCA avec les fonctions 

réductrices de la surface. Le principe de cette étape a déjà été expliqué dans le chapitre II. Le 

protocole expérimental de cette méthode est mentionné ci-dessous: 
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• Préparation de la solution de tyramine à 200 mM dans un tampon phosphate de sodium à 0,1 

M (pH=6,5) 

• Préparation de la solution de NaCNBH3 dans l’eau (1 M) 

• Ajout de 1 ml de la solution de tyramine et 50 µl de la solution de NaCNBH3 dans les 

réacteurs à base clous vissés contenant les disques de PE 

• Agitation pendant la nuit à la température ambiante 

• Ajout de Na2CO3 jusqu’à obtenir un pH=10 

• Ajout de 20 mg de NaBH4 

• Agitation pendant 2 heures 

• Lavage des disques avec le tampon phosphate 0,1 M (3 fois) puis avec le tampon carbonate 

0,25 M (pH~11) (3 fois) 

 

 Comme il a été dit précédemment, le réactif NaCNBH3 permet de réduire les liaisons imine 

peu stables en amines secondaires. Quant à NaBH4 il est ajouté afin de réduire les éventuelles 

fonctions aldéhydes n’ayant pas réagi (CHO) en fonctions alcools (CH2OH) afin d’éviter des 

réactions parasites avec l’étape suivante (BCA) [18]. 

 Par le même protocole que celui déjà décrit précédemment pour le dosage ITL/BCA ou 

sulfo-SHPP/BCA, nous avons déterminé la concentration de fonctions aldéhyde en faisant la 

différence entre le signal (absorbance) des échantillons étudiés et celui de la référence (PE non 

traité par plasma mais ayant subi l'étape d'incubation avec le GA). Cette référence se veut un 

modèle de la face non traitée plasma de nos échantillons. Des contrôles ont également été réalisés 

en effectuant l'ensemble du protocole de dosage sur des échantillons traités plasma mais n'ayant pas 

subi l'étape de fixation du GA; ou encore en utilisant des échantillons traités plasma, incubés avec 

GA, mais en omettant l'étape de réaction avec la tyramine: ces contrôles ont pour but de déceler 

d'éventuels signaux provenant d'espèces chimiques superficielles qui n'auraient pas complètement 

réagi lors des étapes d'incubation successives et qui seraient une source d'artefacts. 

 Une gamme d’étalonnage consistant en des solutions standards de tyramine (0-0,025 mM) a 

été préparée dans un tampon de carbonate de sodium à 0,25 M. Les fonctions aldéhydes sont ainsi 

quantifiées en supposant le pouvoir réducteur de la fonction hydroxyphényl de surface équivalente à 

la tyramine en solution. 

 D'autres molécules sondes réductrices comme la cystéine (HSCH2CH(NH2)COOH) ou la 

tyrosine HOC6H4CH2CH(NH2)COOH ont été testées afin de quantifier la fonction aldéhyde. Dans 

le cas de la cystéine, nous n’avons pas obtenu le complexe coloré (bleu-violet intense) 
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caractéristique de la méthode au BCA, alors qu’elle réagit en solution. Ceci peut être dû, soit au fait 

qu’elle ne réagit pas avec les aldéhydes de surface et ainsi ne se fixe pas; soit au fait que, une fois 

fixée sur la surface, elle ne soit pas capable de réduire les ions Cu++, première étape de la méthode. 

Quant à la tyrosine, nous n’avons pas pu l’utiliser en raison de ses fortes interactions non 

spécifiques avec les échantillons référence. Les premiers résultats montrent que, soit ces sondes 

sont incapables de produire le complexe coloré (bleu-violet intense) de BCA, soit elles donnent une 

adsorption assez importante pour les références. Par la suite, seule la tyramine a été sélectionnée 

pour cette méthode de dosage. 

 

I.3.4.2. Dosage des fonctions aldéhydes de la surface par la méthode phénol-acide sulfurique 

(PAS) 

 

 Cette méthode a été mise au point par J. Boratyński et son équipe [19] afin de déterminer la 

quantité de GA en solution. Ce dosage est basé sur la réaction de GA avec le phénol en présence 

d’acide sulfurique, qui conduit à la formation d’un composé coloré jaune-brun (Figure III.6.). En 

1991, une autre équipe [20] a appliqué cette méthode sur des sphères de nylon 66 activé par le GA. 

L’utilisation d’acide sulfurique permet la libération du GA par hydrolyse, ce dernier étant ensuite 

dosé par le phénol, en solution. 

 Nous avons mis en œuvre cette méthode en utilisant l'acide sulfurique (mélange réactionnel 

2,5 M H2SO4) pour hydrolyser les fonctions imine liant GA à la surface de PE traité. La seconde 

étape repose sur la réaction du GA relargué par l'hydrolyse avec le phénol (solution 0,078 M) en 

présence d'acide sulfurique concentré (mélange réactionnel 12 M). Le Tétrakisphénol [21,22] formé 

est ensuite déterminé par spectrophotométrie UV-visible. 

 Une adaptation du protocole décrit dans la littérature à notre sujet a du être réalisée au 

préalable. Nous avons ainsi essayé d’optimiser à la fois les concentrations de réactifs (H2SO4) et les 

temps de réaction pour définir un protocole de dosage précis et reproductible. 

 

a) Etape de réaction avec le phénol 

 On a réalisé cette étape en conduisant le dosage sur des solutions standard de GA [0 M - 

3.10-5 M] afin de construire une droite d’étalonnage. Le titre du mélange réactionnel en H2SO4 

ayant été fixé à 12M seul le temps de réaction est étudié. On s’aperçoit qu’une droite d’étalonnage 

de pente relativement stable 1,4.104 est trouvée de façon reproductible pour des temps compris entre 

11 et 22 minutes. 
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 Pour des temps plus courts ou plus longs (essais menés pour 7 et 36 minutes) les pentes 

obtenues ont tendance à devenir inférieures, correspondant à une perte de sensibilité du dosage. 

Nous n’avons pas d’explication pour la diminution de la pente pour les temps plus longs (t > 36) 

mais, par la suite, nous avons fixé le temps de réaction à 16 minutes. 

 

b) Etape d’hydrolyse 

 On a utilisé les conditions de réaction définies ci-dessus (12 M H2SO4, 16 minutes) pour 

comparer les résultats obtenus selon différents protocoles d’hydrolyse. 

 Ainsi, des compositions de mélanges d’hydrolyse de molarité 0,1 M, 1M, 2M et 3M en acide 

sulfurique ont été testées pour des temps d’hydrolyse de 5, 10, 15 et 30 minutes. Les résultats 

obtenus montrent que pour une concentration d’acide trop faible (0,1M) la libération du GA ne se 

fait pas ou se fait incomplètement, même pour les longues durées (jusqu’à 100 minutes d’hydrolyse 

pour un essai). D’autre part, pour des concentrations trop fortes en acide (3M), des difficultés 

provenant de réactions avec le polyéthylène - qui peut jaunir - se produisent, même pour des temps 

courts de 5 minutes. Ces réactions peu reproductibles ne se produisent pas à chaque expérience, ce 

qu’on peut expliquer par le fait qu’on ne contrôle pas la température, qui peut varier de façon 

importante du fait de la forte exothermicité observée lorsqu’on ajoute l’acide. Des améliorations 

dans le protocole d’ajout des différents réactifs et dans le contrôle de la température auraient pu être 

entreprises, mais dans la mesure où des résultats satisfaisants ont été obtenus pour des 

concentrations plus faibles (1 M - 2,5 M) et des temps relativement courts (10 à 15 minutes) nous 

n’avons pas cherché à poursuivre plus loin ce début d’optimisation. 

 Nous avons donc choisi le protocole décrit ci-dessous: 

 

� Immersion des échantillons dans la solution d’acide sulfurique (100 µl d’acide sulfurique 

95 % dans 600 µl d’eau distillée) 

� Agitation pendant 10 min par ultra-sons 

� Séparation des échantillons de cette solution 

� Préparation de la solution de phénol à 20 % (w/v) dans l’éthanol absolu 

� Ajout de 1,4 ml d’acide sulfurique et 80 µl de la solution de phénol 

� Agitation de cette solution à la température ambiante et mesure de la DO à 482 nm après 

16 ± 5 min de réaction 
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H2SO4
N CH (CH2)3 CHO OHC (CH2)3 CHO

H2SO4

CH

(CH2)3

OH

CH

OHHO

OH

NH2Hydrolyse
Phénol

+
surface de PE
traité plasma
NH3 + GA

GA relargué  

 

Figure III.6. Réaction du GA relargué avec le phénol en présence d’acide sulfurique et formation 

du Tétrakisphénol 

 

 La courbe d’étalonnage a été obtenue à partir de solutions standards de différentes 

concentrations de glutaraldéhyde ayant subi le protocole décrit ci-dessus pour les échantillons 

«conditions d’hydrolyse = 10 min, réaction = 16 min». 

 L’optimum du temps de réaction nécessaire pour la formation tetrakisphénol a été évalué par 

une variation de temps de réaction en choisissant les solutions standard de GA. D’après les 

résultats, la réaction est stable à partir de 16 min jusqu’à 30 min. 

 Afin de mettre en évidence et d'évaluer d'éventuelles adsorptions non spécifiques, nous 

avons effectué des tests de contrôle sur des disques de PE traité plasma ayant subi le même 

protocole que celui défini au préalable pour le dosage mais sans l’étape d’activation par le GA. 

 

I.3.4.3. Résultats, comparaison entre les deux méthodes de dosage et discussion 

 

 Les nombres de fonctions aldéhyde déterminés par les deux méthodes (tyramine / BCA et 

phénol-acide sulfurique) sont présentés dans le tableau III.3. Ils sont compris entre 1,2 et 1,4 

molécules / nm2 (cinq essais répétitifs pour chaque méthode). D’après ces résultats les deux 

méthodes choisies donnent des valeurs quasi identiques. La dispersion des résultats est estimée par 

l’écart type n. Comme on l'a dit précédemment, toutes les valeurs sont calculées à partir de la 

différence entre le PE traité plasma + GA et le PE non traité + GA (référence). D'autre part, les tests 

de contrôles effectués pour les deux méthodes n'ont pas mis en évidence de signaux parasites 

significatifs, les réponses obtenues (absorbances) étant voisines de la valeur de la référence. 
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 La limite de détection observée par la méthode BCA / tyramine est de l’ordre de 0,1-0,2 

molécules / nm2, celle de la méthode PAS étant de l'ordre de 0,2-0,3 molécules / nm2. 

 

 

Méthode 
 

Nombre d’essais 
(n) 

 

Nombre d’aldéhyde 
(molécules / nm2) 

Phénol-acide sulfurique 

Tyramine / BCA 

5 

5 

1,4 ± 0,6 

1,2 ± 0,2 

 

Tableau III.3. Nombres de fonctions aldéhyde déterminés par les méthodes BCA / tyramine et 

PAS 

 

 La quasi identité des résultats obtenus par chacune des deux méthodes PAS et 

tyramine/BCA est encourageante à deux titres : 

 - d'une part, sans constituer une preuve absolue, c'est un élément qui conforte la validité des 

dosages et la confiance que l'on peut porter aux résultats annoncés; 

- d'autre part, cela suggère que pas ou peu de molécules de glutaraldéhyde se trouvent 

"pontées" entre deux amines primaires de surface. En effet, la méthode tyramine/BCA prend 

normalement en compte uniquement les groupes aldéhydes libres de la surface, susceptibles de 

réagir avec la tyramine et non les molécules pontées qui sont engagées dans deux liaisons imine. 

Alors que, du fait de la première étape d'hydrolyse acide, la méthode PAS est capable de dénombrer 

toutes les molécules de glutaraldéhyde présentes en surface, y compris les GA pontés. Les résultats 

similaires donnés par les deux méthodes tendent donc à indiquer que le nombre de GA pontés est 

négligeable, ou tout au moins non significatif, ce qui correspond à l'effet recherché lors de 

l'incubation de la surface traitée plasma avec une concentration de GA en large excès par rapport à 

la concentration équivalente d'amines de surface : saturation rapide des sites afin de minimiser les 

doubles réactions sur un même GA. 

Une autre remarque doit être faite concernant la quasi égalité du nombre de fonctions amines 

primaires dénombrées dans le chapitre précédent avec le nombre de fonctions aldéhyde rapporté ci-

dessus: on trouve dans les deux cas en moyenne 1,3 molécules NH2 / nm2. Cette observation nous 

fournit deux indications: 

 - d'une part la méthode d'incubation de la surface traitée avec la solution de GA est efficace 

puisqu'apparemment chaque amine primaire réagit avec une molécule de GA : réaction mole à 

mole, comme souhaité. 
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 - d'autre part, les amines secondaires et tertiaires ne réagissent pas avec le bras espaceur. 

Ceci est en accord avec le fait i) que les amines secondaires présentes sur le PE ne réagissent pas 

avec GA pour former des liaisons énamines (-C=C-N-) dans nos conditions d'incubation dans une 

solution aqueuse de GA à pH 5 [23,24,25]. D’après la littérature la formation d’énamines par réaction 

d’une amine secondaire avec un aldéhyde doit être réalisée en milieu organique, avec un catalyseur 

acide par exemple, ii) que les amines tertiaires ne réagissent pas avec les aldéhydes [26]. 
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I.4. Etude de l’évolution de la concentration de GA en surface en fonction du 

temps de vieillissement 

 

 Plusieurs auteurs se sont intéressés à l’étude du vieillissement des polymères après un 

traitement plasma [27,28]. En revanche, nous n'avons trouvé aucun résultat dans la littérature 

décrivant le vieillissement des fonctions aldéhyde greffées sur une surface aminée obtenue par 

traitement plasma ou autre. 

 De même que pour les fonctions amines primaires, l'optimisation du protocole 

d'immobilisation nécessite de connaître l'évolution de la densité des fonctions aldéhyde au cours du 

temps. Les deux conditions de stockage choisies précédemment, c'est à dire dans l'air à température 

ambiante ou dans un tampon phosphate à 4°C (0,1 M, pH=7,6) ont été à nouveau étudiées et 

comparées. Notons que la méthode tyramine / BCA a été sélectionnée pour réaliser les 

quantifications grâce à sa bonne précision et à sa sûreté de mise en oeuvre. 

 La Figure III.7. représente l’évolution du nombre de fonctions aldéhyde incorporées à la 

surface après la fixation de GA. Il est à noter que tous les points représentés correspondent à des 

expériences qui ont été doublées, parfois triplées. 

 

 

Figure III.7. Evolution de la densité des fonctions aldéhyde en fonction du temps de vieillissement 

(16 jours) 



CHAPITRE III: Etude de l’immobilisation d’une enzyme sur la surface de polyéthylène activé par plasma 
 

 100

 On observe que la densité des fonctions aldéhyde dans les deux conditions de stockage 

diminue progressivement. 

 On peut évaluer leur demi-vie à 15 jours dans le cas du stockage dans l’air à la température 

ambiante et à environ à 12 jours en milieu phosphate à 4°C. On voit ainsi que pour les fonctions 

aldéhyde, contrairement aux amines primaires, le stockage à l’air après la fixation de GA est 

légèrement favorable à un stockage en milieu tampon 4°C. Beaucoup plus important est le résultat 

de la comparaison entre le vieillissement des amines primaires et des fonctions aldéhyde: on avait 

montré au chapitre II la sensibilité relativement forte des amines primaires au vieillissement, avec 

une demi-vie de l'ordre de 6 jours ou encore une perte de 9% de la densité initiale dès les premières 

24 heures. Les fonctions aldéhyde se montrent beaucoup moins sensibles avec une demi-vie au 

moins deux fois supérieure: leur décroissance au bout d’un jour vaut 3% dans le cas d’un stockage à 

l’air, température ambiante, et de 4% dans le tampon phosphate à 4°C. 

 La conduite du processus d'immobilisation devrait donc préférer un enchaînement rapide des 

étapes traitement plasma NH3 et réaction avec GA, quitte à ménager quelques délais avant l'étape 

finale d'immobilisation de l'enzyme, si nécessaire. 

