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Introduction

Les matériaux en contact avec des fluides biologggsont exposés a de nombreux
microorganismes (bactéries, levures...) et a desanaalécules telles que les protéines. Ces
différentes entités peuvent s’adsorber et/ou adiséreune surface et la coloniser. Lorsque les
microorganismes impliqués sont pathogenes, les eangour la santé humaine sont
nombreux : de linfection intestinale (causée paensple parSalmonelld a la maladie
nosocomiale (causée par exemple Btaphylococcus aureuen passant par la listériose
(causée pakisteria monocytogengsNéanmoins, lorsque les bactéries sont non patiexy
la colonisation de la surface par ces bactéried pee utile. Il s’agit par exemple de
I'utilisation de Brevibacterium linen®u deStaphylococcus xylosumans les salles d’affinage
des fromageries (ces bactéries rendent la crolterti#ins fromages rouge et odorante).

Différents types de traitements de surface sahiség pour maitriser la colonisation
et/ou éradiquer les bactéries pathogénes. Parmi diisrentes stratégies possibles
d’élaboration de surfaces a effet antiadhésifpfecfionnalisation des surfaces s’est fortement
développée. Leur efficacité (i.e. I'impact de ladontamination) est alors évaluée par :

- le dénombrement des bactéries au moyen des te@sniapicrobiologiques, de la
microscopie de fluorescence ou de la microscogiet@nique a balayage (MEB).

- La mesure des forces d'interactions entre les hastét ces surfaces par des mesures
en microscopie a force atomique (AFM).

Néanmoins, les résultats expérimentaux ne sonopgsurs a la hauteur des espérances. Ceci
s’explique par la complexité du monde bactériemréande diversité des surfaces développées
mais également par le manque de caractérisatioéchelle moléculaire de la surface en
interaction avec les bactéries.

Dans ce travail, nous nous sommes intéressésudd’@e la biocontamination par des
bactéried_actococcus lactign présence et en I'absence de protéines, d’'ufecewrganisée
composée d’'une monocouche autoassemblée (SAM) plydbe d’OctaDécaneThiol (ODT),
qui est constitué d’'une chaine aliphatique de gesuméthylenes, terminée par un groupe
meéthyle d’'un coté et par une fonction thiol de ffay cette derniére lui permettant de se
greffer sur une surface d’'or. La motivation de eattcherche est la compréhension des
processus moléculaires a linterface substrat -mblécules qui permettrait d’optimiser la
fabrication et la fonctionnalisation de surfacesumptimiter I'adhésion bactérienne et/ou
faciliter I'éradication des cellules adhérentes.

Dans ce contexte, la spectroscopie vibrationnal&dnération de Fréquence Somme
(SFG) apparait comme la technique la mieux adaptémmprendre fondamentalement
I'interaction entre les bactéries et une surfatéchelle moléculaire. Il s’agit d’'une technique
basée sur I'optique non linéaire du second ordrenpitant de sonder spécifiguement des
surfaces et interfaces ordonnées. Le principe stangai envoyer sur I'échantillon un faisceau
visible et un faisceau infrarouge accordé aux lengsl d’'onde des vibrations des molécules
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de la surface (ici celles des liaisons C—H desgements méthylenes et méthyles de la SAM
d’ODT). Le spectre SFG obtenu permet d’obtenir quantitaiemt aprés déconvolution et
modélisation, la conformation des molécules entionae leur environnement biochimique.
Bien qu'il s’agisse d’'une technique appliqguée dspume vingtaine d’années a I'étude de
surfaces organiques ou inorganigues exposées raolaisous ultravide, I'émergence des
recherches pluridisciplinaires cette derniére deiepn fait un outil de plus en plus utilisé
pour I'étude de surfaces en contact avec des milniogiques (ADN, protéines). En effet,
la spectroscopie SFG présente des avantages sgptainla biologie :

- pas de destruction des échantillons biologiques

- obtention de spectres SFG dans des conditrosiu.

- pas de nécessité de modifier les biomolécules amemarqueur photosensible (une
nécessité rencontrée avec la plupart des technmptépies telles que la microscopie
de fluorescence).

Le choix de la surface de la SAM d’'ODT s’avereegirometteuse comme support
pour étudier 'adhésion bactérienne car il s’agitné surface structurée en « brosse » (i.e.
ayant des propriétés susceptibles de limiter I'adimé bactérienne par sa structure en bras
« espaceurs » entre les bactéries et la surfadenetnt lieu a un fort signal SFG.

Au cours de cette thése, nous nous sommes attachémpléter les connaissances
actuelles sur I'adhésion bactérienne grace a lmalgé de la spectroscopie SFG et a en
déduire certains facteurs régissant I'adhésiorusarsurface fonctionnalisée, incluant le réle
des protéines. Cette étude utilise principalemargplectroscopie SFG, a notre connaissance
réalisée pour la premiére fois, sur des surfacesaract avec des bactéries. D’autres
techniques complémentaires, telles que la microsabgp fluorescence, la microscopie a force
atomique, la microscopie électronique a balayagmdsure d’angles de contact, la mesure de
la charge portée par les bactéries ou le dénomimtehes cellules adhérentes viables
cultivables ont été également utilisés afin de aaraser au mieux le support, le matériel
biologique (bactéries et protéines) et interprigsmdonnées SFG.

Ce travail se situe a l'interface de la chimie,laghysique, de la microbiologie et
s’articule autour de deux grands axes (Figure 1) :

- fonctionnalisation et détermination de la conforioratde la SAM d'ODT par
spectroscopie vibrationnelle SFG et modélisation

- étude de la biocontamination (on entend a la faiscbntamination par les
protéines, présentes dans les fluides biologigonesannants, et par les bactéries :
adhésion bactérienne et adsorption protéique) sur SAM d’'ODT par
spectroscopie SFG et microscopie confocale asso@é® méthodes physico-
chimiques précédemment citées.
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- Fonctionnalisation de la surface - Déconvolution des spectres SFG
- Caractérisation - Interprétation des spectres SFG
- Robustesse de I'analyse spectrale

Les surfaces fonctionnalisées :
'ODT SAM

Loptique non linéaire :
la spectroscopie SFG

L'adhésion bactérienne sondée
a I'échelle moléculaire

Le monde bactérien :
I'adhésion bactérienne sans ou en
présence de protéines
formation de biofilm

- Caractérisation du biofouling sur 'ODT SAM
- Interprétation des processus biologiques

Figure 1 : Pluridisciplinarité de ce travail de tke.

Pour atteindre I'objectif de la these, mon tradailrecherche se décompose comme suit :

- dans une premiere partie, le monde bactérien, &sidh bactérienne et
I'adsorption protéique sont décrits puis un état'ale¢ de la recherche menée sur
I'adhésion bactérienne sur des surfaces fonctiiseed est présenté.

- dans une seconde partie, nous décrirons la falmicde la SAM d’ODT et sa
caractérisation multi-échelle. La microscopie acéomtomique et les mesures
d’angles de contact permettront de caractérisgukité et I'hnomogénéité de la
SAM d’ODT aux échelles macroscopique et microsco@igLa caractérisation
moléculaire (i.e. la conformation des molécules D) sera obtenue par la
spectroscopie vibrationnelle SFG. J'insisterai lBudéconvolution des spectres
expérimentaux SFG et la modélisation que j'ai famluer afin d’obtenir une
analyse rigoureuse et complete des informationsgulétre obtenues a partir de
ces spectres.

- dans une troisieme partie, on étudiera le biofgu{ire. 'encrassement biologique)
des surfaces SAM par deux souched detococcus lactispuis par les protéines
modeles d’Albumine de Sérum Bovin (BSA pour Bovigridn Albumin) et enfin
par les bactéries en présence de protéines.
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Dans cette troisieme partie, je décrirai également certain nombre de méthodes
microbiologiques permettant de caractériser lesysigmes :

- détermination des caractéristiqgues physico-chinsqies bactéries et des protéines
par mesures de charge (zétamétrie), déterminatiorcaslactére hydrophobe /
hydrophile des parois bactériennes par un testadage (méthode de I'adhésion
microbienne aux solvants), etc...

- caractérisation de I'adhésion bactérienne par recapie €lectronique a balayage
et microscopie de fluorescence

- caractérisation de I'adsorption protéique par mesdrangle de contact

Les protocoles d’adhésion bactérienne et d’adsmrgirotéique sur la SAM d’ODT que jai
mis au point afin d’obtenir des adhésions / adsgampthomogénes seront décrits ainsi que les
précautions a prendre lors des expériences SFS&égalen milieux aqueux.

L’'impact de la biocontamination sur la SAM d’ODéra discuté suite a I'analyse et la
modélisation des spectres SFG que jai adapté ali@um solvatés et a I'étude des forces
d’adhésion des bactéries sur la surface par mioppsconfocale de fluorescence. Cette étude
permettra de proposer des meécanismes d’adhésiaiérieane sans et en présence de
protéines BSA : lorsque ces protéines sont déjaeptés sur la SAM (BSA « coating ») ou
lorsqu’elles sont présentes au sein de la suspehsittérienne.

L’ensemble de cette these a fait I'objet d’'undatmiration tres étroite entre I'équipe
Surfaces, Interfaces : Réactivité et Nanostrudtma(SIREN), I'équipe Biophysique et
Biophotonique de l'Institut des Sciences Moléc@sird’'Orsay et I'équipe Bioadhésion,
Biofiilms et Hygiéne des Matériaux de [IInstitut MACIS (UMR 1319 INRA-
AgroParisTech-Massy).
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I - L’adhésion bactérienne : état de I’Art
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| — 1 — Le monde bactérien

| — 1 -1+ Diversité du monde bactérien

Les bactéries sont des cellules procaryotesgaes noyaux) naturellement présentes
dans notre environnement, en suspension dans udedlplus ou moins complexes (air ou
liquide), a I'état planctonique (i.e. les bactéergmt libres) ou « fixées » sur une surface
biotique ou abiotique. Les habitats naturels dedép@s sont ainsi tres variés : du sol a
I'aliment, de I'organisme humain aux sites indwegri(Figure 2).

Traitement | Sites d’infection causés par les bactéries chez I'h B

Impact des des eaux
bactéries... | —

Aliments
5

(© MSU-CBE

Prothése de hanche
artificielle

Figure 2 : A. Exemples d’habitats colonisés par bastéries dans la vie quotidienne (Montana State
University Center for Biofilm Engineering). B : llapts médicaux contaminés dans le corps humain
(Montana State University Center for Biofilm Engiriag). C. Colonisation du métal d'un climatiseur
par des bactéries amenées par I'eau au bout denfaisees(1). D. Plague dentaire causée par trois
types de bactéries différente).

Le monde bactérien en lui-méme présente égalemmamtimportante diversité. La
nature de la bactérie differe par :

- saforme : sphérique, ovale, en batonnet, en fietc... (Figure 3.A)(3)

- sataille allant de quelques microns a la centdemicrons (Figure 3.Bj4)

- la composition de son enveloppe : type Gram paositifGram négatif (Figure 4.A
et Figure 4.B respectivement), présence ou norapsutes, de protéines favorisant
'adhésion des bactéries sur des surfaces (fimlaidigesines.. .(2)

- la présence éventuelle d’appendices : flagelldss, purlis (appendices composés
de fibres flexibles), etc... aidant a la motilité deactéries, c’est-a-dire leur
capacité de mouvement sur les surfaces ou datiguetes (Figure 4.C)
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- les nutriments nécessaires au développement ddéslesel type aérobie ou
anaérobie, c’'est-a-dire besoin de dioxygéne ou bespin de glucose ou non,
etc...

- son mode de vie : individuelle ou en communauté.

A, Formeses pl ;
rencontrées chez les bactéries " 2

Diversité du monde bactérien
-

. A: Stalla strain IFAM1312
' D . Sifenatufon,
o® C: Bifidobacterium bifidum
e P - ostrdum coceatum
f s ovttophum
Coccus P . L4 F: Pyroditium
héri W SN 3 G:Mmlcw"
Forme sphérique ou ovoide ° o : 4 N Bdeactetms.
I IY bactérie retardant la
De:ul/umm nasacetoxidons Foncom “": et e epoue
Nooam
v e sdris etardantrepousse
M: Coulobacter sp.
‘ N Spirochaeta hdapwa
, H thecobacter fusiformis
Rod P Methar ium coriaci
Q: Cycle de croissance de Arthrobacter globiformis
Forme cylindrique [ Vi3 A Abbprtotactr e gamnigate i)
 Ancalomcrobium;

Rhodosp: rilim mblum

\§}

Figure 3 : A. Diversité morphologique des bactériBsDiversité de taille (de 0,5 pm a une centaine
de microns de diametre) et de forme chez les hiastéfigure adaptée d8) et(4).

La courbe jaune représente une partie de la
membrane bactérienne d'une bactérie géante
‘Thiomargarita nomibiensis

membrane externe
-8nm

Paroi bactérienne
s 1. .10-80mn . _ _ 2-6nm 7_ eptidoghycirie

A. Bactérie gram positif e P | Bacterle gram negatlf B.
couche de peptidoglycane '
ﬁﬁﬁgﬁﬁ@ F membrane cytoplasmique ﬁﬁﬁﬁiﬁiﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁgﬁﬁ
é g ; Emmhrmeeelluhum

9<—u's ? &)
™ _10-80mn. __ 2-6nm 7}
-7nm

Enveloppei bactérienne

flagelles

pilis e S =
- Escherichia coli

Figure 4 : A, B. Représentation schématique d’uasoipbactérienne A : d’'une bactérie a Gram
positif, B : d’'une bactérie a Gram négatif. Le pdpglycane est composé de glycanes reliées entre
eux par des petites chaines peptidiques, il formélet de mailles plus ou moins serrées. Dansake c
des bactéries a Gram négatif une membrane extenmglé@mentaire existe, composée de protéines et
de lipopolysaccharides (LPS constitués d’'une pdigide et d’'une partie polysaccharide). C : Images
au microscope électronique de bactéries compoidagéuche des flagelles (appendices rotatoires de
20 nm de diamétre et de 15-20 nm de long) et aealdas flagelles et des pilis (appendices de 2-3 nm
de diamétre et de 5-7 nm de long). Figure adaptéeladsource membres.multimania.fr et des
référence4?) et(5).
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| -1 -2+ Les différents modes de vie des bastéri

Selon les conditions environnementales, une bacput étre présente dans deux
états(6):

- I'état végetatif, durant lequel sont assurées aeyifthéses eéquilibrées permettant
la croissance de la population bactérienne

- I'état de repos, caractérisé par un minimum d'égmmavec le milieu extérieur
assurant la survie bactérienne sans multiplication.

Chez les bactéries, la croissance peut se trapgairene augmentation du volume de la
cellule bactérienne, mais elle conduit le plus smiiva une augmentation du nombre de
cellules. Pour assurer sa croissance ou sa sumwie, bactérie doit trouver dans son
environnement de quoi satisfaire ses besoins ifsitrgubstances énergétiques permettant a la
cellule de réaliser la synthése de ses constitwdrsisbstances €lémentaires constitutives de la
cellule.

Parmi les habitats possibles pour les bactéries, durfaces (organiques ou
inorganiques) sont les plus importantes car lesimehts s’y trouvent souvent en quantité
beaucoup plus importante que dans un milieu liquide

Dans le monde hospitalier ou agroalimentaire, dbrisation des surfaces par les
bactéries est un veéritable probléeme de santé pélidPar exemple, les infections
nosocomiales (IAS : Infections Associées aux Sg@éserees, impliquant principalement les
bactériesEscherichia coli, Staphylococcus aurees Pseudomonas aerugings&ouchent
environ 5% des personnes hospitalisées par anagrcd-et causent quelques 4 000 déces par
an (données de 20067)) et les toxi-infections alimentaires ont touché®®®ersonnes en
France en 2010 dont une est décé@eLes bactéries ont en effet la capacité de s’adapt
tres facilement a leur environnement et d’en tieemeilleur parti afin de se développer et de
proliférer.

| — 2 — Aspects mécanistiques de I'adhésion bacténine, de la formation des biofilms et
de I'adsorption protéique

Les bactéries présentes dans notre écosystemetramisportées vers la surface
réceptrice sur laquelle elles peuvent adhérer ifférents processus de transp@}(10):

- la sédimentation due aux forces de gravité

- les forces hydrodynamiques du fluide environnant

- la diffusion aléatoire par mouvements browniensalliggitation thermique

- le mouvement propre et autonome des bactérieserggiont capables grace a la
présence de flagelles ou de pilis.
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| -2 —1: L’adhésion bactérienne

L’adhésion bactérienne sur une surface peut &tdtd comme un processus en deux
étapes successives :

- une premiere étape physique, instantanée et rbiersi’est I'étape d’attachement
des bactéries sur la surface. Les microorganismespouvoir adhérer a la surface
par des liaisons physicochimiques (interactionstédstatiques, de van der Waals
ou hydrophobes lorsque les interactions sont godeésr par I'entropie) et par des
interactions liées au mouvement brownien (i.e. rmeowents incessants et
aléatoires en solutiorf)1).

- une seconde étape non instantanée liée a la pbgEales bactéries (nécessitant
gue les liaisons créées entre les bactéries etflace durant I'étape d’attachement
soient maintenues et consolidées), irréversiblepdint de vue chimique et
cellulaire. Elle consiste en une adaptation dealidrie a la surface.

En résumé, « I'adhésion bactérienne » est unetisitudans laquelle la bactérie adhére a une
surface par des interactions physico-chimiquegytadsa physiologie et sa conformation.

Outre les caractéristiques propres des bactédiaehésion bactérienne est influencée
par de nombreux autres facte® (10). Parmi ceux-ci, figurent la nature de la surface d
point de vue acido-basique au sens de Lewis elsepce éventuelle de charges, qui si elles
existent jouent un réle important par rapport aimpses forces de van der Waals qui sont
plus faibles(12). Un autre facteur a prendre en compte est la négde la surface : les
irrégularités d’'une surface, la présence de trdusegmentation de la porosité sont trois
facteurs augmentant le nombre de bactéries adhetargurfac€13).

L'environnement au sens large du terme, c'estr@-da température, le temps
d’exposition, la présence d’antibiotiques, la caorication bactérienne et les conditions de flux
sont également des facteurs influencant I'adhésamtérienne. Le pH et la force ionique, en
modifiant I'état de la surface (qui est plus ou msohydrophobe, et plus ou moins chargée
suivant le pH, influent par conséquent sur 'adbédiactériennél4).

Enfin, 'environnement de la surface peut au @@l « contaminer » la surface par
des macromolécules adsorbées telles que des m®téinl'adhésion bactérienne est alors
perturbée (I'aspect mécanistique de l'adhésion évmrtne en présence des protéines est
discutée dans le paragraphe suivant). Ces prot@eaegent servir de nutriments pour les
bactéries, elles peuvent étre des récepteurs au&ries ou au contraire limiter l'interaction
entre les bactéries et la surfad®). Par exemple, 'adhésion des bacté&aphylococcus
aureussur une surface exposée au préalable au sérugiquetd’albumine bovir{16) est
limitée alors que si la surface est exposée aunsguotéique de fibrinogene ou de
fibronectine (déja connus pour influencer I'adhésite cellules eucaryotes sur une surface),
ces protéines ont au contraire tendance a favdighrésion bactérienne sur la surféte).
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| — 2 — 2 : Effet de la présence des protéine$atinésion bactérienne

Les protéines sont naturellement présentes susue®ces des lors que celles-ci
entrent en contact avec des fluides biologiquesr@mvants(18). L’adsorption des protéines
est donc un facteur important a prendre en congptede I'étude de I'adhésion bactérienne.
Elle peut modifier les propriétés physico-chimigdesla surface, I'adhésion bactérier{fhe)

(9) et la diffusion des bactérigd9), la biodégradabilité, les fonctionnalités (échamge
thermiques, résistance a I'’écoulement de I'eau pesiembarcations en navigation, etc...),
I'efficacité du nettoyage ou des processus de tition, la biocompatibilité des implants...
La prise en compte de la présence des protéinesdispensable a la compréhension des
interactions bactéries — surface dans un milieureht

Les protéines

Les protéines sont des édifices biologiques pasgéddifférents niveaux
d’organisation (Figure 5). Ces macromolécules sonstituées d’acides aminés. Il existe 20
acides aminés (AA) naturels.

La composition chimique (nombre et pourcentageAd’At I'ordre d’enchainements
des AA (formation des liaisons peptidiques) couastit la structure primaire d’une protéine.
La structure secondaire résulte de la formatiohaigons hydrogenes, ioniques, ou des ponts
disulfures, qui déterminent localement la forme laleprotéine. Deux types de structures
secondaires prédominent: les hélices alpha (eemmarnt hélicoidal) et les feuillets béta
(enroulement en feuillets plissés). Elles sontéedi entre elles par des structures plus
désordonnées ou des « turns ».

. o : Structures secondaires
Acide aminé i g & LiaisonH—:
! H=-N
{

COOH : Fonction acide

R— C —NH, : Fonction amine
Chaine latérale ‘ :

H
COOH NH,!
Formation | RCH—NH, + HOOC - CHR

de la liaison l i Helice § définie
peptidique !

COOH O NH,
I
RCH-NH-C-CHR

‘ 3

i >

i . =

¢ Structure tertiaire I @

: Copyright © 2001 Benjamin Cummings. an imprint of Addison Wesley Longman, Inc.