 On doit également remarquer que l'étude présente de dénombrement des fonctions réactives, 

amine primaire et aldéhyde, mériterait d'être validée en terme "d'efficacité finale", c'est à dire par la 

mesure comparative de l'activité enzymatique immobilisée en fin de processus. A ce stade de 

l'étude, on ne sait pas quelle incidence ont les densités d'amines primaires ou d'aldéhyde sur 

l'activité enzymatique finale ou sur sa stabilité au cours du temps. 
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II. Validation de l’immobilisation d’une enzyme - exemple de la 

trypsine 

 

II. 1. Choix de la trypsine 

 

 On a mentionné dans le Chapitre I que les enzymes étaient des protéines qui catalysaient un 

grand nombre de réactions chimiques. On a vu certains des avantages et inconvénients prêtés 

généralement à l’immobilisation des enzymes par liaison covalente ainsi que des exemples 

d’applications: réacteurs enzymatiques industriels, dégradation de bactéries [29], amélioration de la 

compatibilité vis à vis du sang (caractère anti-thrombogène) [30], développement de biocapteurs [31]. 

La trypsine immobilisée est utilisée dans l'objectif d’identifier les protéines [32] ou de cartographier 

les peptides [33]. Pour notre étude, le choix de la trypsine a été motivé principalement pour les 

raisons suivantes: 

 

- c’est une enzyme facilement disponible chez plusieurs fournisseurs et elle est utilisée 

dans différentes applications industrielles ou de laboratoire, 

- il existe des substrats synthétiques couramment commercialisés permettant une mesure 

simple et précise de son activité enzymatique à l’aide d’un spectrophotomètre UV/visible, 

- elle est souvent citée dans la littérature, ce qui facilite la comparaison de nos résultats 

avec ceux obtenus avec d'autres techniques d'immobilisation, 

- sa structure comme les mécanismes de son activité sont bien connus, 

- elle constitue un bon modèle de la large classe des protéases, dont le marché, en tonnage 

et en diversité d’applications, est très important. 

 

 La trypsine (EC.3.4.21.4) fait partie du groupe des protéases à sérine qui comporte 

également la chymotrypsine, l’élastase et la subtilisine [34]. Son précurseur inactif, le trypsinogène, 

est produit dans le pancréas et est secrété dans l’intestin. Il y activé en trypsine active en subissant 

une coupure protéolytique effectuée par l’enzyme enterokinase. On peut noter que les trypsines déjà 

présentes dans l’intestin peuvent réaliser la coupure sur le trypsinogène et former ainsi de nouvelles 

trypsines (processus d’autocatalyse). Le rôle physiologique de la trypsine est alors de participer au 

processus de digestion: hydrolyse des protéines alimentaires en petits peptides ou acides aminés 

assimilables. 
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 La trypsine possède une forte spécificité en cela qu’elle ne coupe que les liaisons 

peptidiques situées du côté carboxyl - c’est à dire «à droite» dans la convention habituelle de 

représentation d’une séquence protéique - des résidus lysine ou arginine (Figure III.8.). C’est 

d’ailleurs cette spécificité qui en fait un outil de choix pour la cartographie des protéines [33]. 

 Elle contient 223 acides aminés (tableau III.4.), 6 ponts disulfures (S-S) reliant deux à deux 

les 12 cystéines, avec une masse moléculaire de 23,3 kDa. Sa structure tri-dimensionnelle est 

présentée dans la figure III.9. Le tableau III.4. donne des informations à propos de la nature et du 

nombre des acides aminés de la trypsine. Sa séquence est présentée en annexe A.5. 
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Figure III.8. Liaison peptidique de la protéine en présence de la trypsine 
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Nom de l’acide 
aminé 

Symbole Formule Masse moléculaire 
(M) 

Nombre de résidus 
présents dans la trypsine 

Alanine A NC3H7O2 89 14 
Arginine R N4H14C6O2 174 2 

Asparagine N N2C4H8O3 132 16 
Acide aspartique D NC4H6O4 132 6 

Cystéine C NC3O2H7S 121 12 
Glutamine Q N2C5H10O3 146 10 

Acide glutamique E NC5H8O4 146 4 
Glycine G NC2H5O2 75 25 
Histidine H N3C6H9O2 155 3 
Isoleucine I N3C6H9O2 131 15 
Leucine L NC6H13O2 131 14 
Lysine K N2C6H14O2 146 14 

Méthionine M NC5H11O2S 149 2 
Phénylalanine F NC9H11O2 165 3 

Proline P NC5H9O2 115 8 
Sérine S NC3H7O3 105 34 

Thréonine T NC4H9O3 119 10 
Tryptophane W N2C11H12O2 204 4 

Tyrosine Y NC9H11O3 181 10 
Valine V NC5H11O2 117 17 

 

Tableau III.4. Présentation des acides aminés (symbole, formule, masse molaire, nombre) [34] 

présents dans la séquence de la trypsine 
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liaison disulfure
S-S

: C

: N

: O

: S
 

 

Figure III.9. Structure 3 D de la trypsine; les 12 résidus cystéine et les 2 méthionine contenant 

chacun un atome de soufre sont représentés sous forme développée; référence: 1UTO Protein Data 

Bank [35] 

 

On verra dans les paragraphes suivants que la présence des nombreuses liaisons peptidiques 

(fonctions amides), liant entre eux chacun des résidus d'acides aminés, ainsi que l'existence des 

liaisons S-S et C-S, constituent les meilleures signatures de la présence de la trypsine sur les 

surfaces de PE lors des analyses par XPS. 

 

 

 

 

33 Å 
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II. 2. Protocole d’immobilisation de la trypsine 

 

 La dernière étape de l’immobilisation consiste à faire réagir les échantillons de PE traités 

plasma + GA avec une solution nouvellement préparée de trypsine à 1 g/l [6,36] dans un tampon 

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

 

� Prélever 1,20 g de NaH2PO4 pour 100 ml de la solution tampon. Le pH de cette solution est 

de l’ordre de 4,4 et on ajoute progressivement la solution de soude jusqu’à obtenir une 

solution de pH=7,60 

� Préparation de 0,1 g de trypsine dans100 ml de la solution tampon à pH=7,60 

 

 Les échantillons de PE sont ensuite immergés dans 4 ml de la solution finale à 4°C et 

disposés sur une table d’agitation. Afin de réduire la fonction imine en amine secondaire, on ajoute 

à t = 35 min, dans certaines expériences, 0,1 M de cyanoborohydrure de sodium NaCNBH3 
[37,38]. A 

titre de comparaison, certains échantillons ne subissent pas cette étape de réduction et conservent 

leurs deux liaisons imine. L’immobilisation de l’enzyme est réalisée en laissant incuber les 

échantillons à 4°C sous agitation pendant toute la nuit. 

 

Figure III.10. Réduction des imines en amines secondaires en présence de NaCNBH3 

 

 Il est important de souligner que les deux réducteurs, NaBH4 et NaCNBH3, sont beaucoup 

cités dans la littérature; l’utilisation de NaCNBH3 semble cependant préférable [39]. 

 Après 15 heures d’incubation, on rince tous les échantillons en trois étapes: 

 

1. Tampon phosphate 0,1 M (pH=7,6) pendant environ une heure 

2. Lavage des échantillons avec le tampon phosphate (0,1 M, pH=7,6) pendant 10 min en 

agitant 

3. Rinçage final de tous les échantillons à la solution tampon pendant 15 min 

4. Séchage à l’air 

 

 

N CH (CH2)3 CHO
E-NH2

NaCNBH3
N CH2 (CH2)3 CH2

H
N E
H



CHAPITRE III: Etude de l’immobilisation d’une enzyme sur la surface de polyéthylène activé par plasma 
 

 106

II.3. Etude de l’immobilisation de la trypsine 

 

 Comme dans les étapes précédentes, nous étudions les modifications physico-chimiques de 

la surface après l’immobilisation de la trypsine par des analyses XPS, MEB et AFM. Les quantités 

de protéines totales immobilisées à la surface ont été déterminées par la méthode BCA. 

 

II.3.1. Modification topographique de la trypsine immobilisée 

 

 L’analyse MEB de la surface incubée avec l’enzyme montre ce qui semble être des agrégats 

de quelques micromètres déposés sur une surface présentant la même topographie que celle des 

étapes précédentes. Une analyse par EDX focalisée sur certains agrégats (2 essais sur des 

échantillons provenant de 2 séries d’immobilisations indépendantes), montre la présence de soufre. 

Dans la mesure où les agrégats ne ressemblent en rien à une contamination microbienne on peut 

supposer que le soufre observé est la preuve de la présence de protéine. Par AFM, on observe 

l’apparition de petits nodules (clusters) sur la surface après l’immobilisation de la trypsine, comme 

on peut le voir sur la figure ci-dessous: 

 

 

Figure III.11. Image AFM de la surface après incubation avec la trypsine (échelle 30 µm / 30 µm) 

 

 On remarque que ces points sont dispersés de façon homogène sur la surface. Cette 

observation est identique à celle présentée par K. Saal et son équipe [40]. On doit cependant faire 

deux remarques: 

 - cette image d’une surface comportant des agrégats de grande taille (quelques micromètres) 

par rapport à une molécule de trypsine dont le «diamètre» moyen est de l’ordre de 40 Å, fait penser 
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à des dépôts de précipité de protéine, distribués de façon éparse. De tels précipités risquent de ne 

pas posséder d’activité enzymatique, alors que l’on souhaitait fixer une couche continue de trypsine 

active, sur la surface. 

 - les deux techniques, MEB et AFM, utilisées dans ce travail ne permettent cependant pas de 

conclure car leur sensibilité n’est pas suffisante pour visualiser la présence éventuelle d’une telle 

couche monomoléculaire de trypsine. 

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

incubée avec l’enzyme, nous avons fait appel à l’analyse XPS. 

 

II.3.2. Caractérisation physico-chimique par XPS de la surface après l’immobilisation 

 

 L’immobilisation covalente de la trypsine sur la surface de PE a été vérifiée à l’aide de 

l’analyse XPS. Le spectre général met en évidence l’existence d’un nouveau pic de soufre (S2P à 

163 eV), traduisant la présence des acides aminés soufrés cystéine et méthionine de la trypsine 

(Tableau III.4.). Ce pic peut être déconvoluer en quatre pics dont la largeur à mi-hauteur (FWHM) a 

été fixée à entre 1,6 et 2 eV (le facteur de sensibilité pour le soufre vaut 1,67). 

On doit remarquer (M. Chehimi, ITODYS, communication personnelle) que les électrons 

S2P correspondant à un état chimique apparaissent sous forme de doublet, d’énergies de liaison 

différentes: S2P 3/2 et S2P 1/2, selon le spin des électrons. L’écart d’énergie entre les deux pics du 

doublet est d’environ 1,2 à 1,3 eV et l’aire du pic S2P 3/2 est double de celle de S2P 1/2. Nous avons 

ainsi déconvoluer les spectres en tenant compte de ces contraintes. 

 L’analyse XPS du spectre S2P comprend ainsi deux parties: une région composée par les 

deux pics à 163,8 eV (S1)2p 3/2 et à 165,2 eV (S1)2p 1/2 et une autre région de deux pics à 167,8 eV 

(S2)2p 3/2 et à 169,1 eV (S2)2p 1/2. La littérature ne fournit pas beaucoup de données sur la 

déconvolution des pics S2P pour une protéine immobilisée. Les pics de plus haute énergie (S2)2p 3/2 et 

(S2)2p 1/2 correspondent à des fonctions oxydées du soufre: pour S2P 3/2 les tables de données à notre 

disposition [41] ne mentionnent pas spécifiquement les valeurs des énergies S2P 1/2. L’énergie des 

électrons S2P mentionnée pour les espèces SIV (sulfites, SO2, 
−
3HSO , ..) est comprise entre 166,7 et 

168,0 eV, tandis que SVI (celle correspondant à sulfates) est généralement supérieure (167,4-169,0 

eV). Dans notre cas, le pic enveloppe du doublet S2 compris entre 167,8 et 169,1 eV semble plutôt 

correspondre aux sulfates. De tels résultats ont déjà été rapportés dans la littérature, les différents 

auteurs attribuant ces pics à la présence d’impuretés [42] provenant soit de l’oxydation du soufre à 

l’air [43] soit de l’utilisation d’une solution alcaline pour le rinçage des échantillons [44]. 
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 Au cours de notre étude par XPS, nous avons recherché la présence de soufre sur différents 

échantillons (PE nu, PE traité plasma, PE traité + GA, PE traité + GA + trypsine) et nous avons 

utilisé différents protocoles pour le rinçage final, avant analyse XPS; en particulier nous avons 

utilisé de l’eau pure ou bien le tampon phosphate habituel (0,1 M, pH 7,6). 

 On a remarqué que les pics de faible énergie, (S1)2p 3/2 et (S1)2p 1/2, sont présents uniquement 

pour les échantillons ayant subi l’étape d’incubation avec la trypsine, alors que (S2)2p 3/2 et (S2)2p 1/2 

peuvent être observés pour des échantillons n’ayant pas été mis en contact avec la protéine. Ceci 

conforte l’attribution des pics (S2)2p 3/2 et (S2)2p 1/2 à des impuretés, en accord avec la littérature; 

tandis que (S1)2p 3/2 et (S1)2p 1/2 seraient la signature de la trypsine immobilisée. 

 Comme leur dénomination l’indique, on ne connaît pas précisément la nature des 

"impuretés" observées, mais on note que le sel NaH2PO4 utilisé pour préparer la solution de rinçage 

(tampon phosphate) contient de faibles quantités d’ion sulfate −2
4SO  (0,003 % à 0,005 % masse par 

masse de sel). 

 Le pic correspondant de façon la plus évidente à la protéine est (S1)2p 3/2 puisque les liaisons 

S-S disulfure, C-S de la cystéine, ou C-S-R de la méthionine sont répertoriées à 163,8 eV [45]. 

SOx

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

énergie de liaison (eV)

(S1)2p3/2

(S1)2p1/2

(S2)2p3/2

(S2)2p1/2

 

Figure III.12. Déconvolution du pic S2P de la trypsine immobilisée sur la surface de PE 

(échantillon PE traité par plasma + GA + Enzyme + NaCNBH3) 
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 On constate que l’aire de la composante (S1)2p 3/2 représente 45 % de l’aire totale et qu’elle 

est bien environ le double de celle du pic (S1)2p 1/2 (22 %). Les pics attribués aux sulfates suivant 

également la loi précédente: S2P 3/2 = 22 % = 2* S2P 1/2 = 2*(11 %). La part de la protéine 

immobilisée sur la surface représente ainsi 67 % contre 33 % pour les fonctions oxydées du soufre. 

 

 La déconvolution du spectre C1S du carbone montre également clairement la présence de 

l’enzyme à la surface. En effet, par rapport à l’étape GA, on voit apparaître de nouvelles fonctions 

correspondant aux: 

- amides N-C=O des liaisons peptidiques à 288 eV (C4) 

- aux liaisons C-S (cystéines, méthionines) à 285 eV, incluses avec les C-C et C-H dans le pic C1 

- amines C-N à 285,8 eV (C2) pouvant correspondre aux résidus d’acides aminés lysine, arginine, 

histidine, tryptophane 

- alcools C-O à 286,7 eV (C3) pouvant signaler les résidus sérine, tyrosine, thréonine 

- acides carboxyliques COOH à 288,8 eV (C5) pour les résidus acide aspartique et acide glutamique 

de la trypsine 

Les énergies de ces différents pics sont en bon accord avec celles observées dans la 

littérature sur l’analyse XPS des protéines [44,46-49]. 

 

énergie de liaison (eV)

C-C, C-H, C-S (C1)

C-N (C2)

COOH (C5)

C-O (C3)

O=C-N (C4)

 

Figure III.13.  Spectre XPS du carbone C1S de la trypsine immobilisée sur la surface de PE 

(échantillon PE traité par plasma + GA + Enzyme + NaCNBH3) 
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 La répartition des fonctions représentées sur le spectre C1S après l’immobilisation de la 

trypsine est présentée dans le tableau III.5. Le pourcentage des composantes C2, C3 et C4 après 

l’immobilisation est nettement supérieur à celles des étapes précédentes déjà présentées dans le 

tableau III.1. après l’activation de la surface traitée plasma par le GA. 

 

 

Nom 
C1 

(%) 

C2 

(%) 

C3 

(%) 

C4 

(%) 

C5 

(%) 

PE traité+GA+E 64±2 17±2 9±2 8±2 2±2 

 

Tableau III.5. Pourcentages des différentes contributions du spectre C1S après l’immobilisation de 

la trypsine 

 

 Le spectre N1S permet d’identifier la présence d’un nouveau pic à 401,1 eV autre que ceux 

les étapes précédentes. Il s’agit du pic +
3NH  (N3) des résidus d’acides aminés lysine de la trypsine 

à pH=7,6. Ceci montre qu’un certain nombre de résidus lysine restent libres, sans engager de liaison 

avec GA. Les deux autres fonctions correspondent aux amines (N1) à 399,1 eV et aux amides (N2) à 

400,1 eV. 

 

O=C-NH2 (N2)

C-N (N1)

énergie de liaison (eV)

NH3  (N3)
+

 

Figure III.14.  Spectre XPS N1S de la trypsine immobilisée sur la surface de PE (échantillon PE 

traité par plasma + GA + Enzyme + NaCNBH3) 
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 Il est important de noter que le pourcentage de la composante N2 (78%) est supérieur à celui 

de N1 (11%) et N3 (11%). 

 

 La comparaison de la variation des rapports N / C et O / C après chaque étape confirme 

qu’après l’immobilisation de l’enzyme sur la surface les rapports N / C et O / C augmentent à 

nouveau et s’approchent des valeurs calculées théoriquement à partir de la formule brute de la 

trypsine (Tableau III.6.), témoignant de la fixation d’une quantité significative d’enzyme. 

 Le fait que les valeurs expérimentales des rapports N / C et O / C restent inférieures aux 

valeurs théoriques correspondant à l’enzyme (tableau III.6.) peut s’interpréter par la nature du 

recouvrement de la surface de PE par l’enzyme: soit il s’agit d’une couche monomoléculaire, 

laissant les espèces sous-jacentes, GA et PE, contribuer également au signal mesuré, qui ne 

correspond donc pas à la composition de la trypsine seule; soit parce que l’enzyme ne recouvre pas 

complètement la surface de façon homogène [50]. 

 

Nom O / C N / C S / C S / N 

PE traité 0,061 0,11 – – 

PE traité+GA 0,058 0,058 – – 

PE traité+GA+E (exp.) 0,22 0,12 0,0085 0,071 

E (théo.) 0,320 0,276 0,014 0,0502 

 

Tableau III.6. Comparaison des rapports N / C et O / C sur la surface de PE après chaque étape de 

greffage (GA = glutaraldéhyde, E = enzyme trypsine) 
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II.3.3. Etude par XPS de la quantité de trypsine immobilisée en surface en fonction de la 

concentration de cette enzyme dans la solution d’incubation 

 

 Afin d’évaluer l’influence de la concentration de trypsine dans la solution d’incubation sur 

l’immobilisation, nous avons effectué en parallèle des analyses par XPS de différents échantillons. 

L’évolution des fonctions observées sur les spectres C1S, N1S et S2P est regroupée dans le tableau 

suivant: 

 

Concentration 
(g/l) 

C2 
(%) 

C4 
(%) 

N2 
(%) 

N3 
(%) 

S1 
(%) 

0 0,11 2 37,7 0 0 

0,01 0,13 5,53 70 9,9 37 

0,1 0,12 5,12 71 12 42,5 

0,5 0,18 10 81 10,5 69 

1 0,16 8 78 10 67 

 

Tableau III.7. Evolution des pourcentages des différentes contributions des spectres C1S, N1S, S2P 

en fonction de la concentration de la trypsine dans la solution d’incubation 

 

 En ce qui concerne les composantes relatives aux spectres C1S et N1S, leurs variations en 

fonction de la concentration de la trypsine sont difficiles à interpréter. En revanche, la 

déconvolution du pic S2P montre qu’il est le meilleur élément marqueur qui nous permette de 

corréler le pourcentage de ces fonctions chimiques en fonction de la concentration de la trypsine 

immobilisée sur la surface. 

 Nous avons calculé le rapport de la somme des aires des pics S1(2p3/2, 2p1/2) d’une part, et 

S2(2p3/2, 2p1/2) d’autre part, sur la somme des aires de tous les pics de S (S1+S2) pour des 

concentrations de trypsine variant de 0 à 1 g/l. Le pourcentage de la composante S1 (S-S, C-S, C-S-

R) augmente alors que pour des concentrations supérieures à 0,5 g/l, on observe un palier 

correspondant à la composante S1 à environ 68 %. Pour ces fortes concentrations, le pic S2 

correspondant au soufre oxydé reste plus au moins stable (entre 31-33 %). 

 On remarque par contre que (S2) diminue progressivement lors de l’augmentation de la 

concentration de la trypsine. Ceci peut être interprété par le recouvrement, par l’enzyme, de la 

surface de PE et de ses impuretés soufrées oxydées qui apparaissent comme relativement 

indépendantes de la quantité d’enzyme à la surface. 
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Pour assurer la saturation des sites, la concentration de la trypsine en solution a été fixée à 1 

g/l pour la suite de notre étude. 

 

 

Figure III.15. Evolution des rapports d’aires S1 / S1+S2 et S2 / S1+S2 en fonction de la concentration 

de trypsine dans la solution d’incubation 
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II.3.4. Dosage de la trypsine immobilisée sur la surface par la méthode au BCA 

 

 La concentration en protéines totales fixées sur la surface a été déterminée à l’aide d’un Kit 

BCA (Micro BCA protein assay kit, Pierce) suivant le protocole présenté par Pierce. Comme il a été 

dit précédemment pour les dosages des amines et du glutaraldéhyde, le principe de la méthode est la 

mesure par spectrophotométrie à 562 nm du complexe coloré formé par l’acide bicinchoninique 

(BCA) et les ions cuivreux Cu+. Dans le cas présent, on met à profit les propriétés réductrices de la 

protéine qui réagit avec Cu2+ en milieu basique pour donner Cu+ [51,52] qui est dosé dans la deuxième 

étape. Des gammes étalons ont été réalisées avec la sérum albumine bovine (BSA) qui est la 

protéine standard la plus couramment utilisée, et la trypsine. 

Les avantages de cette méthode parmi d'autres comme celles de Lowry et celle de Bradford 
[53,54] sont: 

 

• compatibilité de cette méthode en présence de tensio-actifs 

• faible variation de la densité optique d'une protéine à l'autre 

• simplicité 

• sensibilité (0,5 - 25 µg / ml de protéine). 

 

 La concentration en protéines totales immobilisées sur la surface de PE a été trouvée égale à  

2,3 µg / cm2 équivalent BSA ou encore 1,7 µg / cm2 de trypsine, en utilisant comme référence un 

échantillon de PE non traité, incubé avec la trypsine. 

 Le tableau III.8. présente différents résultats de densités surfaciques d'enzymes, 

immobilisées par différentes méthodes. On remarque que, mis à part pour les films constituant une 

matrice dans laquelle les enzymes sont incluses [61], les valeurs apparaissant dans le tableau sont 

comprises entre 0,5 et 50 µg / cm2. Du point de vue de la comparaison entre méthodes de 

fonctionnalisation par voie chimique ou par voie plasma, il est intéressant de considérer les résultats 

de Goddard et al. [55] qui ont trouvé 6 µg / cm2 de lactase sur un film de PE activé par voie chimique 

en utilisant le GA comme bras espaceur. Nos résultats sont du même ordre de grandeur, bien que 

plus petits en terme de masse immobilisée. Les résultats donnés sur les surfaces de PE greffées par 

des copolymères sont à rapprocher du procédé de polymérisation par plasma (par exemple 

allylamine) dans lequel un dépôt est réalisé. Deux remarques doivent également être faites à propos 

des chiffres donnés dans le tableau: 
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 - Certains auteurs [56] ont montré que l'augmentation de la densité d'enzymes pouvait nuire à 

l'activité globale de la surface du fait de l'encombrement stérique, du blocage de sites actifs ou de 

dénaturations. 

 - la détermination des quantités immobilisées est réalisée par des méthodes très variables. 

Par exemple ces derniers auteurs [56] mesurent, par bilan, la quantité de bras espaceur (CMC) fixée 

et en déduisent une densité d'enzyme immobilisée. D'autres [57] estiment, à partir de l'activité 

enzymatique de la surface, une masse équivalente d'enzyme en solution. 

 Si l'on considère la trypsine (M=23,3 103 g) comme une sphère d'environ 40°A de diamètre, 

qui occuperait sur le support sa surface projetée (ПD2/4 # 12,6 nm2), on trouve que les 1,7 µg/cm2 

mesurés dans nos expériences correspondent à environ 0,44 molécules de trypsine /nm2 soit une 

occupation de 5,5 nm2 d'enzyme / nm2 de PE. Ce qui signifierait l'existence de plusieurs "couches" 

d'enzymes, sous une forme qu'on ne connaît pas : recouvrement homogène ou par agrégats, .... Cette 

déduction irait dans le même sens que les observations de clusters et agrégats faites par MEB et 

AFM. 
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Enzyme Support Immobilisation Densité 
µg/cm2 

Référence 

Trypsine Polyéthylène Plasma NH3 + 
glutaraldéhyde 

1,7 ± 0,1 Présent 
Travail 

Lactase Polyéthylène Activation chimique 
+polyéthylèneimine

+ glutaraldéhyde 

6 Goddard et al. 
2007 [55] 

Trypsine 
 

Polyéthylène Covalente   (1) 
PE-g-PAA + CMC 

15 - 53 Yamada et al. 
2003 [56] 

Trypsine 
 

PAN ou 
PPY (2) 

Covalente 
AAc + WSC   (2) 

0,5 
(éq. enzyme libre) 

Loh et al. 
1996 [57] 

Trypsine 
 

Silice Photoimmobilisation 
covalente 

15,8 

 
Bossi et al. 
2004 [33] 

Alcool 
déhydrogénase 

Nylon Glutaraldehyde 35 Roig et al. 
1991 [58] 

Catalase 
 

Poly(HEMA)-
CB-Fe   (3) 

Adsorption 23,6 Arica et al. 
1997 [59] 

Α-Amylase 
 

Particules 
matière amylacée 

Adsorption 1,62 Leloup et al. 
1991 [60] 

Lactoperoxidase 
 

Film d'alginate 
réticulé 

Incorporation 0,2 - 0,7 mg/cm2 Mecitoglu et 
al. 2007 [61] 

Trypsine Membrane 
PVDF activée 

par carboxyl   (4) 

Covalente 
incubation directe 

trypsine 

0,9 
(éq. enzyme libre) 

Bienvenut et 
al. 

1999 [62] 
 

(1): PE-g-PAA: Polyéthylène greffé avec un polymère d'acide acrylique; liaison avec le CMC: 
CMC = 1-cyclohexyl-3-(2-morpholinoéthyl)-carbodiimide metho-p-toluenesulfonate 
(2): PAN: Polyaniline; PPY: Polypyrrole; AAc: photopolymérisation par UV de l'acide acrylique; 
WSC = "Water Soluble Carbodiimide" = 1-éthyl-3-(3-dimethylaminopropyl) carbodiimide, HCl 
(3): Poly(HEMA)-CB-Fe: Poly(2-hydroxyethyl methacrylate + Cibacron Blue + ions Fe(III) 

(4): Membrane IAV, Société Immobilon tech 

Tableau III.8. Différents résultats de densités surfaciques d'enzymes, immobilisées par différentes 

méthodes selon la littérature 
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Conclusion 

 

 L’étude décrite dans ce chapitre a été consacrée à l’application de la surface de PE traitée 

par plasma d’ammoniac en vue d’immobilisation de la trypsine via des liaisons covalentes. 

 Nous avons développé un protocole d’activation des fonctions amines primaires utilisant le 

glutaraldéhyde (GA) qui joue le rôle de bras espaceur. Cette réaction conduit à une liaison imine. 

L’analyse XPS révèle l’apparition des nouvelles fonctions C=N (imine) et HC=O (aldéhyde) sur la 

surface après la fixation de GA. Cette évolution est accompagnée par une diminution du rapport 

N/C. 

 L’étude du nombre de fonctions aldéhydes à la surface a été évaluée par les deux méthodes 

de dérivation chimique (tyramine / BCA, phénol-acide sulfurique (PAS)). Les deux méthodes 

présentent des valeurs du nombre d’aldéhyde quasi identiques (entre 1,2 et 1,4 molécules / nm2). Ce 

résultat est en bon accord avec la quantité d’amines primaires déterminée (entre 1,2 et 1,4 

molécules NH2 / nm2). Ceci révèle la réaction mole à mole entre les amines primaires de la surface 

et la molécule de glutaraldéhyde. Nous avons également remarqué que le nombre de fonctions 

aldéhydes après la fixation de GA est plus stable dans le temps en comparaison avec celui des 

amines primaires. 

 Au cours de la dernière partie relative à l’immobilisation de la trypsine, les analyses XPS et 

AFM ont permis de suivre la présence de notre enzyme sur la surface: 

 

• la topographie de la surface révèle une apparition de minuscules nodules (clusters) sur la 

surface après l’immobilisation. 

• l’incorporation du soufre 

• la présence des liaisons peptidiques à 288 eV et le pic +
3NH à 401,1 eV 

• l’augmentation des rapports N / C et O / C 

 

 La concentration de protéines immobilisées sur la surface de PE a été estimée d’être 2,305 

µg / cm2. En conséquence la création de fonctions amines primaires fixées à la surface des films de 

PE permet avec les bras espaceurs de réaliser un greffage stable de fonctions enzymatiques. Cette 

procédure ouvre le champ à des matériaux multicouches biocompatibles tant pour des applications 

d’identifications des molécules en milieux aqueux, que pour des applications dans la domaine 

biomédical (surface décharge extracorporel). 
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Introduction 

 

 

 Nous avons développé précédemment un protocole de fonctionnalisation de la surface de 

polyéthylène (PE) afin d’assurer l’immobilisation covalente de la trypsine: 

 

• Introduction de fonctions amines primaires en utilisant un plasma NH3 hors équilibre 

• Liaison d’un composé bifonctionnel jouant le rôle de bras espaceur (glutaraldéhyde) 

• Fixation covalente de la trypsine au bras espaceur 

 

 L’objectif de la présente étude est la mise en œuvre d’un test de dosage de la trypsine 

immobilisée sur la surface du PE et l'évaluation de la stabilité de cette immobilisation au cours du 

temps. 

 Dans ce qui suit, nous reviendrons sur certaines propriétés de la trypsine concernant son 

activité enzymatique. Cette étude conduira au développement d’une méthode de dosage de cette 

activité par spectrophotométrie d'absorption UV. Puis dans une seconde partie, on attachera une 

importance particulière à l’activité de la trypsine immobilisée et à sa stabilité au cours du temps. 

Pour cela, nous utiliserons différents types de traitements de surface par plasmas: gaz non-

polymérisables (N2+H2, NH3) et gaz polymérisable (allylamine CH2=CH-CH2-NH2) afin de 

comparer, à partir des sites greffés sur le PE, l’activité enzymatique en fonction du choix du 

traitement plasma. La surface sera caractérisée par l’analyse XPS aux différents stades de 

traitement. Enfin, la stabilité de l’immobilisation sera étudiée en fonction du temps et en fonction 

du nombre d'essais répétitifs. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



CHAPITRE IV: Validation de l’immobilisation covalente de l’enzyme par mesure de l’activité enzymatique 
 

130 

I. Trypsine 

 

I. 1. Immobilisation et activité 

 

 L’immobilisation de la trypsine, comme toute protéine, sur un support présente un intérêt: 

 

• si l’enzyme conserve une activité significative après fixation, 

• si sa durée d’utilisation s'en trouve augmentée: du fait de la suppression de l’auto-

hydrolyse, très importante en phase homogène et du fait de la stabilisation de sa 

structure 3D grâce aux liaisons covalentes. 