Figure 5: Les différents niveaux d'organisation aéuprotéine. La structure primaire correspond a
celle de la protéine BSA.
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Enfin, 'organisation spatiale des structures sdaires dans I'espace tridimensionnel
permet d’obtenir la forme finale de la protéinetedstructure tertiaire, dont la stabilité est
assurée également par des liaisons hydrogeneguambu des ponts disulfures s’établissant
entre les chaines latérales des acides aminéspiatéines les plus complexes ont un
guatrieme niveau d’organisation de leur structymeeté structure quaternaire. C’est le cas par
exemple de I’hémoglobine.

L’'adsorption protéique

Les protéines peuvent adopter différentes strastuertiaires si elles sont en
interaction avec d’autres molécules ou adsorbéesirgl surface. En effet, la surface d’'une
protéine présente des groupements hydrophobesdebghjles, chargés positivement et/ou
négativement, des régions polaires et apolairg&r@ntes interactions auront donc lieu entre
la protéine et la surface suivant leurs caractguss physico-chimiques respectives
(cf. ci-dessous). Ceci peut amener a une dénaiorate la protéine (destruction de la
structure tertiaire) ou a un changement de sa cmafiton au contact avec la surfa@9)
(22).

Lorsqu’une protéine migre vers une surface, difiege interactions entre la protéine et la
surface sont mises en jeu (Figurd®))(23):

- des interactions électrostatiques qui peuvent domdu la co-adsorption d’ions
présents en solution afin d’optimiser I'énergie systéme en neutralisant les
charges portées par la surface et les protéines.

- des interactions dispersives telles que les fodsetondon, toujours attractives
mais dont lintensité diminue avec la diminution te taille des protéines et
'augmentation de la distance protéine-surface.

- des interactions hydrophobes: dans le cas d'iclierss avec un solvant
hydrophile, les protéines en solution adaptent teunformation afin d’enfouir les
groupements apolaires et hydrophobes au coeur steulgture protéique tertiaire
pour limiter les interactions défavorables entre geupements et les molécules
d’eau. Dans le cas ou la surface est hydrophokepretéines vont au contraire
changer leur conformation afin de maximiser leeriattions entre elles et la
surface. Lorsque le solvant et la surface ont adaripés différentes, les protéines
ont plus de chances de changer de conformatiordqelbes s’adsorbent (24).
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Figure 6 : Vue schématique de I'adsorption d’'unetpie. Figure adaptée de la R@b).

L'adsorption des protéines sur une surface (ceumulation de protéines) conduit a la
formation d’un film qui peut étre « conditionnantswb-, mono- ou multicouche.

L’adhésion bactérienne en présence de protéines

Au sein de notre organisme, le taux de protéimes de sang (appelé protéinémie) est
compris entre 60 et 80 mg.nLcomposé par les albumines (liées a la régulatierad
pression dans les vaisseaux sanguins), les immoinagies du systéme immunitaire et
d’autres protéines impliqguées dans la coagulatiorsahg ou la réponse immunitaire. Les
infections bactériennes surfaciques chez 'lhomnatgafnment sur les implants) se produisent
donc en présence de protéines.

Lorsque les surfaces sont recouvertes d’un filmaire de protéines, les interactions
entre les bactéries et les surfaces vont étre l@edipar rapport a leur interaction directe avec
le support puisque les protéines n’'ont aucune mag@avoir les mémes caractéristiques
physico-chimiques que les surfaces originelles. jreséines peuvent ameéliorer « I'ancrage »
des bactéries sur la surface grace aux interacligasds-récepteurs ou acide/base de Lewis
entre elles et les bactéries, ou au contraire dimiadhésion bactérienne par des interactions
répulsives, le plus souvent électrostatig{®$16) (17)(26)(27)(28)(29) (30).

Les protéines de la surface peuvent aussi étaément nutritif pour les bactéries, ce
qui est de nature a modifier I'état de la surfaaelp métabolisation des protéines, avec une
influence sur la poursuite de l'adhésion bactémemmais aussi sur la prolifération des
bactéries sur la surface.
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| —2 —3: Le biofilm

Suite a I'adhésion bactérienne, les bactéries grayproliférer et changer de mode de
vie, formant une « communauté bactérienne », afipefim bactérien (Figure 7), présent sur
toutes les surfaces de notre quotidi@i) (32). Dans le biofilm, elles renforcent leur
protection vis-a-vis des agents extérieurs et petudevenir par exemple beaucoup plus
résistantes aux antimicrobiens.

1. Diffusion des bactéries vers la surface

2. Attachement des bactéries a la surface — 1% étape de la colonisation bactérienne de la surface — étape réversible
3. Adhésion des bactéries — début de la formation de la matrice extracellulaire (en ocre) — adhésion irréversible

4. Développement des bactéries

5. Formation de micro-colonies bactériennes

6. Formation du biofilm bactérien et différenciation des bactéries au sein du biofilm

7. Libération de bactéries planctoniques

8. Transport des bactéries vers de nouvelles surfaces

Figure 7 : Développement d’un biofilm bactérien sue surface. Figure adaptée ({&3), Montana
State University Center for Biofilm Engineering.

Les bactéries adhérentes a la surface commenedaard par se multiplierétape 2.

A partir d’'une certaine densité bactérienne, lestdyas vont excréter des polysaccharides,
des protéines, de 'ADN ou des lipidegdpes 3 — ) Ces différents composants vont former
une matrice extracellulaire qui les relie entresléet leur permet de « communiquer » : des
micro-colonies bactériennes se forment. Cette pwatest trés bien organisée : des canaux
agueux vont étre créés afin d’apporter les diffls@itriments ou I'oxygene aux bactéries par
des diffusions sous l'effet de gradients de conmagion. Ces canaux permettent également de
faire circuler des molécules de signalisation (#m®e« quorum sensing ») pouvant alerter les
bactéries d’'une « attaque extérieure » : les bastépnt alors dans la capacité de réaliser des
mutations physiologiques les prémunissant de I'ag#taquant. De plus, du matériel
génétique pouvant accroitre la résistance desleglicontre des hbétes hostiles peut aussi
diffuser dans ces canaux. Enfin, les différentesroncolonies vont se réunir pour former ce
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qu’'on appelle le biofilm mature, communément appetdilm bactérien étape 5 — b En
constant changement, I'état métabolique des bastéiépend de leur localisation au sein du
biofilm : les bactéries peuvent reprendre leur @lanctonique afin de coloniser d’autres
milieux (étape 7Figure 7).

Différents processus physico-chimiques sont im@gylors des différentes étapes de
la maturation du biofilm. Par exemple, lors du déppement du biofilm, la capacité des
bactéries a excréter les composants nécessaigegoamation de la matrice extracellulaire
joue un rdle important pour le caractére irrévdesite I'adhésion et pour la cinétique de
formation du biofilm.

Dans la nature, les biofilms sont en général bgthnes, cest-a-dire formés de
plusieurs microorganismes : bactéries, levuresyealgunicellulaires, etc... Les biofilms
bactériens pathogénes qui se développent sur désces sont a l'origine de problémes
sanitaires graves en milieux hospitalier et indelks{contamination des implants, |égionellose
dans les canalisations d’eau, etc...) qui justiflamecherche active actuellement développée
pour remédier au probleme.

| — 3 — Les différentes stratégies anti-bioadhésion

| — 3 — 1 Différentes approches pour limiter hédion bactérienne

Le concept d’'anti-adhésion a pour objectif de témila colonisation des surfaces
(c’est-a-dire limiter le nombre de bactéries), aulidniter les forces d’interaction entre les
bactéries et les surfaces afin de faciliter le détage des bactéries. Pour ce faire, différentes
méthodes ont été étudiées :

- utilisation de polymeres greffés par un agent guitpester un antimicrobigi34)
ou étre inorganique (en général, des groupes an(@s pour obtenir un effet
létal sur les bactéries.

- utilisation d’'un revétement protéiqgue de surfaceotgin coating) limitant
'adhésion des bactéri¢26) (29).

- utilisation de désinfectants qui tuent ou inactilessbactéries.

- utilisation de détergents qui permet d’éliminerdefiules bactériennes a la surface
(36). Les solutions aqueuses de détergents (composésrdeyfge d’hydrogene
par exemplg37) (38) (39)) ont un rendement de décrochage et/ou de desinucti
des bactéries plus important sur des surfaces plgdb®s que sur des surfaces
hydrophiles. En effet, les surfaces hydrophobe®stebent pas I'eau. Un flux
d’eau conséquent emporte alors les particulestésdlactéries...) dans son sillage
et nettoie donc la surface contaminée : c’estdte&flotus » (le lotus s’auto-nettoie
sous l'effet de la pluie grace a ses propriétéspeishydrophobes »).
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- utilisation de surfaces super-hydrophobes afin deen l'effet « lotus » pour
limiter 'adhésion des bactéri¢40)(41) (42).

- utilisation de surfaces super-hydrophiles pour timi'adhésion des bactéries
hydrophobes.

Le principal probléme rencontré est que l'efficaaie ces différentes méthodes dépend de la
nature des bactéries que I'on souhaite décrocheneopas faire adhérer sur la surface
modifiée.

De par la multitude de facteurs influencant I'aglbg bactérienne (cf. chapitre | — 2),
il n’existe pas de support idéal limitant la cokation de toutes les bactéries. De nombreuses
études sont réalisées sur I'adhésion de bactéadgydierement pathogene&gcherichia
coli, Staphylococcus aureus ou epidermidsir des surfaces a fort potentiel limitant
I'adhésion telles que les « brosses ».

| - 3 -2 Les surfaces « brosse » : une apprpobelimiter 'adhésion bactérienne

Parmi les différentes approches décrites ci-dessdisnctionnalisation de surfaces par
des chaines ou des brosses, structures rigidekalees organiques ou inorganiques, s’est
fortement développé@l3) (44). Elles font office d’espaceurs entre les bactégiels surface
et doivent limiter 'adhésion bactérienne et/ouliear le décrochage des bactéries (Figure 8).

Parmi les surfaces «brosses », les monocouchdeasaemblées (SAM
Self-Assembled Monolayers) sur des surfaces mguali développées depuis une dizaine
d’années sont trés prometteuses notamment polapgdisations en biologiét5) (46) (47).