 

 La conservation de l’activité enzymatique après l'immobilisation, dépend ainsi directement: 

 

o du protocole de fixation: conditions d’incubation, conditions de rinçage, qui doivent 

respecter la structure tridimensionnelle relativement fragile de l’enzyme, 

o de l’accessibilité au site réactionnel pour les substrats à convertir. 

 

 La figure IV.1. montre une vue 3D de la trypsine sur laquelle figurent, d’une part le site 

réactionnel, marqué par la présence de l’inhibiteur 2-phenylethylamine (PEA: C6H5-CH2-CH2-

N
+
H3) et d’autre part les résidus lysine qui sont les points de fixation potentiels de l’enzyme au 

support. La présence d’une fonction amine primaire à l’extrémité de chaque résidu lysine rend en 

effet possible la formation d’une fonction imine après réaction avec l’aldéhyde libre du GA greffé. 

On remarque sur la figure IV.1. que les résidus lysine sont disposés essentiellement en périphérie de 

la trypsine, ce qui est logique compte tenu de leur caractère hydrophile (dans ses fonctions 

naturelles la trypsine opère en milieux aqueux) et ce qui est favorable dans l’optique de 

l’engagement d’une réaction avec le GA fixé sur le support. 
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Figure IV.1. Structure 3 D de la trypsine; les 14 résidus lysine et le PEA; référence: 1UTO Protein 

Data Bank 

 

 Dans la mesure où on n’a pas la possibilité d’imposer ni de contrôler l’orientation de 

l’enzyme par rapport à la surface, on mesurera expérimentalement, après immobilisation, l’activité 

enzymatique présente sur les supports de PE. Différents essais d’immobilisation covalente, de 

physi-sorption ou chimi-sorption, accompagnés de différents protocoles de lavage / rinçage seront 

réalisés et comparés en terme d’activité de la surface d’une part juste après fixation et d’autre part, 

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

 

 Pour déterminer l’activité enzymatique de la trypsine pancréatique bovine (Réf. T 1426, 

Sigma), nous avons appliqué une méthode standard utilisant un substrat synthétique: le N-α-

Benzoyl-L-Arginine Ethyl Ester [1] (BAEE, HCl Réf. B 4500, Sigma). On a vu au Chapitre III que 

la trypsine possédait la particularité de couper spécifiquement les liaisons amides (liaisons 

peptidiques) et esters, situées du côté carboxylique des résidus lysine et arginine. C’est cette activité 

«esterase» qui est exploitée dans la méthode au BAEE, présentée ci-dessous: 

 

BAEE + H2O                  Nα-Benzoyl-L-Arginine + éthanoltrypsine

N
H

O H

OH
O

HN

H2N

NH

N
H

O H

O
O

HN

H2N

NH

CH3

HCl HCl

 

 

Figure IV.II. Réaction du Nα-Benzoyl-L-Arginine Ethyl Ester (BAEE) en présence de la trypsine 

 

 On mesure donc la vitesse d’hydrolyse de ce substrat (formation de N-α-Benzoyl-L-

Arginine) au cours du temps en suivant l’augmentation de la densité optique (DO) à 253 nm. 

 L’unité d’activité enzymatique mesurée selon cette méthode (Référence Sigma) est définie 

comme égale à la quantité d’enzyme qui produit une variation de densité optique de 0,001 DO / min 

à 253 nm avec le substrat BAEE à pH 7,6 et à température ambiante au cours d’une réaction 

effectuée dans un volume total de 3,20 ml (3 ml de solution de BAEE et 0,20 ml d’échantillon 

contenant la trypsine). 

 

Protocole opératoire selon la méthode sigma: 

 

• préparation d’une solution tampon phosphate (NaH2PO4) à 67 mM et ajout de soude 

(NaOH) jusqu’à atteint un pH=7,6 
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• élaboration de la solution du substrat (BAEE) à 0,25 mM dans la solution tampon 

• préparation d’une solution d’HCl à 0,001 M 

• préparation de 3,5 mg de la poudre de trypsine dans 100 ml de la solution HCl 

 

 La solution ainsi préparée contient environ 500 U/ml, la poudre de trypsine utilisée (lot 

Sigma n° 121k7692) possédant une activité spécifique de 14100 U/mg de trypsine selon le 

fournisseur. La vérification de la valeur de l’activité enzymatique de la trypsine par la méthode au 

BAEE a été réalisée après chaque changement de lot. 

 La densité optique a été mesurée grâce à un spectromètre UV/visible (UVIKON 860) toutes 

les 5 secondes dans une cuve de quartz contenant 3 ml de la solution de substrat et 0,2 ml de la 

solution d’enzyme. La solution de trypsine (0,2 ml) est ajoutée au temps t=0 puis après une brève 

agitation, on mesure la densité optique (DO) de cette solution. Le substrat BAEE seul, en présence 

de 0,2 ml de solution d’HCl (sans la trypsine), a été choisi comme référence afin de comparer 

l’évolution de sa densité optique avec celle de la solution contenant l’enzyme. 
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I. 3. Etude de l’influence des conditions de réaction sur la cinétique d’hydrolyse 

du BAEE par la trypsine 

 

 Pour évaluer l’influence des conditions de réaction sur la mesure de l’activité enzymatique 

de la trypsine en phase homogène, une série d’expériences a été réalisée en faisant varier la 

concentration du substrat (BAEE), le pH et la température. L’ensemble de ces paramètres nous 

permet de présenter un protocole optimal de dosage de la trypsine immobilisée sur la surface de 

polyéthylène. 

 

I.3.1. Effet de la concentration de substrat 

 

 Une enzyme en phase homogène en présence d’un substrat en concentration non inhibitrice, 

suit généralement la loi cinétique de Michaëlis - Menten rappelée ci-dessous: 

 

V = VMax CS / (KM +CS) = kcat E0 CS / (KM + CS) 

 

 Expression dans laquelle CS représente la concentration du substrat; KM la constante 

d’affinité et kcat la constante catalytique de l’enzyme pour ce substrat; E0 la concentration 

d’enzyme. 

 VMax est égale à la vitesse maximale de conversion du substrat lorsque ce dernier est en 

quantité suffisante pour ne pas limiter la cinétique réactionnelle (CS >> KM). On est alors en 

condition de "substrat saturant" et la vitesse mesurée est proportionnelle à la concentration 

d’enzyme. 

 Ainsi, pour quantifier la présence d'une enzyme via la mesure de son activité, on doit 

s'assurer que la réaction se déroule dans de telles conditions de saturation, afin que la cinétique 

mesurée soit proportionnelle à la quantité d'enzyme, et ne dépende pas de la concentration de 

substrat, qui de plus est variable en fonction de l'avancement de la réaction. 

 Afin de connaître la dépendance de l'activité enzymatique de la trypsine vis à vis de la 

concentration du substrat, nous avons effectué une série de mesures selon le protocole décrit ci-

dessus. Pendant cette étude la température a été mesurée dans chaque cuve-réacteur à la sortie du 

spectrophotomètre. La Figure IV.3. montre l’influence des différentes concentrations initiales de 

substrat sur l’activité enzymatique. 
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Figure IV.3. Evolution de l’absorbance en fonction de temps pour les substrats 0,1 mM (T=22°C), 

0,15 mM (T=23°C), 0,20 mM (T=25°C), 0,25 mM (T=23°C) et 0,30 mM (T=23,5°C) mesuré par 

spectrophotomètre UVIKON, cuve quartz (VT=3,20 ml, C=3,19 mg trypsine / 100 ml) 

 

 On observe les résultats suivants: 

 

• Les références (solutions du substrat BAEE seul) ne montrent pas de variation de DO 

significative pendant le temps d'observation (environ 2 minutes), 

• Au contraire, en présence de trypsine, on observe une augmentation linéaire de la 

densité optique, traduisant l'apparition du produit de la réaction, le N-α-benzoyl-L-

arginine, 

• Les différentes pentes mesurées sont toutes proches de 0,073 ± 0,007 DO/min, les 

variations existant entre elles semblant être dues à une variation de température 

plutôt qu'à la différence des concentrations de substrat initiales. En effet les deux 

pentes les plus extrêmes 0,0662 respectivement 0,0799 DO/min correspondent à la 

température la plus basse (22°C) respectivement, la plus haute (25 °C). Une étude 

dédiée à l'influence de la température sera présentée dans un paragraphe suivant. 
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 De cette étude sur la concentration de substrat, nous conclurons qu'au moins dès la 

concentration de 0,15 mM, la saturation est atteinte. On peut noter que la méthode Sigma 

recommande une solution standard à 0,25 mM de substrat BAEE, ce qui est en accord avec les 

résultats présentés ci-dessus. 

 A partir de la pente obtenue pour la solution standard de BAEE à 0,25 mM en présence de 

l'enzyme, on peut calculer l’activité spécifique de la trypsine c'est à dire le nombre d'unités 

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

 

I.3.2. Effet de la température sur l’activité enzymatique 

 

 A partir des résultats précédents, nous avons observé que la température exerçait une 

influence sur l’activité enzymatique de la trypsine. Il est donc nécessaire d'en préciser l'importance. 

 L’activité enzymatique sur solution de BAEE à 0,25 mM a été déterminée pour différentes 

températures selon le protocole Sigma. Le tableau IV.1. présente l’évolution de l’activité 

enzymatique en fonction de la température et souligne qu'une variation de seulement 0,5 °C se 

traduit par une modification mesurable de l'activité enzymatique. 

 

T 
(°C) 

A * 
(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 temps à différentes températures 

Tableau IV.1. Evolution de l’activité enzymatique de la trypsine en fonction de la température 
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 L’exploitation des résultats selon la relation d’Arrhénius permet de déterminer l'énergie 

d'activation de la réaction enzymatique: 

 

RT

Ea

eCKcat
−

= .  

 

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) 

 

7,6611−=
−

R

Ea  K       (Figure IV.4.) 

molkJEa /55≈  

 

Figure IV.4. Evolution de Ln A en fonction de 1/T 
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I.3.3. Effet du pH sur l’activité enzymatique 

 

 L’évolution de l’activité enzymatique de la trypsine en fonction du pH révèle une courbe en 

cloche faisant apparaître une zone de pH optimal. L’activité enzymatique croît avec l’augmentation 

de pH de la solution du substrat jusqu’à pH 7,6 puis l’activité reste plus ou moins stable jusqu’à pH 

9. Au delà de cette zone, l’activité semble à nouveau décroître progressivement. 

 

 

Figure IV.5. Variation de l'activité enzymatique de la trypsine en fonction du pH des différentes 

solutions de substrat BAEE 
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II. Immobilisation de la trypsine sur des surfaces de PE traité par 

différents plasma et mesure de son activité enzymatique 

 

 En général l’immobilisation des enzymes leur confère les caractéristiques suivantes: 

 

• augmentation de leur stabilité dans le temps, 

• élargissement du domaine d’utilisation vis à vis des conditions de température et de pH, 

• facilité de séparation en vue d’une réutilisation, 

• possibilité de mise en œuvre de procédés continus 

 

 De plus, pour les protéases, l’immobilisation évite, ou limite, l’autolyse qui existe en 

solution. 

 

 Ainsi il a été montré que l’immobilisation covalente de la trypsine sur un gel à base d’oxyde 

de silicium conduisait à une meilleure résistance aux changements de pH et de température ainsi 

qu’à une plus grande stabilité dans le temps en comparaison avec la trypsine en solution [2]. 

 Dans ce qui suit, nous abordons plus particulièrement la mesure de l’activité enzymatique de 

la trypsine immobilisée sur une surface de PE. Précédemment nous avons montré que le plasma 

d’ammoniac était efficace pour le greffage de fonctions amines primaires à la surface du 

polyéthylène. Cependant la densité de ces fonctions est restée relativement faible alors que d’autres 

méthodes de fonctionnalisation rapportées dans la littérature font état de densités bien supérieures 

(cf Chapitre I). 

 Afin d’accroître la quantité d’amines primaires et de comparer son influence sur l’activité 

enzymatique immobilisée, différents types de plasma ont été choisis: des gaz non-polymérisables 

(N2+H2, NH3) et un gaz polymérisable (allylamine CH2=CH-CH2-NH2). Les fonctions amines 

primaires incorporées par chaque traitement plasma sur les films de PE ont ensuite été liées au 

glutaraldéhyde (GA), jouant le rôle de bras espaceur, comme déjà décrit précédemment. Enfin, la 

dernière étape a consisté à l’immobilisation covalente de la trypsine, dont nous avons mesuré, par la 

suite, l’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 précédemment pour la fonctionnalisation de la surface de 

polyéthylène (cf. chapitre II) peut recevoir différents types de gaz [3,4]. Nous l'avons mis en oeuvre 

de façon similaire avec l’ammoniac [5] et le mélange azote / hydrogène [6]. 

 Les paramètres opératoires utilisés pour le traitement de films de polyéthylène par plasma 

RF hors équilibre d’ammoniac et de mélange azote / hydrogène sont résumés dans le tableau 

suivant. 

 

Gaz N2 + H2 NH3 

Débit de gaz N2 : 55 cm3/min 
H2 : 165 cm3/min 

175 cm3/min 

Pression 1 mbar 1,5 mbar 

Puissance plasma 40 W 40 W 

Temps de traitement 2 s 2 s 

 

Tableau IV.2. Conditions opératoires retenues pour le traitement par plasma d’ammoniac et de 

mélange azote / hydrogène 

 

 Pour le dépôt d’allylamine [7,8] (CH2=CH-CH2-NH2) par plasma, le dispositif expérimental 

exige d’introduire le précurseur allylamine sous forme vapeur dans le réacteur. Le système choisi 

consiste à entraîner par un flux d’argon la vapeur produite par bullage dans le réservoir qui contient 

le précurseur (l’envoie d’un flux d’argon dans le réservoir entraîne un bullage régulier et sous forme 

de vapeur de monomère vers le réacteur au niveau de l’électrode creuse). Afin d’éviter la 

condensation du monomère avant son arrivée dans le réacteur, des rubans chauffants entourent le 

tube d’alimentation vapeur / précurseur. 
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entrée de gaz vers réacteur

vanne micrométrique 

vanne tout ou rien 

vanne micrométrique 

bulles de gaz

allylamine
 

Figure IV.6. Système de l’introduction d’allylamine sous forme vapeur 

 

 Dans les films de PE traités sont découpés des disques de diamètre 2,4 cm sur lesquels 

seront réalisées les fixations successives du glutaraldéhyde et de la trypsine. 

 

Point d’ébullition (°C) 55-58 

Point de fusion (°C) -88 

Tension de vapeur à 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 (amino-3 propène) 

(cette substance doit être manipulée avec précautions, car elle réagit violemment en présence 

d’oxygène) 
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II. 2. Mesure de l’activité enzymatique de la trypsine immobilisée sur la surface 

de PE 

 

II.2.1. Immobilisation de la trypsine et mesure de son activité 

 

 L'immobilisation de la trypsine est réalisée suivant le protocole décrit au chapitre III 

paragraphe II. 2. On présentera plus en détail les différentes méthodes de lavage / rinçage des 

échantillons (disques de PE fonctionnalisés) mises en œuvre pour éliminer les enzymes faiblement 

liées au support. 

 

Après incubation des échantillons dans une solution de trypsine 1 g/l, on rince les disques 

selon le protocole (b) mentionné ci-dessous: 

 

• tampon phosphate (pH=7,6) à 0,1 M pendant environ une heure (chaque 30 min, la solution 

de tampon est changée et les échantillons sont rincés et agités à nouveau pendant 30 min) 

• Lavage des échantillons par une solution de détergent pendant 10 min en agitant. Différentes 

solutions ont été comparées: tampon phosphate, guanidine.HCl [9,10] (5 M ou 2 M préparée 

dans l’eau), tween 20 [11-12] (0,1 ml de tween dans 100 ml de tampon phosphate 0,1M). 

• Rinçage final de tous les échantillons avec la solution tampon phosphate pH=7,6 pendant 20 

min (chaque 10 min, la solution de tampon est changée). 

• séchage à l’air 

 

 Nous avons mesuré l’activité enzymatique des disques de PE soit juste après le rinçage, soit 

après quelques jours en gardant les échantillons à secs dans le réfrigérateur, selon le protocole ci-

dessous: 

 

� Préparation du substrat BAEE à 0,25 mM dans le tampon phosphate à 67 mM 

� Placer les disques dans les réacteurs en verre, puis ajouter à l’instant t = 0, 3 ml de cette solution 

de BAEE. 

� Prélèvement (1 ml) dans le réacteur à différents temps, mesure de la DO et recyclage du 

prélèvement dans le réacteur. La fréquence de prélèvement est généralement de 40 minutes. 

L'expérience est poursuivie pendant un temps suffisamment long pour obtenir un changement 
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significatif de la DO par rapport à la première mesure: durée généralement comprise entre 2 et 3 

heures. 

� Les disques sont alors retirés du réacteur afin de mesurer une éventuelle évolution de la DO de 

la solution de BAEE en leur absence: la stabilité de la densité optique durant cette deuxième 

phase de l'expérience (environ 2 heure) est la preuve d'une immobilisation réussie; une 

continuité dans l'augmentation de la DO est au contraire le 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 relarguage permet de vérifier la solidité de 

l'ensemble disque PE + enzyme. Lorsqu'on détecte une activité enzymatique en solution, on 

suppose que certaines liaisons chimiques ont été cassées, sans pouvoir préciser si cela témoigne 

d'une dégradation au niveau du polymère traité ou bien d'une rupture du bras espaceur. 

 

 Afin de s'assurer de la pertinence de l'observation de l’évolution de la densité optique au 

cours du temps, nous avons effectué les tests de contrôles suivants: 

 

� Cinétique d'évolution du substrat seul pendant le temps de manipulation (référence). 

� Cinétique en présence de PE non traité et de PE traité par plasma sans GA et sans enzyme afin 

de connaître les éventuelles réactions de la surface de PE avec la solution de BAEE. 

� Cinétique en présence de PE non traité + glutaraldéhyde, de PE traité par plasma + 

glutaraldéhyde et de PE traité + glutaraldéhyde + NaCNBH3, afin de connaître les éventuelles 

interactions entre le BAEE et les fonctions aldéhydes fixées ou adsorbées. 

� Cinétique en présence de PE non traité + enzyme (PT)*, de PE traité + enzyme (PPT)* et de PE 

traité + enzyme + NaCNBH3 (PPTR)* afin de mesurer l'activité enzymatique de la trypsine 

fixée en surface sans l'intermédiaire du bras espaceur glutaraldéhyde: c'est à dire adsorbée ou 

liée à des fonctions non déterminées de la surface de PE traitée par plasma. 

 

 Notons que toutes les étapes de traitement subies par les échantillons ont été standardisées 

(plasma NH3, GA, enzyme). 

 

 

*  Nous utiliserons dans la suite un code pour caractériser les disques de PE selon les traitements 

subis. Avec une lettre par étape: P pour Polyéthylène, PP pour Polyéthylène traité Plasma, G pour 

glutaraldéhyde, T pour incubation avec la Trypsine et R pour Réduction par NaCNBH3. 
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 L’unité d’activité enzymatique immobilisée sur la surface a été calculée à partir de la 

différence entre la pente de l’échantillon et celle de la solution BAEE (référence). L'unité d'activité 

définie dans le protocole Sigma est basée sur une vitesse de réaction (DO / minute) mesurée dans un 

volume réactionnel de 3,2 ml; nous appliquons donc la formule ci-dessous pour exprimer en unité 

Sigma nos mesures faites dans un volume réactionnel de 3 ml: 

 

min/1020,3/3 3 DOA ∗∗=   (Unité Sigma) 

 

II.2.2. Mise au point d’un protocole de rinçage des échantillons après l’immobilisation 

 

 Afin d’optimiser l'étape de rinçage après l’immobilisation de la trypsine, deux protocoles de 

rinçage des échantillons ont été comparés. Le premier choisi (a) consiste en un rinçage en 3 étapes: 

solution tampon, solution de détergent et finalement solution tampon. Le deuxième protocole (b) est 

celui présenté en détail au paragraphe précédent, correspondant à une augmentation de nombre des 

étapes de rinçage. Cette étude a été réalisée dans le but de ne mesurer que l'activité des enzymes 

liées fortement au support (liaisons covalentes) après élimination de celles adsorbées non 

spécifiquement. C'est pour cette même raison que différents composés connus pour leurs propriétés 

désorbantes [9-12] (le tensio-actif Tween 20, la guanidine) ont également été testés (cf paragraphe 

suivant). La figure IV.7. présente la comparaison de l'activité enzymatique mesurée pour ces deux 

protocoles de rinçage avec des échantillons de type PPGTR provenant d'une même série plasma, 

c'est à dire obtenus à partir d'un même film de PE traité par plasma. 

 On observe que l'augmentation du nombre des étapes de rinçage (protocole b) supprime le 

relarguage de la trypsine observé avec le protocole (a). 

Nous avons aussi constaté pour les tests de contrôle (échantillons n'ayant pas subis 

l'incubation avec la trypsine ou encore échantillons de type PT et PPT) une diminution des 

interférences avec la solution BAEE: c'est à dire que l'augmentation de la DO au cours du temps 

observée avec ces échantillons devient nulle ou non significative avec le protocole de rinçage (b). 

On doit remarquer que, dans tout ce travail, nous avons été confronté à la mesure de 

variations de densité optique relativement faibles alors même que les solutions sans enzyme - 

substrat seul (BAEE) ou PE non traité + BAEE par exemple - pouvaient évoluer au cours du temps, 

de façon plus ou moins importante selon les expériences. Nous avons donc dû estimer une 

"variation minimum" de DO traduisant un effet enzymatique significatif. En considérant les 

différentes expériences réalisées, nous avons estimé cette pente minimum à 10-4 DO / min, ce qui 
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correspond à une mesure de variation de DO de 6 10-3 en une heure d'expérience, ou encore à une 

activité A = 2 10-2 Unité / cm2. En résumé, en dessous de cette valeur, nous avons jugé qu'on ne 

pouvait pas affirmer de façon certaine la présence d'une activité enzymatique significative sur les 

échantillons de PE. 

Pour les échantillons traités par plasma allylamine et N2+H2, le même effet de rinçage a été 

constaté. En conséquence pour la suite de notre étude, le protocole de rinçage (b) a été choisi pour 

tous les échantillons. 

 

(a)

(b)

 

Figure IV.7. Effet de l’augmentation de nombre de rinçage sur l’activité enzymatique de deux 

échantillons de type PPGTR provenant d'une même série plasma NH3: rinçage en 3 étapes (a) et 

rinçage en 5 étapes (b) 



CHAPITRE IV: Validation de l’immobilisation covalente de l’enzyme par mesure de l’activité enzymatique 
 

 146

II.2.3. Comparaison des activités enzymatiques obtenues par différents traitements plasma 

 

II.2.3.1. Activité enzymatique de surfaces traitées par plasma NH3 

 

 Le calcul de l’activité enzymatique par unité de surface de support permet de mettre en 

évidence l’efficacité de l’immobilisation en fonction des étapes de fonctionnalisation ou des types 

de rinçage effectués (cf tableau IV.4) : 

 

- L'activité enzymatique des échantillons de type PPGTR ayant subi les quatre étapes : 

 traitement par plasma, fixation de GA, immobilisation de la trypsine et réduction par 

 NaCNBH3, est la plus élevée et est, en particulier, supérieure à celle des échantillons n’ayant 

 pas subi l’étape de la réduction (PPGT). 

- Les activités enzymatiques des échantillons rincés avec la solution de tampon ou avec la 

 solution de tween sont identiques. 

- L'activité des échantillons rincés avec la solution de guanidine reste toujours très faible, 

 inférieure au seuil de "détection significative". 

- On remarque l'activité significative des échantillons PPTR ayant subi l'incubation directe PE 

 traité par plasma + trypsine (sans l'étape glutaraldéhyde) puis la réduction par NaCNBH3. 

- Au contraire, les échantillons PPGT ayant subi le protocole d'immobilisation classique, mais 

 sans réduction finale, montrent une faible activité qui varie entre 1,8 et 2 U/cm2. 

 

Notons que les valeurs des incertitudes mentionnées dans le tableau correspondent à l’écart type 

σn calculé à partir des résultats de n échantillons différents. Cet écart type illustre la dispersion des 

résultats, due d'une part à la sensibilité des mesures et d'autre part à la reproductibilité des essais : 

reproductibilité liée au fait que les échantillons (disques PE) sont découpés en différents endroits 

des films de PE traités par plasma; et aussi aux possibles variations d'un traitement plasma à un 

autre. 
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Nom 

 

Tampon (U/cm2) 

 

Tween (U/cm2) 

 

Guanidine (U/cm2) 

PPGTR 8,4.10-2 ± 2.10-2 

n=17 

8,1.10-2 ± 2.10-2 

n=11 

1,5.10-2 ± 0,6.10-2 

n=8 

PPGT 

 

1,8.10-2 ± 1.10-2 

n=5 

2,2.10-2 ± 1.10-2 

n=6 

0,7.10-2 ± 0,5.10-2 

n=4 

PPTR 

 

7,6.10-2 ± 2.10-2 

n=4 

7,8.10-2 ± 3.10-2 

n=3 

0 

n=4 

PPT 3,2.10-2 ± 2.10-2 

n=7 

3,1.10-2 ± 2.10-2 

n=5 

1,1.10-2 ± 0,1.10-2 

n=3 

 

Tableau IV.4. Activité enzymatique d'échantillons issus de PE traité par plasma NH3 

(Q NH3 = 175 sccm, Pw = 40 W, P = 1,5 mbar, t = 2 s). Les incertitudes indiquées sont les écarts 

types σn calculés à partir des résultats de n essais. 

 

 Les résultats montrent l'effet important sur l’activité enzymatique produit par le NaCNBH3 

qui permet de réduire les fonctions imines en amines secondaires plus stables. La valeur de 

l’activité enzymatique passe d'environ 2.10-2 U/cm2 (valeur non significative) pour PPGT à environ 

8.10-2 U/cm2 pour PPGTR. 

 La – relativement – forte activité des échantillons PPTR, qui évitent l'étape du 

glutaraldéhyde, nous a surpris. Nous n'avons pas de certitude quant à la nature des liaisons entre le 

PE traité et la trypsine: des phénomènes de physisorption comme des liaisons chimiques sont 

envisageables du fait, d'une part du caractère hydrophile du PE traité plasma (cf chapitre II résultats 

XPS) et d'autre part de la grande variété de fonctions chimiques créées en surface par le plasma. Il 

est également remarquable que, comme pour l'immobilisation classique avec le glutaraldéhyde, 

l'utilisation du réducteur NaCNBH3 se révèle indispensable à la manifestation d'une activité 

conséquente, les échantillons PPT ayant une activité très faible d'environ 3 U/cm2. 

 Par la suite, afin d'essayer d’augmenter l’activité enzymatique, nous avons testé l'utilisation 

de ce réducteur après les deux étapes de formation d'imine: (i) après la fixation de GA sur le PE 

traité plasma, (ii) après l’immobilisation de la trypsine. Cependant la valeur de l’activité 

enzymatique dans ce cas (échantillon PPGRTR) a diminué, passant à A = 5,2.10-2 ± 0,6.10-2 U/cm2 

(n=4).On doit noter que cet essai a été réalisé avec seulement 4 échantillons (deux traitements 

plasma différents). 
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 En ce qui concerne les différentes solutions de rinçage (tampon, tween, guanidine), nous 

avons trouvé une activité semblable dans le cas du tampon et du tween. Par contre nous avons 

observé une perte de l’activité enzymatique en utilisant la solution de guanidine, que ce soit à la 

concentration 2 M ou 5 M. 

 L’équipe de Mikulec [13] a constaté que la guanidine élimine complètement toute l’activité 

enzymatique de la trypsine immobilisée sur la surface Co-Cr-Mo. Dans le cas de protéines 

faiblement liées, ces auteurs proposent d'expliquer leur "décrochage" par l'affaiblissement des 

interactions hydrophobes avec la surface. Ils associent ce phénomène à la forte solubilité des acides 

aminés asparagine, glycine et tyrosine - prédominants dans la trypsine [14] - dans les solutions de 

guanidine 5 M [15]. Ils font également remarquer que ces trois acides aminés sont abondants à 

proximité du site actif de la trypsine [14,16] ce qui pourrait expliquer la dénaturation de l'enzyme par 

les solutions de guanidine. 

 On peut noter que dans le cas du rinçage avec la solution tampon, des essais ont été réalisés 

en remplaçant le tampon par de l'eau distillée lors de la dernière étape de rinçage, afin d'éliminer les 

ions sodium et hydrogénophosphate avant passage des échantillons en XPS. Les échantillons de 

type PPGTR ayant subi un tel rinçage final à l'eau montrent une activité faible: 3,4.10-2 ± 2.10-2 

U/cm2 (n=3). 

 Des expériences ont également été menées sur des échantillons de PE non traité, incubés 

dans la solution de trypsine. On remarque que les échantillons lavés avant incubation (lavage en 3 

étapes: eau, éthanol absolu, eau) conduisent à des valeurs significativement inférieures aux 

échantillons bruts utilisés: échantillon lavé (2 essai) A = 1,2 10-2 ± 0,3 10-2 U/cm2; échantillons non 

lavés (n=3 essais): A = 3,7 10-2 ± 0,4 10-2 U/cm2. 
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II.2.3.2. Activité enzymatique de surfaces traitées par le mélange N2+H2 plasma 

 

 Nous avons également étudié l’activité enzymatique de la trypsine immobilisée sur des 

échantillons de PE traité par plasma N2+H2. 

 

Le tableau IV.5. montre que, comme au paragraphe précédent: 

 

o l’activité enzymatique des échantillons rincés avec la solution de guanidine 5 M 

n’est pas significative (1,0.10-2 U/cm2) 

o pour un rinçage avec la solution tampon, l'activité enzymatique (4,9.10-2 U/cm2) 

des échantillons PPGTR (réduits par NaCNBH3) est supérieure à celle des 

échantillons PPGT non réduits. 

o Par contre, cette valeur de 4,9.10-2 U/cm2 obtenue dans le cas du traitement par 

plasma N2+H2 est plus faible que dans le cas du traitement par plasma ammoniac. 

 

 

Nom 

 

Tampon (U/cm2) 

 

Guanidine (U/cm2) 

PPGTR 4,9.10-2 ± 5.10-3 

n=3 

1,0.10-2 ± 9.10-3 

n=3 

PPGT 

 

3,8.10-2 ± 4.10-3 

n=3 

0 

n=3 

 

Tableau IV.5. Activité enzymatique d'échantillons provenant de PE traité par plasma N2+H2 

(Q N2 = 55 sccm, Q H2 = 165 sccm, Pw = 40 W, P = 1,0 mbar, t = 2 s); Les incertitudes indiquées 

sont les écarts types σn calculés à partir des résultats de n essais. 

 

 Nous pouvons conclure que dans nos conditions, un traitement par un plasma ammoniac est 

plus efficace, pour maximiser l’activité enzymatique immobilisée, qu'un traitement par un plasma 

du mélange N2+H2. 

 Nous n'avons pas trouvé le temps de déterminer le nombre de fonctions amines primaires sur 

des surfaces traitées par le mélange N2+H2 à l'aide des méthodes de dosage expliquées au chapitre 

II. Par contre d'autres travaux du laboratoire ont montré que l'ammoniac est plus efficace que le 

mélange N2+H2 pour l'amélioration de l'adhérence des couches de cuivre vis-à-vis des polymères 

fluorés [17] mais aussi pour le greffage d'anticorps à la surface de membranes de cellulose [5]. 
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II.2.3.3. Activité enzymatique de surfaces traitées par plasma allylamine 

 

 Dans les deux paragraphes précédents, nous avons réalisé le greffage des fonctions amines 

primaires par des traitements de fonctionnalisation par plasma NH3 et mélange N2 + H2. Dans ce 

paragraphe, nous nous intéresserons à la polymérisation par plasma de l'allylamine (PPAA) pour 

déposer une couche mince contenant des fonctions amines primaires. 