Les SAM sont un auto-assemblage quasi-solide daethae molécules chimisorbées sur une
surface. Selon la terminaison chimique des molé&ccitwisies, on peut créer des SAM ayant
des propriétés physicochimiques particuliéres :

- SAM d'oligosaccharides. Ces surfaces sont emplogéas étudier les interactions
entre les protéines a la surface des bactéries atligosaccharides présents sur la
surface des cellules eucaryotes, interactions p&niela communication
cellulaire, la difféerenciation et le développemeeliulaire(48)(49)

-  SAM de molécules hydrophobes telles que les albaist(chaines carbonées
reliee a la surface d’'un métal noble par un atoreesdufre, étirées dans la
conformation quasi tout trans et organisées spéntant en une structure
compacte quasi-solide). Ce sont les premiers SAN @& point par Nuzzo et
Allara en 198350)(51)

- SAM de molécules hydrophiles

- SAM avec des groupes amines en bout de chaine uel I&PTS (acide
paratoluenesulfonique)

- SAM de poly(éthyléneglycol) (PEG) capables de kmni I'adhésion bactérienne
et cellulaire
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- SAM composées de monocouches ou bicouche lipidiopeeelisant la membrane
cellulaire(52) afin d’étudier I'adsorption des protéings3) ou I'adhésion d’autres
cellules(54)

-  SAM composées de biotines en bout de chaine @d#isEn tant que sonde

iy 77

- etc...
Polymere quelconque Structure « brosse » Différentes SAM possibles

)

Limitation de I'adhésion bactérienne :
- la distance bactérie — surface augmente
- I'interaction bactérie — surface diminue

Bactérie

Distance
bactérie - surfacei

Surface

Figure 8 : Schéma de principe d’une surface « lgoss

Les surfaces permettant la chimisorption des SAkt sombreuses et peuvent étre
biocompatibleg56) :

- oxydes de metaux (AgO ou A)) pour la chimisorption de chaines d'acides
carboxyliques (gH2n+1COOH) par la réaction acide/base entre la chainka et
surface.

- verre hydroxylé ou une surface d’oxyde d’aluminipour des organosilanes grace
a la formation de la liaison covalente Si — O — Si.

- les métaux nobles ou les semi-conducteurs (Au, Adre0s) pour les
organosulfures (HS(CHLX avec X, un groupe fonctionnalisant) grace a la
formation de la liaison covalente S — Métal.

Un autre avantage de ces structures est leur isitepbe fabrication : il suffit
d'immerger pendant quelques secondes a quelquesshiusurface a fonctionnaliser dans
une solution contenant les molécules formant lésrsUSAM. Spontanément, les molécules
vont se chimisorber sur la surface et s’auto-ogganafin de former une monocouche de
chaines structurées (en pratique toutefois, lagoedion de la surface avant exposition aux
molécules doit étre effectuée tres rigoureusement).

L’'auto-assemblage est donc un moyen trés intaregsaur adapter la surface des
matériaux a un environnement biologique et obtelEs propriétés « antiadhésives » et
« antisalissures (antifouling) » contre les baetriOn peut citer en perspective de
développement, la recherche menée sur des SAM pannhal’inhiber I'adhésion des
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bactéries pathogenes par la colonisation de laaseirpar des bactéries non pathogénes
ciblées.

Cependant la surface SAM «idéale » reste a cairce®n vient de voir dans le
chapitre | — 2 que I'adhésion bactérienne est oogasus impliquant a la fois des liaisons non
spécifiques (interactions électrostatiques ou de der Waals) et spécifiques (interactions
ligand-récepteur) avec la surface. Une des stiegégiexplorer serait de fonctionnaliser une
surface a protéger des bactéries pathogenes asaunalécules capables de s’auto-assembler
et de former des liaisons spécifiqgues avec de€hbestnon pathogénes ciblées, tout en ne
formant pas de liaisons non spécifiques avec legehbas pathogenes.

| — 4 — Les différentes techniques d’étude de I'adision bactérienne

Jusqu’a présent les études concernant I'adhésiciédienne consistent principalement
a mesurer le nombre de bactéries adhérant surfecelet a mesurer I'énergie d’adhésion.

| — 4 — 1. Aspects microbiologiques : évaluatianrebmbre de bactéries adhérentes sur une
surface

Dans ce paragraphe, les différentes techniguedédembrement des bactéries en
conditions statiques ou en flux sont décr{@q57) (58).

La mesure statique consiste a déposer une suspéreiterienne sur une surface sans
flux d’éléments nutritionnels. Les surfaces sontées, lavées ou centrifugées pour éliminer
toutes les bactéries qui n'ont pas adhéré a laceurfEnfin, les bactéries restant fixées a la
surface sont comptées.

Afin de compter les bactéries, le moyen le pluapde est d’observer I'état de la
surface au microscope optique (microscope de fhowarece, microscope confocal) mais cela
requiert au préalable le marquage des bactériearpararqueur fluorescent. Un microscope
électronique (microscope électronique a balayésf#) ou a force atomique peut également
étre utilisé a cette fin. Cependant la mise en esuigst pas aussi simple et peut étre plus
destructive pour les bactéries (déshydratation delantillons pour les mesures en
microscopie électronique, accrochage des bactauida pointe AFM).

Une autre méthode consiste a détacher les bactiita surface par ultrasons et a les
compter par les méthodes de dénombrement décritesnaexe 2.A. D’autres modes de
comptage directs ou indirects sont également ésiligls que la spectrophotométrie (mesure
de la diffusion de la lumiere par les bactéries)adétection de marqueurs biochimiques en
interaction avec les bactéries. Il est égalemessipte d’évaluer le nombre de bactéries au
stade du biofilm a partir de I'observation de lausture de ce dernier (épaisseur, densité,
morphologie). Dans la plupart des cas, la microgcoptique est privilégiée.
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La précision de ces méthodes est cependant linftéeexemple, le dénombrement
des bactéries a partir des ultrasons présenteotié@nient qu’'il est toujours possible que
toutes les bactéries ne se détachent pas de lacsuide plus, des bactéries peuvent étre
détruites par ultrasonication. Ainsi leur nombr&gue d’étre sous-évalué par cette méthode,
d’'une maniére variable avec le type de surfacaiost avec le type de bactéries. De méme,
le dénombrement par microscopie optique peut sursaus-évaluer le nombre de bactéries
présent sur la surface lors du traitement statistide I'image de fluorescence dépendant
fortement de I'expérimentateur qui estime le grdénla pixélisation de I'image (i.e. taille et
nombre de pixels décrivant une bactérie).

Enfin, le dénombrement en conditions statiquesstnigas toujours adapté. Par
exemple, dans une usine, les fluides contenantbdet®ries peuvent évoluer constamment
dans le temps et I'espace. Des mesures d’adhésiocomditions de flux ont aussi été
développéed60). Il s’agit de faire circuler une solution contehates nutriments, ou
simplement de I'eau distillée, a une vitesse fida@as une chambre (i.e. boite stérile possédant
une entrée et une sortie reliées a une pompe afifaice circuler la solution dans la boite)
contenant une suspension bactérienne et la susfatadier, et de dénombrer les bactéries
adhérentes au cours du temps par microscopie eptidjigue décrit ci-dessus.

| — 4 — 2. Aspects physico-chimiques : évaluatier!’interaction bactérie - surface

Depuis la fin des années 90, la microscopie &fatomique (AFM) connait un essor
important dans le monde microbiologique. C’est unéthode de microscopie de champ
proche (61), basée sur les forces d’interaction entre le sab&t la pointe qui permet
d’étudier de nombreuses propriétés de matéri@2) et en interaction avec des entités
biologiques(63). L’AFM permet de sonder simultanément la topatodeé la surface, la force
d’interaction d’'une bactérie unique avec la surfasesi que la morphologie de la bactérie
(64). De plus, cette technique peut étre mise en cangsi bien a I'air que dans les milieux
liquides. Plus précisément, l'interaction bactériesurface peut étre approchée selon deux
protocoles différents :

- généralement, la pointe AFM est balayée sur laasarkur laquelle a adhéré la
bactérie pour définir une courbe de force. On peat comme exemple I'étude du
biofilm bactérierkE. coli sur du verre avec une pointe de nitrure de 5(669.

- une bactérie peut étre aussi déposée sur la palitk et la mesure de la force
d’interaction entre la bactérie et la surface éseue en approchant la bactérie de
la surface nue. La mesure est répétée en diffémmdsoits de la surface pour
différentier la force d’adhésion en fonction dedpographie de la surface. Ceci a
ete réalisé par exemple sur des surfaces a cadrydrophobe variable et des
bactérie€. coli(66).

Dans tous les cas, il est possible de déterminantijativement les forces répulsives
ou attractives entre les bactéries et les surfdaes.différents matériaux peuvent alors étre
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classés selon leur caractere « répulsif » a I'adhdsactérienne. La théorie DLVO élaborée
des 1948 par Derjaguin et Landau, Verwey et Ovéripsemet de décrire les interactions
entre deux particules sphériqu&és) en prenant en compte les contributions de London-v
der Waals (force attractive dépendant de la palbilisg) et de la double couche électrique
(force répulsive dépendant de la force ioniquealediution et de la charge portée par les
particules)68). Dans sa version initiale, cette théorie ne pegapendant pas d’expliquer les
résultats expérimentaux observés en fonction deatare hydrophobe / hydrophile de la
surface. Une théorie plus compléte est aujourditilisée en prenant en compte les effets
stériques et de solvatation qui contribuent de Haigaportante a courte distan¢@6) (69).
Elle permet d’obtenir un bon accord entre résultaésriques et expérimenta(&) (70).

Ainsi, il est désormais possible de classer lésragtions entre les bactéries et les
surfaces de facon quantitative. Cependant 'AFMues technique délicate d’utilisation en
raison de la pollution facile de la pointe par éiéintes entités : ions environnants, bactéries
mortes... La pointe AFM interagit aussi fortement@la bactérie que la surface, ce qui peut
perturber les mesures de force. Ce type de probdéeété rencontré lors de nos mesures et n'a
pas permis d'utiliser facilement et rapidement l&tmde pour des mesures de force
d’interaction.

| — 4 — 3: Des résultats divergents

Les études réalisées sur difféerents matériauxdyerétaux, polymeres...), différentes
especes bactériennes, et différentes conditionerienentales (température, pH, force
ionique...) conduisent a des résultats qui ne peemifias de tirer de conclusions générales
en ce qui concerne la limitation de I'adhésion blastérieg43) (71). Par exemple, plusieurs
études ont montré que les bactéries (souchddsdadomonasStaphylococcus sanguau
Streptococcus mutar§&0)) adherent en plus grand nombre sur des surfacsgtyobes que
sur des surfaces hydrophiles. Mais, un autre tragaiisé sur une souche hydrophobe de
Staphylococcus aurews démontré au contraire que les bactéries adhareims (de 60 %)
sur du polypropyléne pourtant plus hydrophobe gqudespolyéthylene basse densité PEBD
(34).

Pour certaines conditions expérimentdl&), des souches de bactérRseudomonas
aeruginosa et Escherichia coli a gram négatif, n’adhérent pas sur des surfaees d
polyméthacrylate chargées positivement, alors eseblactéries a gram positif telles que
Staphylococcus aurewet Saphylococcus epidermidedherent a ces surfaces. Au contraire,
d’autres conditions d’expérienc€s3) rapportent que les bactérieseudomonas aeruginosa
colonisent le polymére qu’il soit chargé négativatmeu positivement, en désaccord avec
I'étude précedente.

La description de l'adhésion bactérienne sur umdase prend généralement en
compte le caractére hydrophobe / hydrophile ourésgnce de charges sur la surface ou sur
les parois bactériennes. Cependant, d'autres p&esné@euvent modifier lI'adhésion
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bactérienne, en particulier la physicochimie ddkiles bactériennes et la qualité des surfaces
(74), ce qui expliqgue le manque de généralité des usimis(75). Par exemple, les surfaces
des polyméres sont généralement hétérogenes, ggletipeuvent comporter des impuretés,
tous ces défauts influencant énormément I'adhésaaterienne.