 Le dépôt d’allylamine polymérisée par plasma basse pression a été effectué selon deux 

conditions opératoires. Les résultats montrent que l’activité enzymatique varie en fonction du choix 

des conditions expérimentales. De plus, nous avons constaté que les conditions de pré-traitement 

dans l'argon jouaient aussi un rôle important sur l’activité enzymatique (tableau IV.6.). 

 

Nom Tampon (U/cm2) Tween (U/cm2) Eau (U/cm2) 

PPGTR (I) 6,9.10-2 

n=1 

5,9.10-2 

n=1 

3,9.10-2 

n=1 

PPGTR (II) 1,5.10-1 

n=1 

7,9.10-2 

n=2 

5,6.10-2 

n=1 

 

Tableau IV.6. Activité enzymatique de la surface traitée par plasma allylamine 

(I): (pré-traitement: Q Ar = 150 sccm, Pw = 20 W, P = 0,8 mbar, t = 5 s et traitement: Q Ar = 30 sccm, 

Pw = 25 W, P = 1,0 mbar, t = 30 min) 

(II): (pré-traitement: Q Ar = 150 sccm, Pw = 20 W, P = 1 mbar, t = 5 min et traitement: Q Ar = 30 

sccm, Pw = 25 W, P = 0,45 mbar, t = 20 min) 

 

 Les résultats obtenus montrent que quelle que soit la solution de rinçage, plus le temps de 

pré-traitement dans l'argon est long, plus grande est l’activité enzymatique. 

Comme pour les traitements précédents, le rinçage des échantillons avec une dernière étape 

utilisant l’eau distillée, ou avec la solution de guanidine 2 M, mène à une diminution de l’activité 

enzymatique mesurée. 

En ce qui concerne la question principale de l'efficacité d'un traitement du PE par plasma 

allylamine pour l'immobilisation de la trypsine, nous n'avons pas de réponse simple à ce stade de 

l'étude. En premier lieu, peu d'expériences ont été réalisées : une série plasma / un échantillon 

PPGTR. 
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L'expérience (II) sur PPGTR rinçage tampon avait donné la plus grande valeur d'activité 

immobilisée obtenue dans ce travail soit 15 10-2 U/cm2. Par contre, contrairement à ce que l'on avait 

observé avec les traitements NH3 ou N2 + H2, le rinçage avec la solution de Tween diminue 

fortement cette activité, jusqu'à une valeur de 7,9 10-2 U/cm2, voisine de celles obtenues pour 

PPGTR traitement NH3. Par ailleurs, le changement des conditions expérimentales du dépôt par 

plasma n’a pas permis de reproduire les fortes activités obtenues avec les premières conditions. 

Une étude plus approfondie sera nécessaire pour optimiser les conditions opératoires du 

traitement par plasma d'allylamine en vue de l’immobilisation enzymes. C’est la raison pour 

laquelle le traitement par plasma d’ammoniac a été choisi pour la suite de notre étude. 
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III. Activité enzymatique de la trypsine immobilisée sur des surfaces 

de PE traité par plasma NH3 

 

III.1. Evaluation de l’activité enzymatique en fonction de la concentration de la 

trypsine dans la solution d'incubation 

 

 L'étape d'immobilisation de l'enzyme par incubation des échantillons de PE fonctionnalisés 

dans une solution de trypsine (généralement à 1 g/l) a été décrite au chapitre III. 

 La figure IV.8. représente l’influence de la variation de la concentration de la trypsine dans 

la solution d'incubation sur l’activité immobilisée mesurée initialement sur des échantillons de type 

PPGTR. On peut constater que l’activité enzymatique croît avec l’augmentation de la concentration 

de trypsine jusqu’à 0,5 g/l. Pour des concentrations supérieures (0,5-1 g/l), on peut considérer que 

l'activité immobilisée atteint un plateau. Ces résultats sont en accords avec ceux obtenus par analyse 

XPS et présentés chapitre section III, I.3.3. 

 

 

Figure IV.8. Effet de la concentration de la trypsine dans la solution d'incubation sur l’activité 

enzymatique immobilisée – (Echantillons PPGTR rinçage tampon) 
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III.2. Evaluation de l’activité enzymatique en fonction de la concentration de GA 

 

 L’activité enzymatique a également été évaluée en faisant varier la concentration du 

glutaraldéhyde (GA) dans la solution réagissant avec les amines primaires en surface du PE traité 

par plasma (la concentration de la trypsine est 1 g/l). 

 Les résultats présentés Figure IV.9. montrent qu'entre 0,5 % et 5 % de GA l’activité 

enzymatique ne varie pas de manière significative. Cette observation est en accord avec les travaux 

effectués par L. Geng et al. sur l’immobilisation de la trypsine [18]. 

 

 

Figure IV.9. Evolution de l’activité enzymatique en fonction de la concentration de GA dans le 

mélange réactionnel (Echantillon PPGTR rinçage tampon) 
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III.3. Stabilité de l’activité enzymatique au cours d’essais répétitifs 

 

 Dans le but d’évaluer la stabilité de l’activité enzymatique de la trypsine immobilisée sur la 

surface, nous avons effectué une comparaison entre l’activité enzymatique du premier essai et celle 

mesurée au cours du temps. Pour cela, après le premier essai, l’échantillon est conservé dans une 

solution de tampon phosphate 0,1 M, pH 7,6 et à 4°C. Après un certain temps - pouvant varier 

d’une semaine à trois semaines - , l'échantillon est sorti de sa solution de stockage, séché à l’air à 

température ambiante, puis testé à nouveau contre une solution de BAEE suivant le protocole déjà 

présenté (section II.2.1.). En fonction de l'activité enzymatique mesurée, il peut être à nouveau 

stocké en l'attente de tests suivants. 

 Le tableau IV.7. regroupe les valeurs des activités enzymatiques mesurées lors des 

"deuxième essais" réalisés avec les échantillons déjà présentés (tableau IV.4.). 

 

 

Nom 

 

Tampon (U/cm2) 

 

Tween (U/cm2) 

 

Guanidine (U/cm2) 

PPGTR 4,5.10-2 ± 9.10-3 

n=10 

4,0.10-2 ± 9.10-3 

n=8 

1,4.10-2 ± 6.10-3 

n=3 

PPGT 

 

0,7.10-2 ± 6.10-3 

n=3 

0,6.10-2 ± 5.10-3 

n=3 

– 

PPTR 

 

2,1.10-2 ± 13.10-3 

n=3 

2,0.10-2 ± 5.10-3 

n=2 

– 

 

PPT 1,6.10-2 ± 1.10-3 

n=2 

1,6.10-2 ± 3.10-3 

n=2 

– 

 

 

Tableau IV.7. Mesure de l’activité enzymatique des échantillons lors du deuxième essai, après une 

première période de stockage variant d’une à trois semaines 

 

Un résultat important montré dans le tableau IV.7. est le maintien d'une activité enzymatique 

significative pour les échantillons du type PPGTR, même si cette activité a diminué d'environ 50% 

par rapport au premier essai. 

Par contre les échantillons de type PPTR (sans glutaraldéhyde), qui montraient une activité 

voisine de celle des PPGTR au premier essai, voient celle-ci chuter de manière plus drastique 
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encore, puisqu'ils perdent près de 75% de l'activité initiale, avoisinant au deuxième essai des valeurs 

à peine significatives (2 10-2 U/cm2). 

Les résultats obtenus confirment l'intérêt de procéder à la réduction par NaCNBH3, les 

échantillons non réduits PPGT et PPT montrant des activités non significatives, du même ordre de 

grandeur que des échantillons de PE non traités incubés en présence d'enzyme (PT). 

 On confirme également la similarité des activités obtenues avec les deux solutions de 

rinçage : solution tampon et tween. 

Par la suite, nous avons entrepris de suivre l’évolution de l’activité enzymatique des 

échantillons PPGTR, PPTR et PPGRTR pendant des essais répétitifs sur une période de 2 mois. 

 

 

Figure IV.10. Evolution de l’activité enzymatique en fonction du nombre d'essais pour les 

échantillons PPGTR, PPTR et PPGRTR; les barres d'incertitudes portées sur le diagramme 

correspondent à la valeur de l’écart type σn 

 

 On constate que l’activité enzymatique des échantillons PPGTR, PPTR et PPGRTR diminue 

progressivement au cours du temps et après quatre essais répétitifs. Cette diminution est plus 

importante dans le cas des échantillons PPTR (PE traité par plasma, immobilisation de la trypsine et 

réduction par NaCNBH3) où l’activité passe à 28 % (PPTR) de la valeur initiale dès le deuxième 

essai. Cette décroissance continue jusqu’à la perte totale de l’activité enzymatique. 
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 En ce qui concerne les échantillons PPGTR les résultats montrent qu’environ 50 % de 

l’activité reste sur la surface après le deuxième essai; et environ 40 % après le troisième 

(correspondant à environ 4 à 6 semaines de stockage). Ceci confirme le rôle positif du 

glutaraldehyde (GA) qui favorise la stabilité de la trypsine immobilisée sur la surface. Ces résultats 

sont en accord avec la littérature [19]. 

 Cependant cette activité devient faible au cours du temps et après des essais répétitifs. Après 

le quatrième essai l’activité enzymatique restant sur la surface passe à 8 % de la valeur initiale, 

inférieure à la valeur minimum significative. Cette diminution de l'activité au cours du temps est 

courante, même pour des enzymes immobilisées, et variable selon leur nature. On l'impute 

généralement à un changement de configuration de l'enzyme immobilisée ; dans le cas des protéases 

un risque supplémentaire pourrait provenir des éventuelles enzymes libérées dans le milieu de 

stockage, qui seraient alors en posture de lyser celles encore immobilisées [2,20-21]. Enfin, on ne pas 

exclure la dégradation du polymère lui-même. 

 Afin de tenter d’améliorer la conservation de l’activité enzymatique des échantillons au 

cours des essais répétitifs, nous avons étudié - sommairement - l’influence du pH (3 ; 4 ; 6 ; 7,6 ; 

10) des solutions de phosphate de sodium utilisées pour le stockage sur l’activité enzymatique. 

Cependant, les résultats de ces mesures n'ont pas été concluants et la compréhension des 

phénomènes mis en jeu dans la perte progressive de l'activité enzymatique immobilisée au cours de 

longues périodes demanderait une étude beaucoup plus complète. 
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 Le tableau IV.8. présente différents résultats concernant la stabilité d’enzymes immobilisées 

par différentes méthodes. 

 

Enzyme Support Immobilisation Stabilité Référence 

Trypsine 
 

Polyéthylène (PE) Plasma NH3 + 
glutaraldéhyde 

50 % de l’activité reste 
au 2ème essai 

Présent 
Travail 

Trypsine 
 

Bille gel de silice 
réticulé avec chitosan 

Epoxy activation  
+ glutaraldéhyde 

(1) 

A.R* 65% au 
4ème essai 

75 % à 30 jours 

Xi et al. 
2005 [2] 

Trypsine 
 

Cellulose 
+ polymère acrylique 

Hexyl diamine + 
glutaraldéhyde 

A.R* 90% (2) 
à 90 jours, 4°C, 
milieu Tris-HCl 

Jiang et al. 
2000 [22] 

Trypsine 
 

Membrane PVDF 
activée (3) par 

carboxyl 

Covalente 
Incubation 

directe trypsine 

Stable 1 an 4°C, 
tampon Tris-HCl 

"Légère décroissance" 
3ème digestion 

Bienvenut et 
al. 

1999 [23] 

Trypsine 
 

Polyéthylène Covalente (4) 
PE-g-PAA + 

CMC 

A.R* 95% 6 mois 
de stockage 

100% pour 6 essais 

Yamada et al. 
2003 [24] 

Trypsine Silicium poreux Silanisation (5) 
+ glutaraldéhyde 

Utilisation pour 400 
digestions sur 2 mois 

en présence de 
guanidine, HCl 2M (5) 

Ekström et al. 
2000 [25] 

MDH 
et LDH (6) 

 

CIM epoxy monoliths 
(6) 

Covalente 
via liaison avec 

epoxy 

100% 
100 à 150 jours 

Vodopivec et 
al. 2003 [26] 

 
* A.R = Activité résiduelle 
 
(1): Activation par le 1,2-éthylènediglycidyl éther. 
(2): Activité de l'enzyme immobilisée = 55,6 % enzyme libre 
(3): Membrane IAV, Société Immobilon tech 
(4): PE-g-PAA: Polyéthylène greffé avec un polymère d'acide acrylique; liaison avec le CMC: 
CMC= 1-cyclohexyl-3-(2-morpholinoéthyl)-carbodiimide metho-p-toluenesulfonate. 
(5): (3-aminopropyl)triethoxysilane. 
(6): Support commercial méthacrylate poreux; MDH= Malate déshydrogénase; LDH=L-lactate 
déshydrogénase. Pas de changement de réponse pendant une période de mesures de 100 jours. 
Activité relative de la trypsine immobilisée : 45% à 13% de l'enzyme native. 
 

Tableau IV.8. Stabilité d’enzymes immobilisées par différentes méthodes selon la littérature 
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 Notre recherche bibliographique a permis de montrer qu’il n’y a pas beaucoup d’études sur 

la stabilité des enzymes immobilisées sur des surfaces traitées par plasma (tableau IV.8.). On peut 

également constater une grande disparité des résultats de stabilité annoncés pour une même enzyme 

(trypsine par exemple) selon la nature des surfaces, les méthodes de fonctionnalisation et 

d’immobilisation, et selon les conditions de travail ou de stockage. De plus, les auteurs ne 

quantifient pas toujours la stabilité en terme d’évolution de l’activité enzymatique mesurée au cours 

du temps, ce qui rend difficile l’évaluation des différents systèmes d’immobilisation. 

 Pour ces raisons, il est malaisé d’interpréter les comparaisons et de proposer un procédé 

optimisé, en l’état actuel de nos connaissances. Les paramètres les plus immédiats qui semblent 

pouvoir être améliorés sont les conditions de stockage. Cependant, une différence importante par 

rapport à d’autres méthodes plus classiques d’immobilisation, provient de la nature de la surface 

traitée par plasma. Il est indispensable d’intégrer la possible évolution de cette surface dans l’étude 

de la stabilité de l’enzyme qui s’y trouve fixée. Des modifications de la longueur ou de la rigidité du 

bras espaceur pourraient contribuer à avancer dans la connaissance des phénomènes mis en jeu. 
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Conclusion 

 

 L’étude décrite dans ce chapitre a été consacrée à la mesure de l’activité enzymatique de la 

trypsine immobilisée sur la surface de polyéthylène. Afin de comparer l’influence de l’activité 

enzymatique sur des surfaces présentant des taux d’amines différents, nous avons utilisé les 

différents procédés de plasma: soit une fonctionnalisation de la surface à partir du gaz ammoniac ou 

du mélange N2+H2, soit la polymérisation sur la surface en employant un précurseur tel que 

l’allylamine. 

Dans le cas de l’utilisation du mélange des gaz N2+H2, l’activité enzymatique est plus faible 

que celle obtenu avec l’ammoniac. En ce qui concerne le plasma d’allylamine, une étude plus 

approfondie sera nécessaire pour optimiser les conditions opératoires du traitement plasma en vue 

de l’immobilisation des enzymes. C’est la raison pour laquelle le traitement par plasma d’ammoniac 

a été choisi pour la suite de notre étude. 

 Le protocole de rinçage des échantillons, après l’immobilisation de la trypsine, a été 

optimisé afin d’éviter son relarguage dans la solution de travail (substrat BAEE). Nous avons 

également mis en évidence que l’activité enzymatique ne dépend pas de la concentration de la 

solution de glutaraldéhyde pour les concentrations entre 0,5 % et 5 % de GA. En revanche, elle croit 

avec l’augmentation de la concentration de la trypsine jusqu’à atteindre une valeur maximale pour 

une concentration de trypsine de 0,5 g/l. Au delà de cette concentration, la variation de l’activité 

enzymatique n’est pas significative. 

 Les études concernant l’activité enzymatique indiquent une activité plus élevée pour les 

échantillons ayant subis la réduction par NaCNBH3 (8,4.10-2 U/cm2). En effet, la réduction conduit 

à une conversion des fonctions imines en amines secondaires beaucoup plus stables. 