Un meilleur contréle des surfaces, a I'échelle énolaire, est nécessaire afin de
préciser le réle des diverses caractéristiqueaaigdes (composition chimique, topographie,
configuration des groupes fonctionnels, etc...).

| — 4 — 4 Technigues récemment appliquées ad&tles interfaces biologiques

Différentes techniques spectroscopiques et microspmues

Les techniques appliquées pour la caractérisates) surfaces en contact avec des
entités biologiques depuis une quinzaine d’année¥ sombreuses. On peut citer les
suivanteg76) :

bY

- la microscopie électronique a balayage (MEB) qurmm¢ d’obtenir une
topographie de la surface avec une résolution natrajne. Son principe repose
sur l'interaction d’un faisceau d’électrons tras f{0,5 — 50 nm) et monocinétique
avec la matiéere. Le principal inconvénient de cetithode est la nécessité de
déshydrater et de métalliser les échantillons biglees afin d’obtenir une couche
conductrice pour les électrons.

- les microscopies a sonde locale (SPM: ScanningoePrMicroscopy) qui
regroupent le microscope a force atomique AFM (meede force entre une pointe
et une surface) et le microscope a effet tunnel fidsure de courant entre une
pointe et une surface). Elles permettent commeitdégrécédemment d’obtenir
une topographie de la surface avec une résolutisnéevée (résolution atomique
dans les meilleurs cas, le STM étant supérieuhBNI de ce point de vue). Elle a
éteé utilisée pour imager de I'’'ADN, des lipides @s grotéine§77).

- la spectroscopie de photoélectron par rayons X (XRXSRay Photoelectron
Spectroscopy) qui permet une analyse chimique gaawe de la surface (avec
une résolution spatiale limitée & 10 im

- la spectroscopie de structure fine pres du sewbsdrption de rayons X
(NEXAFS : Near Edge X-Ray Absorption Fine Strucjurgui apporte des
informations sur l'environnement local (a I'écheliéomique) des atomes de
I'élément considéré.

- la spectrométrie de masse des ions secondairetempgas de vol (TOF SIMS :
Time-Of-Flight Secondary lon Mass Spectrometry) pgiimet d’obtenir le spectre
de masse des molécules présentes par pulvérigatiarement destructive) de la
surface par bombardement par des ions primaires.
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Ces techniques permettent d'obtenir des renseigmsmges précis et variés sur la
composition et la structure des surfaces biologg@ependant, toutes ces techniques (sauf
AFM et STM) sont mises en ceuvre sous ultravide (YERf les électrons et les ions qui sont
détectés ne se propagent que dans le vide. Ellpemeettent donc pas I'étude des processus
biologiques en conditiom situ (milieu aqueux). Afin d’observer directement uneface
biotique ou abiotique dans un tel environnemennalevelles techniques spectroscopiques de
surface se sont développées. Elles reposent giigiie non linéairé73).

La spectroscopie non linéaire

L’'optigue non linéaire résulte de l'interactiontenla matiere et un ou plusieurs
champs électriques lorsque ces derniers sont aoffieent intense¢79) (80) (81). Le
rayonnement lumineux perturbe les propriétés optidacales du matériau en agissant sur les
charges se trouvant dans ce milieu (i.e. phénongeneolarisation)82): la polarisation
acquise par le matériau dépend de facon non lméail’amplitude du champ électrique. Par
un développement limité de la polarisation indpiée les champs électriques, il est possible
de modifier des fréquences, de produire des ondewdvelles fréquences a partir de la ou
des fréquences incidentes ou de faire interagik @ges différentes au sein d’'un matériau
(appelé communément milieu non linéaire).

La spectroscopie non linéaire du second ordregld@pement limité de la polarisation
induite a I'ordre 2) consiste a faire interagir deandes de méme fréquences (spectroscopie
de Génération de Seconde Harmonique SHG) ou dadnégs différentes (spectroscopie de
Génération de Fréquence Somme SFG, spectroscopi&édération de Différence de
Fréquence DFG) sur un milieu non linéaire et a iétulonde émise a une nouvelle
frequence. Par ses régles de sélection, I'optiqoe Iméaire du second ordre apparait
uniquement sur des milieux non centro-symétriqies@onnés. Il s’agit par ailleurs d’'une
technique d’étude spécifique aux interfaces et adlensemble du volume du milieu sondé
(83).

Une étude vibrationnelle de I'échantillon est ploisslorsqu’on envoie sur le milieu
non linéaire un faisceau infrarouge en résonancec ales vibrations moléculaires de
l'interface a sonder. C’est le cas de la spectqoiec8FG vibrationnelle ou un faisceau visible
et un faisceau infrarouge sont envoyeés de facdanéaite spatialement et temporellement sur
linterface a étudie(84). L'analyse du faisceau émis a la fréquence somnfaidceau visible
et infrarouge permet d’obtenir la conformation riemtation et la composition chimique des
molécules sondég8b5).

La principale limitation de cette spectroscopielashature de la surface pouvant étre
étudiée car elle doit étre non centro-symétriquerdbnnée : le désordre moléculaire donne
lieu a une centro-symétrie locale du systéeme ‘etbdénce de signal de SFG.
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| — 4 — 5: La spectroscopie de Génération de FEmop Somme SFG appliguée aux
biomolécules

La spectroscopie SFG, un apport pour I'étude des ierfaces biologiques

La spectroscopie SFG émerge en tant qu'outil gbudier les interfaces biologiques
et leurs interactions avec I'environnement.

Malgré la complexité de la mise en ceuvre du difpexpérimental SFG et des
échantillons biologiques eux-mémes, il a été moniréd était possible d’obtenir des signaux
SFG exploitables des surfaces en contact avec tierigidbiologique tel que 'ADN86), les
erythrocytes (globules rouges) dans un milieu tqy87) (88), les protéines (cf. paragraphe
suivant) , ou de l'interaction protéines — membramedele afin d’appréhender différents
processu$89):

- les fonctions cellulaires liées a des peptides es fdrotéines associées aux
membranes.

- la formation de pores au sein d’'une membrane, psuseprésent lorsqu’un virus
pénétre une cellulg@0).

- etc...

e [RRRAR  TOGG BOG0 TRRE BAGAS - RAAG

B'C"”Ciiz‘::;‘izzasz# O >\f>f>€, VOO0 DUOUG. U000 OUOLL. Juouu
p:;:::::)rlz pectroscopie résolue en temps pelc:]r:es::;:;ons

Fonctionnalité et Réactivité des biomolécules

Figure 9 : Les différentes techniques SFG appliguéd’étude de l'interaction entre une protéine
transmembranaire et une membrane artificielle.

Différentes techniques SFG peuvent étre appliquefes d’obtenir la signature
électronique, vibrationnelle, dynamique, électriigtee et chirale des biomolécules de
I'interface et donc de comprendre dans son enselaltactivité des molécules sondées (i.e.
leur fonctionnalité), (Figure 9) :

- la SFG « statique » utilisée dans ce travail daemhe qui permet d’obtenir des
informations structurales des molécules sondées.
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- la SFG pompe-sonde ou résolue en temps qui peroletedir des informations
dynamiques sur les processus intervenant a [I'eterf(91): un faisceau
supplémentaire dit « pompe » est envoyé sur I'édlan afin d’exciter les
molécules puis les faisceaux visibles et infrargudits « faisceaux sondes »)
viennent sonder I'état de la surface perturbédeppompe. La pompe peut-étre un
faisceau infrarouge (on obtient alors des renseigmés sur la dynamique de
relaxation vibrationnelle) ou visible (dans ce ca&%st le substrat qui est
électroniqguement excité, et on observe I'effet ‘dedraction des photoélectrons
avec les molécules adsorbées).

- la SFG a deux dimensions (2D-SFG) (similaire agdactroscopie infrarouge a
deux dimensions) : une cartographie a deux dimassde I'émission SFG est
obtenue en enregistrant l'intensité SFG en fonatiereux longueurs d’'onde d’'un
des faisceaux incidents (en général, le faiscefrarguge). Dans le cas d'une
cartographie réalisée par deux impulsions infraesyug les propriétés
vibrationnelles des molécules de linterface sartdges ce qui permet de mettre
en evidence les couplages vibrationnels et d’ifientquels groupes chimiques
interagissent ensemb(@2).

Un exemple d’étude SFG : I'adsorption protéique

L’adsorption protéique a été étudiée a I'aide ée trombreuses méthodes :

- mesures d'angle de contact afin d’étudier I'effetl@dsorption des protéines sur
le mouillage d’'une surfag®3)(94) (95)

- isothermes d’adsorption pour identifier les premserétapes de l'adsorption
protéique(21): des cycles d'adsorption et de désorption desepres sur une
colonne fonctionnalisée sont réalisés en fonctwnemps puis la concentration et
la structure des protéines désorbées sont mespairespectrophotométrie et
dichroisme circulaire respectivement, afin de dgiteer la force d’interaction
entre les protéines et la colonne.

- diffusion des neutrons pour déterminer I'épaisseua couche protéique6)

- résonance plasmon de surface pour mesurer les emangs d'indice de réfraction
induits par les biomolécules adsorbées sur unase(@7) (54)

- microscopie a force atomique afin de quantifiefoiace d’adhésion des protéines
(détermination de I'énergie libre de Gibl§8Y)(98)

- modélisation des forces d’'interaction entre lest@nes et les surfacéd9) ou
I'eau par dynamique moléculaif&00)

Ces différentes techniques ont permis de montrerl@dsorption des protéines peut
étre réalisée sur différents supports (mesure tBamlp contact, diffusion de neutron,
résonance plasmon) et qu'elle dépend des caracpdrgsico-chimiques de ces supports
(microscopie AFM, dynamique moléculaire) et desditions opératoires telles que le pH ou
la concentration protéique en solution (isothernsegbrption). Cependant, ces études ne

Page | 31



permettent pas de déterminer totalement la streicair la fonctionnalité des protéines
adsorbées sur des surfaces. Ceci est majoritaitedienla caractérisation non spécifique aux
interfaces des techniques et au manque de résokpatiale ou temporelle (par exemple pour
des études cinétiques de I'adsorption protéiquéesaprotéines sont des édifices dynamiques
et non figés). Ainsi, les interactions protéinegate sont encore mal comprises et les
changements de conformation des protéines en atitmmaavec une surface sont rarement
appréhendeés.

Les études spectroscopiques SFG réalisées cegrdsrrannées sur |'adsorption
protéique ont permis de faire fortement progrelseompréhension des interactions entre les
protéines et les surfaces. On a ainsi sondé déSipes adsorbées (fibrinogéne et albumine de
sérum bovin BSA) sur des polymeéres tels que legbplgne (101) (102) en fonction du pH
de la solution, en présence ou non d’ions et &mifftes concentratior(&03) (104) Les
changements spectraux observés en fonction destioosdexpérimentales ont permis de
mettre en évidence des changements de confornatd@ique.

Il a été par ailleurs démontré que la concentnaties protéines en solution était un
facteur important pour I'organisation des protéisesla surfac€d7) (104) (105J106) Pour
des concentrations faibles de protéines, elledenmtance a s’étaler sur toute la surface et a
maximiser les interactions avec le support (en @dn@ydrophobe). Elles adoptent une
conformation dépliée dans un film protéique primairdonné. Au contraire, lorsque les
protéines sont en concentration importante suuttase, beaucoup d’entre elles s’adsorbent
en méme temps sur la surface. Celle-ci deviensdlés vite encombrée, ne permettant pas
aux protéines de s’étaler ni de s’organiser (caetmzent & une monocouche de molécules
molles comme les alcanethiols pour lesquelles damrement de la surface est au contraire
le facteur qui les conduit a s’auto-assembler eoptmht une conformation bien définie).
Ainsi, le film protéique surfacique devient hétékng et désordonné apres équilibre entre la
phase liquide et la phase adsorbée.

La concentration limite entre un film homogéne leétérogéne dépend donc de la
surface et de la protéine (structure, taille).

L'adhésion bactérienne en SFG

Dans ce travail de recherche fondamentale, poprdmiere fois, nous exploitons la
tres bonne connaissance spectroscopique que noas dgs SAM d’alcanethiols, qui par leur
haut degré d’organisation sur la surface d’'un mp&mettent d’obtenir un fort signal de
SFG, pour déterminer si lI'adhésion bactérienne lauSAM a un effet mesurable sur
'orientation des molécules autoassemblées, et rsipeut dégager des informations
rationnelles de ce type d’interacti¢t07)

L’adsorption protéique sur la SAM d’ODT est égagemétudiée en SFG ainsi que son

influence sur I'adhésion bactérienne. Les diffésdrdavaux réalisés et présentés ci-dessus sur
limpact de la présence de protéines sur l'adhédiantérienne ont étudié l'effet d’un
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« encrassement » des supports par les protéindaidiiésion bactérienne (effet du « protein

coating ») mais n’ont jamais, a notre connaissagitelié I'effet de 'adhésion bactérienne sur

une surface en présence de protéines dans la simpdractérienne, ce qui est réalisé dans
cette these.
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II - La Monocouche AutoAssemblée d’OctaDécaneThiol
(SAM d’ODT) : préparation, caractérisation multi-
échelle, apport de la spectroscopie de Génération de
Fréquence Somme (SFG)

Notre recherche porte sur I'étude de l'adhésiontdseenne sur une surface d'or
fonctionnalisée par une SAM constituée de molécul#3ctaDécaneThiol (ODT). Ces
supports possedent un haut degré d’organisatisrctnférant un fort signal de SFG.

Dans ce chapitre, nous décrirons la fabricationagesystemes autoassemblés et leurs
propriétés physico-chimiques. Celles-ci seront iéesgl a I'échelle macroscopique et
microscopique par microscopie AFM, mesures d’andiesontact et spectroscopie SFG.

La spectroscopie vibrationnelle SFG permettraateler les niveaux vibrationnels des
modes C-H de la SAM d’ODT pour en retirer des infations concernant I'orientation des
groupes meéthyles terminaux des molécules. Les rgseSFG devront étre déconvolués pour
en extraire les intensités relatives des differembsles. Il s’averera que cette déconvolution
devra étre faite rigoureusement pour étre reprdaectt permettre d’obtenir des informations
gualitatives fiables de la conformation des molésud’ODT. Une comparaison des spectres
SFG expérimentaux avec des spectres théoriquesusbpar modélisation de la SAM d’'ODT
permettront d’obtenir des informations quantitadiveur la conformation moléculaire du
support.
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[l — 1 — Fabrication des surfaces de la SAM d'ODT

Des substrats d’or polycristallin commerciaux @xdee) dont les cristallites sont
orientées dans la direction (111) sont utilisésdbivent étre préalablement nettoyés. Pour ce
faire, ils sont chauffés a la flamme (combustiorgde de butane) jusqu’a I'observation d’'une
couleur rouge qui correspond a une températureisanfment élevée pour brller les
impuretés éventuelles et pour reconstruire la sarfmlycristalline. Un flux d’argon permet
de limiter I'oxydation de la surface par I'oxygewe I'air lors du refroidissement. Les
échantillons sont rapidement déposés dans de ¢thpe. L'effet de ce traitement de surface
a été contrélé par microscopie AFM en comparamat’du substrat avant et aprés chauffage
(cf. chapitre Il —= 3 - 1).

Ensuite ces supports sont immergés dans un béchetenant une solution
d’OctaDécaneThiols (ODT) dans I'éthanol absolu @rol.L?, durant deux & trois heures.
Les molécules d’ODT sont des organo-sulfures qat ge chimisorber sur la surface d’or par
I'intermédiaire de leur atome de soufre (Figure fi0)s s’auto-organiser lentement (en une
dizaine d’heures environ) et spontanément en adbptee géométrie bien définie : toutes les
molécules d’ODT sont étirées en conformation qtadi trans et paralléles, avec les plans C-
C orientés les uns par rapport aux autres (cf.itieaip— 3) (108)(109)(110).

Les supports ainsi fonctionnalisés sont rincé®thdnol absolu puis séchés sous un
flux d’azote.

Au(111)

A—4

( ' ) ( ? ) 6 ( )
2 W Y . ~, ’
L:\? ll\ ? Adsorption \&J L ?M
Organisation
SolutiLn d'oDT ’ t d J

[ )

Ly

Figure 10 : Schéma de fonctionnalisation du suligtter par les molécules d’ODT.

Ce nouveau support est stable grace a la folwotiacovalente polaire et spécifique
soufre-or (aucune autre molécule ne se chimisarb&am) et aux nombreuses interactions de
type van der Waals cumulées tout le long des chatre effet, ces forces peuvent représenter
beaucoup d’énergie des lors qu'une chaine estsanffinent longue ce qui est le cas ici:
environ 1 eV/molécule d’ODT (111). L'inertie chimig de l'or vis-a-vis de la plupart des
réactifs et la stabilité de l'auto-assemblage aii<«equasi-solide » permet de conserver les
supports quasi-indéfiniment (des mois).

La monocouche d’ODT a une hauteur d’environ 2 rifigure 11.A). Les sites
d’adsorption de I'ODT sur l'or(111) étant le siterpé et le site ternaire (Figure 11.B)
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respectivement, la distance moyenne séparant demea de soufre est d’environ 0,22 nm
d’apres des mesures de diffracti@il2) La distance moyenne séparant deux chaines est
beaucoup plus grande (0,5 nm), ce qui implique lgeechaines, tres proches les unes des
autres au voisinage de la surface, s’en écartemitetonc nécessairement une forme en « L »
avec des défauts par rapports a la conformationttans, comme il apparait clairement dans
la conformation déduite d’'une étude par SFG (Fidue

Figure 11: Vue de linterface ODT/Au(11ll). Seuls latomes de carbone et de soufre sont
représentés. Il apparait clairement que les chabwd tout trans, a I'exception du pied des chaines
Les chaines doivent trouver la distance appropaée interactions de van der Waals tandis qu’en bas
de la chaine elles doivent s’adapter aux sites sbaption de l'or (111). Les deux contraintes
définissent les sites d’adsorption effectivementipés ainsi que trois angles : inclinaison commane
toutes les molécules (« tilt »), rotation du plainclinaison des chaines par rapport aux rangées
d’atomes d’or, et rotation des plans d’atomes deboae autour de I'axe moyen des chaines
(« twist »). Il apparait clairement qu'’il existe wlesortes de chaines (en noir et en gris sur laré}
dont les plans sont perpendiculaires. Cette demiéaractéristique se retrouve dans les solides
d’alcanes. La structure proposée résulte d’'une gsmlde spectres SFG incluant également la
structure des groupements méthyle et I'existencded® types de chaines adsorbées en sites ponté et
ternaire (85).

Il — 2 — Techniques de caractérisation de la SAM @DT

Il —2 —1:La microscopie a Force Atomique (AFM)

La microscopie AFM a été utilisée pour caractéritetopographie des supports d’or
nus et apres adsorption des monocouches autoags=n{B8IAM d’ODT) et pour mesurer les
courbes de forces de la surface (i.e. homogénéitié donctionnalisation de la couche d’or
par les molécules d’ODT).
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Le microscope a force atomique utilisé (microsc&®eoSPM, Molecular imaging,
ScienTec, Palaiseau, France) utilise une pointesilgium nitruré, dont le diametre peut
varier de 10 a 50 nm. Cette pointe est accrochée lavier constitué d’'un ressort de faible
constante de raideur k 25 N.m' (Figure 12). Les mesures ont été obtenues a une
température de 22°C.

Il existe différents modes de mesures possibles B/microscope AFM reposant tous
sur le principe suivant : le levier est approchgngiron 1 nanometre de la surface a étudier.
Lors de I'approche, il est soumis d’abord a desdsrattractives, puis répulsives selon la
courbe du potentiel de Lennard-Jones décrivantefaction de la pointe avec la surface
(Figure 12). Les mouvements de la pointe en fondi® la distance a la surface Z sont décrits
dans la Figure 13.

Photogétecteur

Analyse

i ’ : Topographie
Surface REETERELEN de la surface
a étudier \

Figure 12 : Schéma de principe d’'un microscope AFM.

Pour obtenir la topographie de nos surfaces, agass utilisé le microscope AFM en
mode oscillant (mode contact intermittent ou « tagp) a 315 kHz : le levier est mis en
oscillation par une cale piézoélectrique a uneuedge fixe proche de celle de sa résonance.
La constante de force effective, la réponse et plaode d'oscillation dépendent de
I'interaction mécanique entre la pointe et la stefaLes mouvements de la pointe sont
enregistrés grace a un miroir localisé sur le levé@ on maintient constante I'amplitude des
oscillations tout au long du balayage de la surladgeant X, Y au moyen de la tension qui
ajuste la distance de la surface Z 2,9 V), on obtient la topographie de la surface
(Z = f(X,Y)). Dans ce mode d'utilisation de 'AFMa force d’interaction avec la surface est
faible : Rapping= 10™° N ce qui limite au maximum le risque de détérioratde la surface.
Dans le mode « contact » couramment utilisé, leefafinteraction est beaucoup plus forte et
peut conduire plus facilement & lendommagemenaderface (Enwac= 10° N).

Le mode «tapping » permet de mesurer, en pluia depographie de la surface, le
déphasage entre le signal excitateur et la répensescillation du levier. L'image de phase
peut différer de I'image topographique dans le ¢ase surface chimiquement hétérogene.
Dans notre étude, la topographie et le signal deselont été collectés a une vitesse de
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balayage de 1 ligne/seconde et de 512 lignes/inlagse.mesures de force d’adhésion (i.e.

courbes de force) entre la pointe et la surfacegatement été réalisées (Figure 13).