 Nous avons également étudié la variation de l’activité enzymatique en fonction de 

différentes solution de lavage: eau distillée, solution guanidine 2 M ou 5 M, tampon phosphate seul 

ou avec du tween 20. La valeur de l’activité enzymatique est identique pour les échantillons rincés 

avec ces deux dernières solutions. En revanche l’activité est nettement plus faible dans le cas des 

rinçages à l’eau ou avec la solution de guanidine. 

 Les données expérimentales montrent une activité identique pour les échantillons PPGTR et 

PPTR (sans l’étape de fixation de GA) en ce qui concerne le premier essai. Cependant, l’étude de la 

stabilité de la trypsine immobilisée met en évidence que 50 % de l’activité enzymatique reste sur la 

surface après le deuxième essai dans le cas des échantillons PPGTR, alors qu’elle diminue 
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rapidement pour les échantillons PPTR (une perte de l’activité de 72 % de la valeur initiale après le 

deuxième essai). Cette décroissance continue jusqu’à la perte totale de l’activité enzymatique. 

 Il serait intéressant à l’avenir de comprendre les mécanismes de cette perte d’activité au 

cours du temps - stabilité du support, des fonctions, de l’enzyme - et de tenter d’y remédier. 
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Conclusion générale 
 

 

L'objectif de ce travail était de mettre au point un procédé d'immobilisation d'enzyme sur des 

supports de polyéthylène (PE) traité par voie plasma, de caractériser la surface du polymère au 

cours des étapes successives du processus et d'évaluer les performances du produit fini. 

La plus grande partie de l'étude a été réalisée en mettant en œuvre une première étape de 

fonctionnalisation du polyéthylène par plasma ammoniac, les conditions d'un tel traitement ayant 

déjà été optimisées au laboratoire. 

 La surface de PE issue de cette première étape de traitement a été caractérisée par différentes 

techniques complémentaires: 

- la mesure de l'angle de contact formé entre une goutte d'eau et la surface de PE, traité ou non 

traité. On montre ainsi que, d'un point de vue physicochimique, la surface a bien été modifiée, 

puisqu’elle est devenue plus hydrophile après traitement (PE non traité θ = 90°, PE traité θ = 54°). 

- l'étude par XPS a confirmé le greffage de fonctions aminées (PE non traité % N/C = 0 ; PE traité 

% N/C = 0,12). 

- pour la détermination de la densité des fonctions amines de surface, plusieurs méthodes de 

dérivation utilisant des sondes dosables par spectrophotométrie UV/visible ont été testées. Deux 

méthodes exploitant la réactivité des composés sulfo LC-SPDP et ITL (méthode ITL/BCA) envers 

les amines primaires, ont été sélectionnées pour doser spécifiquement ces dernières. Ces deux 

méthodes ne donnent pas lieu à des interactions non spécifiques significatives et mènent à des 

résultats cohérents : 1,2 à 1,4 molécules -NH2/nm2. Les fonctions amines secondaires ont été 

estimées à 3,9 molécules -NHR/nm2 à l'aide d’une seule méthode (sulfo SHPP/BCA). Quant aux 

amines tertiaires elles n'ont pas pu être déterminées, la méthode au bleu de bromophénol, sensée 

doser l'ensemble des amines primaires, secondaires et tertiaires, s'étant révélée inadaptée à nos 

conditions (interactions non spécifiques avec le PE non traité trop importantes). Dans la mesure où 

notre intérêt principal concernait la densité d'amines primaires, nous n'avons pas cherché à résoudre 

ce problème. 

Au delà de l'objectif premier de disposer de mesures fiables de la densité surfacique 

d'amines primaires, - une forte densité est, a priori, un des critères de performance des traitements 

aminant -, nous avons exploité ces méthodes dans le but de mieux connaître leur stabilité dans le 

temps. Les surfaces traitées par plasma sont connues pour être sujettes à diverses évolutions en 

présence d'oxygène ou en présence de différents solvants. On a donc vérifié que la densité des 
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amines primaires diminuait au cours du temps et, résultat plus original, on a pu chiffrer cette 

décroissance à environ 10% de la quantité initiale durant les premières 24 heures, dans le cas d'un 

stockage à l'air à température ambiante comme dans le cas d'un stockage en milieu tampon pH 7,6 à 

4°C. Pour des durées de stockage plus longues (10 jours) le milieu tampon phosphate à 4°C semble 

préférable au stockage à l'air mais au vu du petit nombre d'expériences supportant cette hypothèse il 

serait sage de reproduire ces expériences avant de conclure. 

Suite logique de la phase précédente, nous avons mis en œuvre et caractérisé la seconde 

étape du processus d'immobilisation par liaison covalente: le greffage d'un bras espaceur, le 

glutaraldéhyde, à la surface du PE traité, par formation d'une liaison imine entre les fonctions amine 

primaire et aldéhyde. 

- la caractérisation par XPS a montré la diminution du rapport N/C signe d'un masquage des 

fonctions amines par le glutaraldéhyde. De plus, l'expérience menée en modifiant la concentration 

du glutaraldéhyde dans le milieu d'incubation, a montré que la concentration choisie usuellement (5 

%) était suffisante pour assurer la saturation de la surface (plateau de la courbe N/C fonction de la 

concentration). 

- comme pour les fonctions amines, on a cherché à mesurer la densité des fonctions aldéhyde 

présentes à la surface. Deux méthodes, ne donnant pas d'interactions non spécifiques ou 

d'interférences, ont été à nouveau sélectionnées. L'une utilise la tyramine pour réagir avec les 

aldéhydes de surface et conduire à une surface réductrice; celle-ci réduit alors les ions cuivriques et 

on mesure l'apparition des ions cuivreux au spectrophotomètre, à l’aide du BCA. L'autre méthode 

libère directement le glutaraldéhyde greffé à la surface (hydrolyse), glutaraldéhyde mesuré à son 

tour par spectrophotométrie, après réaction avec le phénol. Les résultats obtenus avec les deux 

méthodes donnent une densité de fonctions aldéhyde comprise entre 1,2 et 1,4 molécules -CHO 

/nm2, et nous ont conduit à plusieurs conclusions: 

 - les deux méthodes mènent à des valeurs très voisines entre elles, et de plus très semblables 

à celles obtenues pour les amines primaires: ces quatre résultats quasi identiques se confortent 

mutuellement, et suggèrent que les réactions [amine primaire + GA] se font mole-à-mole. 

 - ceci est en accord avec le souhait de saturation des sites d'amines primaires réalisé 

expérimentalement grâce au large excès de fonctions aldéhyde disponibles dans la solution 

d'incubation, et vérifié par les résultats XPS (pour des concentrations de GA > 2,5 %). 

 - il ne semble pas qu'il existe en quantité significative de molécules de glutaraldéhyde 

pontées entre deux amines de surface, car les deux méthodes "Tyramine/BCA" et "Acide/Phénol" 

devraient,dans ce cas, donner des résultats différents. 



 

 168

Cette mise au point de méthodes de dosage a également rendu possible l'étude de la stabilité 

des fonctions aldéhyde au cours du temps. Celles-ci se sont montrées plus stables que les amines 

primaires puisqu'on a chiffré des diminutions, dans les premières 24 heures, de 3% de la valeur 

initiale dans l'air à température ambiante et 4% en milieu tampon phosphate à 4°C. Une conclusion 

importante pour la conduite du procédé d'immobilisation est donc qu'il est préférable d'enchaîner 

rapidement les étapes traitement plasma et fixation du glutaraldéhyde, cette seconde étape 

stabilisant en quelque sorte la surface. 

Enfin nous avons réalisé la troisième étape d'immobilisation de l'enzyme en incubant les 

échantillons de PE portant les fonctions aldéhyde dans une solution de trypsine. Deux variantes 

expérimentales ont été testées, selon qu'on opérait - ou non - la réduction des fonctions imines 

précédemment formées par le cyanoborohydrure de sodium (réduction en amines secondaires 

réputées plus stables). A nouveau nous nous sommes efforcés de caractériser cette nouvelle étape 

par différentes méthodes: 

- Par XPS on a mis en évidence l'augmentation du rapport N/C et la déconvolution des pics C1S a 

montré l'apparition d'un pic "amide" correspondant aux très nombreuses liaisons peptidiques reliant 

deux à deux les différents résidus aminés de la protéine (123 résidus d'acides aminés). Une 

approche originale a également consisté à rechercher les C1S et S2P qui sont apparus comme de bons 

marqueurs de la présence de l'enzyme. En effet, en dépit d'impuretés soufrées, on a observé à 164 

eV la signature de liaisons C-S attribuées aux résidus d'acides aminés soufrés : cystéine (12 résidus) 

et méthionine (3 résidus). La comparaison des pics S2P en fonction de concentrations variables de 

trypsine dans la solution d'incubation a également permis de vérifier que la concentration 

usuellement utilisée était suffisante pour assurer une "saturation" de la surface. 

- Par la méthode au BCA nous avons estimé la masse de trypsine présente en surface du PE à 1,7 

µg/cm2 valeur plus faible que d'autres obtenues avec des copolymères greffés sur des polymères 

présentant une morphologie et une réactivité différente. Mais la fonctionnalisation directe de la 

surface opérée dans notre cas ne permet pas l'inclusion d'enzyme dans des couches réticulées d'une 

certaine épaisseur. L'estimation du taux de recouvrement de la surface à partir d'un calcul très 

simplifié laisse supposer que la trypsine est immobilisée sur plusieurs couches et/ou en formant des 

agrégats, ce dernier point ayant été suggéré par l'observation des clichés MEB et AFM. 

- Enfin nous avons mesuré l'activité enzymatique des échantillons de PE en suivant les cinétiques de 

dégradation du substrat synthétique BAEE. Une activité d'environ 8.10-2 U/cm2 a été observée pour 

les échantillons de type PPGTR, qui avaient subi toutes les étapes de traitement ainsi que la 

réduction par NaCNBH3 et d'environ 7,7.10-2 U/cm2 pour le type PPTR, sans bras espaceur 

glutaraldéhyde; les autres échantillons non réduits donnant des activités très faibles ou non 
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significatives. Cette valeur est tout a fait dans la gamme des activités enzymatiques mesurées par 

d’autres auteurs. 

- Alors qu'un protocole de rinçage rigoureux avait été mis au point pour éviter tout relarguage 

d'enzyme dans la solution de substrat pendant la durée du premier test cinétique, nous avons étudié 

la stabilité de l'activité au cours du temps (conservation dans un milieu tampon phosphate à 4°C) et 

au cours d'essais répétitifs. Seuls les échantillons de type PPGTR (PE 

traité+glutaraldéhyde+trypsine+réduction) ont montré une activité significative pour le deuxième 

essai et une décroissance progressive jusqu'au 4ème, soit après une période d'environ 2 mois de 

conservation à 4°C dans une solution tampon. Ce dernier point justifie l'utilisation du 

glutaraldéhyde, dont on pouvait douter lors de la comparaison des activités initiales des échantillons 

PPGTR et PPTR (PE traité+trypsine+réduction). Il faut préciser qu’il existe très peu de travaux sur 

la stabilité des enzymes immobilisées après traitement plasma. 

- On doit cependant remarquer que la littérature fournit des exemples d'immobilisation de la 

trypsine conduisant à des stabilités bien supérieures. Néanmoins ceci a été obtenu sur d’autres 

surfaces de polymères présentant des morphologies et des réactivités différentes. 

- La valeur de l'activité enzymatique mesurée en regard de la densité de 1,7 µg/ cm2 obtenue par la 

méthode au BCA pose également problème. La mesure de l'activité a été répétée un grand nombre 

de fois - pour PPGTR : 28 fois pour l'activité initiale ; 18 fois pour les "deuxièmes essais" en 

rassemblant les rinçages faits avec le tampon et avec le tween - ce qui nous donne une grande 

confiance dans ce résultat. Le dosage au BCA n'a été réalisé qu'au cours de deux séries 

d'expériences, mais la valeur fournie, plutôt faible, est cohérente au vu de la littérature. Or, sur la 

base de l'activité spécifique de la trypsine en solution (environ 10700 U/mg) on attend une activité 

de 18 U/cm2 sur les échantillons PPGTR alors qu'on mesure 0,08 U/cm2. Si il est normal de trouver 

des activités spécifiques moindres pour les enzymes immobilisées par rapport à celles qui sont 

libres en solution (limitations diffusionnelles des substrats, encombrement ou mauvaise orientation 

du site actif,...), il serait important de comprendre la grande différence trouvée dans le cas présent. 

Dans la mesure où l'enzyme est présente sur le support - (et semble y être bien fixée puisque 

des mesures de BCA après environ 2 ans de stockage la mettent en évidence) - on doit penser 

qu'elle a été dénaturée et/ou précipitée. On peut avec quelques raisons soupçonner la surface du PE 

traitée par plasma : en effet, elle est riche d'un grand nombre de fonctions réactives - mal connues - 

que nous n'avons pas essayé de "bloquer" avec d'autres agents. Nous ne l'avons pas non plus 

stabilisée, comme nous aurions pu le faire avec un pré-traitement à l'hélium: on aurait pu ainsi 

limiter les éventuelles "recombinaisons" ou ré-internalisations de morceaux de chaînes de polymère 

de surface. D'autres traitements plasma ont été testés : le mélange N2 + H2, voisin du traitement 
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ammoniac, et la polymérisation de l'allylamine. Seul un petit nombre d'essais a été réalisé, qui n’a 

pas vraiment apporté de solutions à la relative faiblesse de l'activité initiale. On doit cependant noter 

que dans ces derniers cas, on ne connaît pas la quantité de protéine immobilisée en surface, le 

dosage BCA n'ayant pas été fait. 

En conclusion un grand champ de perspectives pour comprendre et améliorer les procédés 

testés a été ouvert. Par exemple: 

- Avec un plasma ammoniac: 

 - Rechercher de façon plus systématique si les conditions opératoires actuelles conduisent à 

la formation de précipités de protéines, l’analyse par EDX ayant montré la présence d'atomes de 

soufre - une des signatures de la trypsine - dans les agrégats observés par MEB. En généralisant 

l’utilisation de ces méthodes, on disposerait ainsi d'autres moyens de caractérisation pour améliorer 

la quantité du dépôt, 

 - Stabiliser la surface traitée par un post-traitement à l'hélium, 

 - Essayer d'éloigner davantage l'enzyme de la surface en utilisant d'autres espaceurs que le 

glutaraldéhyde: bras ou sous-couche, 

 - Tester d'autres enzymes, 

 - Essayer différents agents bloquants, ou réducteurs puissants (par exemple NaBH4), après 

incubation de la surface avec l'enzyme, 

- Tester d'autres modes de traitements par plasma ou par voie chimique à titre de comparaison: 

 - Le plasma allylamine n'a été que rapidement abordé du fait de son manque d'optimisation 

et de reproductibilité actuel au laboratoire. Il serait très intéressant d'utiliser les méthodes de dosage 

d'amines primaires et de glutaraldéhyde mises au point, pour participer à son optimisation (au sens 

de la densité de fonctions greffées). On pourrait alors mieux savoir de quelle manière cette densité 

de fonctions est corrélée d'une part à la quantité d'enzyme immobilisée et d'autre part à l'activité 

globale. Lorsque la littérature parle de "crowding of trypsin" (Yamada et al., 2003: réf 25, chapitre 

IV), moins efficace que lorsque le dépôt d’enzyme est plus faible, on peut prévoir un important 

travail de mise au point avant de disposer d’un procédé optimisé. 

 - D'autres traitements plasma, déjà opérationnels au laboratoire, comme le plasma d'acide 

acrylique, pourraient directement être appliqués à notre problématique. 
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A.1. Produits et matériel 

 

 

A.1.1 Produits réactifs: 

 

• Trypsine du bovin pancréas, T 1426, Sigma,  

• Film de polyéthylène (PE) basse densité, ET 311201, Goodfellow 

• Bouteille de gaz NH3, N2, H2, Air liquide 

• Allylamine (amino-3 propène, Sigma-Aldrich 

• Nα-Benzoyl-L-Arginine Ethyl Ester (BAEE), B 4500, Sigma 

• Glutaraldéhyde (25%) dans l’eau (CHO-(CH2)3-CHO), G 6257, Sigma-Aldrich 

• Sodium cyanoborohydride 95 %, NaCNBH3, 156159, Aldrich 

• Guanidine (amino methanamidine) (CH5N3. HCl), M=95,53 g/mol, Aldrich 

• BCA protein assay reagents A (Bicinchoninic acide et tartarate dans alkalin tampon de 

carbonate, 23221, Pierce 

• BCA protein assay reagents B (CuSO4 . 5H2O 4%), 23224, Pierce 

• Sulfosuccinimidyl 6-[3'-(2-pyridyldithio)-propionamido] hexanoate (Sulfo-LC-SPDP), 

21650, Pierce 

• Sulfosuccinimidyl-3-[4-hydroxyphenyl] propionate (Sulfo-SHPP), 27712,  Pierce 

• L-tyrosine hydrochloride, T2006, L-cysteine hydrochloride, C1276, tyramine 

 hydrochloride, T2879, Sigma 

• Phenol 99 %, P1037, Sigma 

• 2-iminothiolane hydrochloride (ITL), I6256, 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 (C19H10Br4O5S), B0126, Acros 

• Pipéridine,104094, Aldrich 

• 4-nitro-benzaldéhyde (NBZ) (O2NC6H4CHO) 98%, 130176, Aldrich 

• Tamis moléculaire 4˚A 

• Sodium phosphate (NaH2PO4) 
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A.1.2 : Acides et solvants: 

 

• Acide acétique 

• Solution d’acide chlorhydrique 37% (HCl) 

• Acide sulfurique (95 %) (H2SO4) 

• Méthanol absolu 

• Ethanol absolu 

• Méthanol anhydre 

• DMF 

 

A.1.3 : Matériels: 

 

• Incubateur va-et-vient, table d’agitation 

• Bain ultras-sons 

• Etuve 

• Spéctromètre (Kontron, UVIKON 860) pour la mesure de la densité optique 
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A.2. Analyses XPS (spectroscopie de photoélectrons induits par rayon X) 

 

 La spectroscopie de photoélectrons induits par rayons X (ESCA ou XPS) est une analyse 

semi quantitative pour caractériser l’extrême surface de tout matériau solide (profondeur analysée 

inférieure à 10 nm (3-8 nm). Soumis à un flux de photons X (Energie incidente E= hν), le matériau 

émet par effet photoélectrique des électrons qui sont alors analysés en nombre (aspect quantitatif) et 

en énergie (identification des éléments et espèces chimiques). Les analyses XPS pour étudier les 

modifications de surface du PE ont été réalisées en collaboration avec le laboratoire ITODYS de 

l’université paris 7. Les informations obtenues permettent: 

 

• d’identifier tous les éléments (sauf H et He) et de déterminer leur concentration atomique 

(détection limite 0,1 %) 

• de déterminer la nature des liaisons, l’environnement local et/ou le degré d’oxydation de 

la plupart des éléments 

 

 La mesure de l’énergie cinétique Ec des différents photoélectrons émis permet de déterminer 

l’énergie de liaison El correspondante et de déterminer la nature de l’élément émetteur. En effet, 

l’énergie cinétique d’un photoélectron est directement reliée à l’énergie du faisceau de rayons X 

primaire par la relation: 

 

Erreur ! Des objets ne peuvent pas être créés à partir des codes de champs de mise en forme. 

 

 Où hν correspond à l’énergie du faisceau de rayon X primaire, Ec représente l’énergie 

cinétique du photoélectron émis par un élément donné, El caractérise l’énergie de liaison de ce 

photoélectron et W correspond au travail d‘extraction du spectromètre (fonction de travail d’un 

spectromètre). De ce fait, la profondeur d’analyse de la spectroscopie XPS dépend du libre parcours 

moyen λ des électrons dans le matériau. Le libre parcours moyen des électrons dépend de la nature 

du matériau (composé organique, minéral, métallique, polymère, cristal…), de sa densité 

volumique. De façon générale, 95% du signal caractéristique provient d’une profondeur d’analyse 

de l’ordre de quelques dizaines de nanomètres. 

 Le dispositif expérimental est un spectromètre Thermo VG ESCALAB 250 avec une source 

monochromatique Al ou Mg Kα (hν=1486,6 et 1253,6 eV selon un angle de 90° par rapport à la 

surface. L’appareil est composé de deux chambres: 
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• le sas d’introduction des échantillons. (cette enceinte est mise sous vide grâce à un 

pompage secondaire permettant d’atteindre un vide inférieur à 10-7 mbar. Une fois ce vide 

atteint, l’échantillon est transféré en chambre d’analyse 

• la chambre d’analyse. Le vide dans cette chambre varie de 10-8 mbar à 10-11 mbar. Cette 

chambre est équipée d’une source X monochromatée, d’un analyseur hémisphérique avec 

multidétection (6 channeltrons), d’un canon permettant le bombardement ionique des 

surfaces. 

 

 

 

Figure A.1. Dispositif expérimental sous ultra-vide dédié à la spectroscopie de photoélectrons X 

 

 Le spectromètre est couplé à un micro-ordinateur équipé du logiciel Avantage (VG Thermo 

Electron) permettant l’acquisition et le traitement des données. On calcul les données à partir des 

pics et les facteurs de sensibilité pour chaque élément (1,0, 1,80, 2,93 pour C, N, O). Les spectres 

sont calibrés par rapport au pic de C1s à 285 eV. 

 Tous les éléments présents dans l’échantillon, exceptée l’hydrogène (ne procède pas 

d’électron de cœur), sont détectés par XPS. De plus, lorsqu’un élément est lié à une molécule ou 

dans un composé, les niveaux électroniques de cœur, qui ne participent pas directement à la 
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formation de liaisons chimiques (établie par les électrons de valence uniquement), subissent une 

légère variation de leur énergie due à la modification de leur environnement chimique. 

Ce déplacement énergétique, de l’ordre de quelques dixièmes à quelques électrons Volt (eV), 

appelé «déplacement chimique», est caractéristique de l’environnement moléculaire immédiat, de 

l’état de valence ou du degré d’oxydation de l’élément émetteur. La spectroscopie XPS permet donc 

une analyse élémentaire et chimique des différents éléments présents à la surface du matériau 

étudié. La profondeur d‘analyse est de l‘ordre de 5 nm dans le cas des matériaux polymère. La 

spectroscopie XPS permet donc une analyse élémentaire et chimique des différents éléments 

présents à la surface du matériau étudié. 

Le tableau suivant représente les valeurs de référence pour les éléments carbone, azote, oxygène et 

soufre dans  les matériaux organiques. 

 

Groupe fonctionnel Structure chimique Energie de liaison (eV) 
C1s 

Hydrocarbures C-H, C-C 285,0 
Amine C-N 285,7 

Ether, alcool C-O-C, C-O-H 286,5 
Imine, nitrile C=N, CN 287,0 

Cétone, aldéhyde C=O 287,8 
Amide N-C=O 288,0 

Acide Carboxylique, ester -COOH, -COOR 289 
Carbonates -O-C(=O)-O 290,5 

N1s 
Imine -N=C 398,5 

Amine aliphatique -NH 399,3 
Amide N-C=O 399,8 

Ammonium -NH3
+ 401,5 

Nitro -NO2 405,5 
O1s 

Carbonyle C=O, O-C=O 532,2 
Alcool, éther C-O-H, C-O-C 532,8 

Ester -O-C=O 533,7 
S2p 

Thioether (cystéine, méthionine) C-S 164 
Soufre oxidé SOX 168 

 

Tableau A.1. Déplacement chimique du C1S, N1S O1S et S2P des principaux groupes fonctionnels 
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A.3. Microscopie de force atomique (AFM) 

 

 La microscopie de force atomique (AFM) permet d’imager à l’air, en milieu liquide ou sous 

atmosphère contrôlée des échantillons conducteurs ou non et de nature très diverse, possibilité 

d’observer de grands échantillons, très peu de préparation. Cette technique nous donne des formes 

ou des tailles caractéristiques de la surface des échantillons. Elle fait partie des microscopes en 

champ proche qui se caractérisent par l’utilisation d’une pointe que l’on approche très près (0,1 à 10 

nm) de la surface de l’échantillon à observer. Les analyses AFM ont été effectuées avec un 

instrument NT-MDT (Smena Head, Solver electronics) équipé d’un cantilever standard de Silicium 

avec une fréquence de résonnasse de 150 Hz en mode de semi contact. Les images ont été réalisées 

par l’instrument d’analyse de Grain avec le logiciel SPIP (Image Metrology A/S, Denmark). 

 Un capteur miniature est proche de la surface d’un échantillon, leurs déplacements relatifs 

donnent directement une cartographie de la grandeur mesurée. Le capteur de force est un ressort-

lame (le cantilever), encastré à une extrémité et muni d’une pointe à l’autre. La lecture de la 

déflection du ressort s’effectue par la mesure de la déviation d’un faisceau lumineux, émis par une 

diode laser, et réfléchi par l’extrémité du cantilever. Dans la figure présentée, l’échantillon est 

déplacé par rapport au point d’encastrement du cantilever. Grâce à la boucle d’asservissement, on 

peut obtenir des images qui correspondent à une interaction mécanique constante. 

 

 

Figure A.2. Microscopie de force atomique (AFM) 
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A.4. Microscopie électronique à balayage (MEB) et analyse EDX 

 

 Cette technique permet de suivre les informations topographiques et de voir les contrastes de 

composition du matériau. Le microscope à balayage utilisé est le LEICA S440 piloté par le logiciel 

LEO à filament de tungstène (Laboratoire des Interfaces et Systèmes Electrochimiques (LISE-

UPR15) à Ivry sur seine). 

 Un faisceau incident d’électrons balaye la surface de l’échantillon inclinée à 45°. La 

diffusion inélastique de ces électrons à travers le matériau provoque l’émission d’électrons 

secondaires provenant des niveaux de cœur des atomes. La quantité émise est fonction de la 

topographie de la surface. 

 Dans le cas des échantillons isolants tels que les polymères, il faut les recouvrir d’un film 

conducteur. C’est pour cette raison qu’on effectue préalablement sous vide d’un dépôt métallique 

d’or par pulvérisation à l’aide d’un plasma d’argon. L’épaisseur du dépôt métallique ainsi obtenue 

est de 20 nm. 

 Suite à l’excitation des atomes présents dans le matériau par interaction avec les électrons 

incidents, des photons X sont émis (processus de désexcitation). Ceci permet alors l’analyse 

chimique par EDX (energy dispersive X-ray analysis). L’énergie de ces photons X est 

caractéristique des atomes dont ils sont issus, d’où la possibilité de réaliser une analyse élémentaire. 

Le spectre obtenu est en fait une succession de pics correspondant à des photons X d’énergie 

donnée donc à un élément donné. C’est une analyse élémentaire quantitative avec un maximum 

d’erreur relative de l’ordre de 10 à 20 %. Elle permet de connaître la nature et la concentration des 

éléments présents. Tous les éléments sont détectables, sauf les éléments légers. Son seuil de 

détection est de 1% atomique en moyenne. Cette technique permet une analyse locale pour une 

profondeur de l’ordre du micron. Par contre, elle ne permet d’avoir des informations sur la forme 

chimique des éléments détectés. 

 Son principe repose due les bandes de valence et de conduction. En effet, le rayonnement X 

bombardant l'échantillon est absorbé par la bande de valence et provoques un départ des électrons 

vers les trous de la bande de conduction. La création de paire électrons/trous provoque la création 

d'un photocourant. Par le biais d'un amplificateur, il est possible d'obtenir une impulsion 

proportionnelle à l'énergie du photon incident. 

 Le faisceau incident de rayons X (d'énergie 20keV) pénètre dans la couche à une profondeur 

de 500 nm environ permettant de connaître la composition et la présence des différents éléments 

plus en profondeur que dans le cas des analyses XPS dont la profondeur d'analyse est de 5 nm. 
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A.5. Séquences de la trypsine 

 

IVGGYTCGAN       TVPYQVSLNS       GYHFCGGSLI       NSQWVVSAAH      CYKSGIQVRL 

GEDNINVVEG        NEQFISASKS        IVHPSYNSNT       LNNDIMLIKL          KSAASLNSRV 

ASISLPTSCA           SAGTQCLISG       WGNTKSSGTS     YPDVLKCLKA        PILSDSSCKS 

AYPGQITSNM      FCAGYLEGGK      DSCQGDSGGP      VVCSGKLQGI        VSWGSGCAQK 

NKPGVYTKVC       NYVSWIKQTI       ASN                                                                                       
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Résumé 

 
 La technologie plasma basse pression est utilisée pour contrôler les modifications des 
propriétés physico-chimiques de surface des polymères, sans altérer les propriétés de cœur des 
matériaux. Nous avons utilisé cette technique pour activer des films de polyethylène (PE) dans afin 
d’immobiliser des biomolécules à leur surface. Différents types de plasma basse pression ont été 
mis en œuvre afin d’incorporer des fonctions aminées, en particulier des amines primaires à la 
surface: plasma ammoniac, N2 + H2 et allylamine. Dans une deuxième étape, on a fait réagir le 
dialdéhyde glutarique (glutaraldéhyde) avec les fonctions amines primaires de la surface (formation 
de liaisons imines), afin qu’il joue le rôle de bras espaceur. Enfin, la dernière étape consiste en 
l’immobilisation covalente de la trypsine via la réaction de l’extrémité libre du bras avec les 
groupements amine primaire portés par l’enzyme (résidus lysine). Dans certaines expériences, la 
réduction des fonctions imine en amine secondaire a été effectuée à l’aide du cyanoborohydrure de 
sodium. L’analyse XPS a permis de caractériser chaque étape de fixation, de la surface traitée par 
plasma jusqu’à l’enzyme immobilisée. Différents protocoles de rinçage des échantillons ont été 
testés afin de s’assurer de la bonne immobilisation de l’enzyme. L’activité enzymatique a été 
mesurée en suivant les cinétiques de dégradation du substrat N-α-Benzoyl-L-Arginine Ethyl Ester 
(BAEE). On a pu ainsi mettre en évidence une activité enzymatique d’environ 0,08 U/cm2 sur les 
échantillons traités subissant l’étape de réduction, sans relargage d’enzyme pendant les essais. 
L’étude de la stabilité de l'activité au cours du temps et au cours d'essais répétitifs montre une 
activité significative pour le deuxième essai et une décroissance progressive jusqu'au 4ème, soit 
après une période d'environ 2 mois. 
 
Mots clés: polyéthylène, traitement plasma, quantification amines et aldéhydes, stabilité, 
immobilisation, trypsine, activité enzymatique, XPS 
 

Abstract 

 
Cold plasma processing is a very efficient technique to modify the surface of polymers 

without changing their bulk properties. By this way, the immobilization of enzymes on inert 
supports becomes possible. In this work different plasma processes (mixture of nitrogen and 
hydrogen, ammonia, and allylamine) were selected in order to generate primary amine functions on 
the surface of low density polyethylene (PE) films. The activation of the surface by amino groups 
was followed by a reaction with glutaraldehyde as homobifunctional cross-linking agent leading to 
the first imine linkage. The enzyme was then reacted with free aldehyde functions and fixed to the 
surface via lysine residues (imine bond). In some cases, the reduction of the imine bonds by sodium 
cyanoborohydride was performed to form the stable secondary amines. The activity of the trypsin 
immobilized on the PE disks was assayed by kinetic measurement of N-α-Benzoyl-L-Arginine 
Ethyl Ester (BAEE) hydrolysis. The surface composition of the modified polyethylene samples was 
characterized by X-ray photoelectron spectroscopy (XPS) and confirms the composition of the 
different layers fixed on to the surface of PE. In order to check the strength of immobilization, 
different washing solutions were used. Active trypsin was successfully immobilized on the surface 
of polyethylene with a maximal value of activity equal to 0.080 U/cm2 and no enzyme was released 
during the reaction. We also studied the stability of the immobilized enzyme during repetitive 
assays (4 assays) which showed a decrease of activity over a period of two months. 
 
Key words: polyethylene, plasma treatment, quantification of amine and aldehyde, surface density, 
stability, immobilization, trypsin, enzymatic activity, XPS 
 