A

5 phases sont & distinguer :

- le levier est loin de la surface ; la déflexion est nulle (1)

- lorsque la pointe est amenée proche de la surface, la force
attractive (type van der Waals) est suffisante pour faire entrer
brusquement en contact la pointe avec I'échantillon. (2)

- lorsqu’on rapproche le levier alors que la pointe est en
contact avec la surface, la déflexion du levier augmente :
répulsion de la pointe par la surface. (3)

- le mouvement s'inverse ; alors que la pointe s'éloigne de la
surface, les forces d'adhésion et de capillarité produisent une
déflexion plus importante du levier que celle qui existait lors
du contact a I'aller : attraction plus importante de la pointe (4).
La déflexion devient négative jusqu'a ce que l'adhésion soit
brisée (5) et que le levier se libére de la surface. C’est cette
partie de la courbe qui est susceptible de fournir des
informations sur les propriétés mécaniques du matériau.

B.

{Levier + pointe} ——>
Surface sur le — e

piézoélectrique - -
oscillant. 4 N 4
AT R,

(1) (2)
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%
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—_—
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Rétraction Extension

(5)

Décollement

Figure 13 : A. Principe de la mesure de force d@sibn et B. Positions successives de la surface

correspondant a la courbe de déflexion (figure adaple la Re{113)).

Il -2 — 2 La mesure d’angle de contact

La mesure d’angle de contact est une techniquagitant d’évaluer la mouillabilité
d’une surface (la capacité d’une goutte a s’élieda surface}95)(114)(115) Elle consiste
a y déposer une goutte d’un liquide de propriétdmuaes et a mesurer I'angle formé par la
tangente du profil de celle-ci avec la surface p&ase au point triple (Figure 14).

La mesure de l'angle de contactpermet d’avoir acces au caractere hydrophobe /
hydrophile du support lorsque le liquide de réféeeast de I'eau. Pour ce faire on dépose une
goutte d’eau sur la surface :
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6 > 90° : la goutte ne s’étale pas, le supporhgdtophobe

0 < 30°: la goutte d’eau s’étale sur le support,sigport est
hydrophile

30 < 06 < 90°: le support est moyennement hydrophobe /
hydrophile.



Le suivi cinétique de I'étalement ou de I'évaparatide la goutte déposée sur le support
permet également d’obtenir des informations suortibgénéité chimique ou physique et la
rugosité de la surfaq@16)(117).

Tangente a la goutte

Ligne triple M

Support 9> 150° 90<0<150° 30<0<90° §<30°
Faible affinité Forte affinité
entre la entre la
surface et le surface et le
liquide liquide
Si eau : Surface superhydrophobe Surface hydrophobe Surfa?]e Sﬁoyir_wlnement Surface hydrophile
ydrophile

Figure 14 : Angle de contact d'une goutte déposgaise surface en fonction de leurs affinités.

Pour la mesure d’angles de contact, on utilisggamomeétre dans des conditions de
température contrélée (22°C). Dans le cadre desrgitrde, deux appareils distincts ont été
mis a disposition. Le premier, le goniométre « roacopique », permet de deposer
manuellement a l'aide d’'une seringue une gouttdiciede de 5 microlitres environ sur la
surface a analyser (Figure 15.A). La goutte estiggd par une source de lumiére blanche et
son image est obtenue grace a une caméra CCD éssocin objectif permettant d’obtenir
des images avec un rapport d’agrandissement x4dig@etre G10, Kriiss, Palaiseau, France).

Seringue

Zoom optique ‘

Caméra CCD

Goutte d’eau

Surface a étudier

Acquisition - traitement

Figure 15 : Schéma de principe d’'un goniometre lettpgraphies des deux goniometres utilisés au
cours de ce travail : A. le goniometre « macrosqapi» et B. le goniometre « picolLitre ». Les
différents cadres colorés représentent les compesdun dispositif : la seringue en rouge, la source
lumineuse en jaune, le zoom optique en violet eataéra CCD en vert.
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Le second, le goniométre « picoLitre », permetéddiser un balayage d’'une portion
de 5x5 mm de la surface de maniére automatique en « prajetdes gouttes d’eau distillée
de 300 picolitres (@ = 100 um) espacées de 250egmnes des autres grace a une unité de
dosage piézoélectrique (Goniométre DSA100M, KriRalaiseau, France, Figure 15.B).
L’'image de la goutte est obtenue dans les mémeditmors que précédemment mais il est
nécessaire d’avoir un rapport d’agrandissement ¥2@. procédure automatique d’acquisition
d’'images enregistre I'évolution de la goutte a ipaliun temps antérieur au contact avec la
surface, pendant 2 secondes (temps suffisammeniploumr que la goutte s’évapore). On peut
en extraire la cinétique de l'angle de contact alegbutte qui peut révéler selon les cas
I'évaporation simple ou des processus simultanésagioration et d’adsorption du liquide
dans la surface.

Il —2 —3: La spectroscopie de Génération dgl&ace Somme (SFG)

Les SAM d'ODT ont été caractérisés a I'échelle éoalaire par spectroscopie
vibrationnelle SFG. La SFG comme nous l'avons noemi& dans le chapitre I, est une
méthode d’optique non linéaire dont nous rappetigiioi les principes de base. Il s’ensuit une
présentation de la spectroscopie SFG vibrationreit#oseconde telle qu’elle a été utilisée
dans cette étude et du dispositif expérimental.

L’optique non linéaire

En présence d’'une onde électromagnétique, toundésriaux présentent une réponse
linéaire face a I'excitation du milieu par le chamfectrique. Cette réponse est due a
I'oscillation des charges mises en mouvement pashemp électrique de I'onde, qui fait
apparaitre un dipéle oscillant de volume qui ragana fréqguence de I'onde incidente et se
traduit par 'émission de faisceaux réfléchi ensiais. Des effets non linéaires en fonction de
I'intensité du champ peuvent étre observes si éanghélectrique est suffisamment intense et
uniquement sur certains matériaux (appelés commenemilieux non linéaires). L'intensité
nécessaire ne peut pas étre atteinte avec lesesodeclumiére incohérentes. C’est la raison
pour laquelle I'optique non linéaire ne s’est dépplee qu’'a partir des années 1960 avec la
découverte du laser. Expérimentalement, si une daqrilsation» est envoyée sur un milieu
et que ce dernier réémet d’autres ondes a destipulsay, 3w, 4o, etc... alors on est en
présence d'effets non linéair€&) (80) (81).

La description des effets non linéaires reposdesiéquations de Maxwell. On peut
décomposer le champ électrigieen série de Fourier sur toutes les fréquencesréatdie
matériauE (w,,,) de vecteur d’'ondkn,a la pulsationop, :

E(rt) = Z E(r,w,,) e~i@mt

m>0
avec r, le vecteur position d’un point de I'espace (xyz)
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E(r,w,) = Z A(w,)eknre,

i=x,y,z
e . le vecteur unitaire pointant dans la directitesgace i
A(w,,), 'amplitude du chami (r, w,,,)
Wm

k= n—= ou n est l'indice de réfraction du milieu eta celérité de la lumiere.

Lorsqu’une onde lumineuse traverse un matériaweceier induit une polarisatid?
s’écrivant sous la forme :

P(T, t) = Z P(T, wm) e tomt — Z p(wm) e twmt + ikmrei

m m
avec P(wp) =PYw,) +PP(w,) +PIw,) +...
La polarisation se décompose en une somme de temoegremier ordr®® variant comme
le champ excitateur (polarisation linéaire), duosetordreP® variant comme le carré du
champ excitateur, du troisieme ord?€ variant comme le cube, etc... (polarisations non
linéaires).
Celle-ci peut également s’écrire comme une sommeodgosantes de Fourier spatiales et

temporelles :
P(rt) = Z Z Z Pi(p)(wm) o~ lwmt+iKmr e;

m p i=xyz
avec RF”(om) : la densité de polarisation & I'ordre p danditaction de I'espace i
P(p)(wm) = Zi:x,y,z Pi(p)(wm)ei
K, = 25'11 km]

En optique linéaire, le matériau est caractérimé ga susceptibilité linéairg” qui
décrit entierement la fagcon dont la polarisationndmilieu dépend des champs électriques
E(w,,) auxquels il est soumis. A I'ordre 1 (optique liné}jla relation entre™ etE s'écrit :

PO (r,t) = gogxM.E(r,t)
avec g, . la permitivité du vide

¥ est donc un tenseur de rang 2, représenté parmatdce 3x3 symétrique
d’élément)(l.(jl) dans un repére cartésien (x, y, z) donné, sansdiore

En faisant intervenir les composantes cartésieagalarisation linéaire s’écrit :
1 1
PO wn) = ) ot E(wm) = Nu

j
avec W :le moment dipolaire des entités constituantileem par exemple des molécules

N : leur densité volumique
Les indices i, j correspondent aux composanteggsiannes (X, Yy, z) des grandeurs
vectorielles.
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De méme, en optique non linéaire a I'ordre 2, l@psation d’ordre 2 s’écrit :

PAO(r,t) = eogx@PE%(r,t)
ol ¢? est la susceptibilité non linéaire a I'ordre 2, tenseur de rang 3 possédant=327
éléments, ayant pour dimension I'inverse d’un chateptrique (m.VA).

(2)

Ainsi, le matériau présentera différentes compi@sanon Iinéairesfl.jk définies par

I’équation suivante :

2
PP (om +0n) = 20 ) 25 @+ O 0, 02)Ej (@) Ex(0p)
j,k

Finalement, l'intensité &) émise par le matériau est égale au module carchamp
rayonné par la polarisatioi(w) = |E(w)|? « |P(w)|?> = |Pr(w) + Py(w)|?
OUP;(w) et Py;(w) sont les polarisation linéaires et non linéaiespectivement.

En pratique, on utilise une ou deux fréquencesnsDee dernier cas, le champ
électrigue E est composé de deux ondes monochromatiques deatipaolso; et ;
(E =E1 + Ey). On peut alors obtenir différentes spectroscofftegure 16) :

- Siwy# o et sio; + ®2, = w3 : on réalise de la Génération de Fréquence Somme
(SFG) (118).
P01 + @2 = 03) = 0P 01 + 02)E1E>

etlsrg o [PD(ws;)]” o [x®(w3)[ hily

Il est a noter que I'émission SFG correspond atwangsition Raman : le niveau énergétique
supérieur dans la Figure 16 peut étre réel ouelirtu

- Siom=owet sio; + o = 20: on obtient la Génération de Seconde
Harmonique (SHG).
P(z)(Z(o) = 80)((2)(203)E12

etlgye % [PPQw)|* o« |x@@2w)|’ 12

- Sioi# o et sio; - m = w3 on réalise de la Génération de Différence de
Fréquences (DFG).
P(Z)(Cl)l - 0)2) = 80)((2)( 1 - OJQ)E]_EZ

etlprg |P(2)(‘”1 - wz)lz x |X(2)(001 - 0)2)|21112
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Ep ....... ACIogpoIIIiize

X(Z) W

A:SFG B:SHG C:DFG

W; + W, = Wy 2w, = W; W - W, = Wy

Figure 16 : Les différentes techniques spectrospms non linéaires d'ordre 2 : description en
termes de niveaux dénergie de: A. La spectrosc@iG, B. la spectroscopie SHG, et C. la
spectroscopie DFG. Les niveaux d’énergie en tiadisitillés peuvent étre réels ou virtuels.

La raison pour laguelle les processus de secaire sont exploités comme sonde des
interfaces est que dans les milieux centro-symégddles plus répandus), la réponse SFG est
rigoureusement nulle. En effet, dans le cas d'lids@ossédant un centre d’'inversion (milieu
centro-symétrique), si Il'application d’'un chanip produit une polarisationP, alors
I'application d’'un champ E produit une polarisationP :

PP+ w5) = & ) xFwn +02) (~Ejw)) (Ex()
j.k

_PLQ)((UI +wy) = 502)(1%2(0’1 + w2)Ej(w)Ey(w3)
I

—Pl@(wl + w,) = Pl@(wl + w,)
Ceci est valable pour tout i, j, k doRc= - P or P # 0 ce qui implique nécessairement que
)g,-k(z) = 0: les milieux possédant un centre d’inversiengénérent donc pas d’effets non
linéaire d’ordre 2.

Dans ces milieux, la spectroscopie SFG permet dimcsonder spécifiguement
l'interface (ou la symétrie est brisée) sans ausigmal parasite provenant du volume du
solide. C’est un avantage considérable par ragptatspectroscopie linéaire d’absorption IR
par transformée de Fourier avec laquelle les sigriBabsorption par les molécules de la
surface sont de 10a 10* fois moins intenses que la réponse du volume ucéagend trés
difficile a mettre en ceuvre.
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La spectroscopie SFG vibrationnelle femtoseconde

Méthode expérimentale

Dans le cadre de ce travail, nous avons utilis&épectroscopie de Génération de
Fréquence Somme (SFG) afin d’étudier la SAM d’ODT.

Les molécules d’ODT contiennent une fonction tHgeH (I'atome d’hydrogéne se
dissociant lors de I'adsorption sur I'or), 17 grespméthylene Ciet un groupe méthyle GH
en bout de chaine. En utilisant un faisceau infrgeoaccordé sur les modes de vibration
d’élongation C-H des groupes méthylénes et métloflechapitre 1l — 1 — 2), il est alors
possible de sonder la SAM d’ODT.

Expérimentalement deux faisceaux dont on contigderecouvrements temporel et
spatial sont envoyés colinéairement sur I'échamtillLe premier faisceau est centré a la
fréquence infrarougen; = @r = 2900 crit (br = 3,4 pm). En tenant compte de la largeur
spectrale du laser, ce faisceau recouvre les tiamsivibrationnelles v’ = 0» v’ = 1
d’élongation C-H des groupes ¢kt CH; de 'ODT. Le second faisceau est centré a la
fréquence visiblan, = wyis = 12 407 crit (s = 806 nm, la longueur d’onde visible a été
choisie en tenant compte des propriétés des fillidgoiques utilisés pour séparer la SFG du
faisceau visible avant le détecteur, cf. ci-aprésy. effet non linéaire d’ordre 2, le faisceau
émis sera a la fréquenagr + w.is = osrc dans le domaine des fréquences du visible (vers
650 nm). La SFG permet de sonder des niveaux idratls tout en réalisant I'acquisition
des spectres dans le domaine du visible. On galgme a@n sensibilité puisque I'on peut
utiliser des détecteurs dans le visible qui soa$ gensibles que ceux infrarouges et surtout du
fait que le rayonnement thermique est beaucoupfplbke dans le domaine visible que dans
l'infrarouge.

Le laser utilisé pour réaliser la spectroscopieGSest un laser impulsionnel
femtoseconde dont la durée est de l'ordre de 10Qcfs ci-aprés). L'avantage majeur
d’effectuer la spectroscopie SFG avec des impuisiaser trés courtes temporellement est
d’obtenir des spectres trés larges dans le donwesefréquences (environ 150 @ mi-
hauteur). Ainsi, toutes les vibrations d’élongatiGrH du support sont sondées sans avoir
besoin de réaliser un balayage de la fréequenceasker.lOn évite toute dérive lente qui
contribuerait au bruit spectral. Un autre avantdgela spectroscopie SFG impulsionnelle
femtoseconde est qu’'avec une puissance moyenneacabip a celle d'un laser continu de
faible puissance (1mW) on obtient une puissande enéiniment supérieure (LOMW pour des
impulsions de 100 fs, d’énergie 1uJ et de cadeRketz)lce qui permet d’obtenir une plus
grande efficacité des processus non linéaires et @tus de signal SFG en produisant un
échauffement négligeable de la surface sondée.

De plus, en SFG, on mesure I'’émission Raman édalution correspond donc a la
largeur spectrale des niveaux supérieurs de lar€igyf, qui est égale a celle de I'impulsion
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du laser visible. Dans le cadre de nos expériemadargeur spectrale du laser visible est de
quelques cil (cf. paragraphe ci-apres).

La spectroscopie SFG combine donc deux avantagesir pétudier
spectroscopiquement des interfaces (solides cegtnaétriques) / (molécules adsorbées a leur
surface) : sélectivité de l'interface et sensiéilifrace a la détection dans le visible. Elle est
€galement non destructive ce qui représente untay@rmmajeur lorsqu’on souhaite étudier
des échantillons biologiques. Comme il sera démdodins le chapitre Il — 2 — 4, la
spectroscopie SFG permet d’obtenir différents tymkmformations sur le systeme et donc
une description relativement complete du systemeiét

- une information chimique : les groupes fonctionrselsdés sont-ils présents ?

- une information structurale : quelle est la confation / orientation des
différentes espéces chimiques ?

- une information environnementale (a travers legjUefices et largeurs des
transitions vibrationnelles sondées) : quel estviimnnement chimique des
groupes sondés par SFG ?

Les différents milieux non linéaires utilisés dansotre étude

Suivant le type de réponse observée en SFG,ffésatits milieux sondés peuvent étre
classés en trois catégories (Figure 17) dont daukte étudiés dans le cadre de ce travail :

- lorsque le milieu étudié ne présente pas de nivedrationnels mais posséde
un continuum d’états électroniques en résonance #weaser infrarouge
(Figure 17.A), toutes les composantes spectral¢smffarouge vont induire la
méme réponse SFG dite non résonnante qui sera ésopat le profil spectral
du laser. Lorsque seule une réponse non résonesinbdtenue, le spectre SFG
permet de mesurer directement le spectre du lafmrauge, qui en pratique
est une Gaussienne des lors que le laser a étédgjen

Ceci est le cas pour le cristal non centro-syméérid'arséniure de gallium GaAs (111) qui a
'avantage d’avoir une forte réponse non résonn&mé sur toute la gamme de fréquences
utilisée dans ce travail : entre 1600 et 3500' cEn effet, ce cristal posséde un gap d’énergie
de 1,43 eV entre sa bande de conduction et sa #ngalence : ssre > 11 521 crt, |l
peut y avoir résonance et donc émission efficac8Fi®d (ce qui est le cas pour la fréquence
visible utilisée dans notre dispositif experiment@n l'utilise en pratique pour réaliser des
spectres de réféerence (cf. chapitre Il — 3 — 2).

- lorsque la pulsation infrarouge est en résonancec agles transitions
vibrationnelles (par exemple, celles des molécdlese interface) et qu’il y a
une réponse non résonnante du systéeme, un terntertérence apparait entre
le signal résonnant (d’origine vibrationnelle) et $ignal non résonnant
(d’origine électronique : il n’est pas rare quédad « non résonnant » soit lui-
méme résonnant avec des états modifiés par la ©tiption des molécules).
L’allure du spectre SFG présentera la forme d’'uaessienne modulée par des
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creux ou des pics correspondant a la réponse réstsndu matériau suivant la
différence de phase entre les contributions résdesaet non résonnante (par
exemple, l'interférence se traduit par des creuxatrigure 17.B). L'intensité
SFG peut alors étre envisagée comme une combinkigaire d’'une réponse
résonnante et d’une réponse non résonnante (1h)btent donc :

v o 2@+ 28| = @[ + @[ + 2. 12 |x 8] coster — own)

avec yr?, la susceptibilité résonnante d’ordre 2

e, la susceptibilité non résonnante d'ordre 2

Or —OnR, la différence de phase entre la susceptibiléémaante et non résonnante
C’est précisément le cas du support de la SAM d’Gid$orbée sur une couche d'or. Il est
intéressant de remarquer que dans le casm(z) >> XR(Z), la réponse résonnante est
amplifiée par la réponse non résonnante mais emrepartie, I'interférence déforme le
spectre via le terme de différence de phase.

Ep

Bande
d’énergie
A ) -

X(Z)

Nllveatfﬁ - —— -
d’énergie

Figure 17 : Schémas de principe de la SFG : A.re@s résonnant, B. cas ou une réponse résonnante
apparait en plus du signal non-résonnant, C. casseul un signal résonnant existe. Les fleches
pleines représentent le cas ou il y a une transit&sonnante avec le support et les fleches enif@in
lorsque la transition est non résonnante.

- le dernier cas rencontré en SFG est celui ou l&syesn’a pas de réponse non
résonnante ((Figure 17.C) et ou seules les fréqeemte I'infrarouge en
résonance avec les transitions vibrationnelles elamt lieu a un signal SFG.

C’est le cas par exemple du monoxyde de carboserlaé sur du platine (seule la vibration
interne du CO contribue a la réponse résonnante).
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Le dispositif expérimental SFG

Afin de réaliser la spectroscopie SFG femtoseconbeationnelle, deux faisceaux
lumineux impulsionnels sont nécessaires. Au lalbbagt nous disposons d’'une chaine laser
femtoseconde a 800 nm et d'un amplificateur paraqué optique (OPA) permettant
d’obtenir des impulsions dans le domaine infrarouges deux dispositifs sont décrits ci-
dessous. Il est a noter que le dispositif expértalaast disposé dans une salle grise (en sur-
pression comportant un sas d’entrée, ou le posudehaussures est obligatoire) contrélée en
température (= 23°C, avec une stabilité en température meillgque1°C).

La chaine laser

f 1l [/ \
Nd:YVO,  Sompage
( ) .
Ti:Sa
NS(:)\&/F Oscillateur
|/
pompage 80 fs — 800 nm —

80 MHz - 500 mW

Etireur
480 ps — 800 nm

¥ Amplificateur Amplificateur
Ti:Sa  régénératif

Compresseur

N .

y
120 fs— 800 nm —
1 kHz - 800 mW

Figure 18 : Vue schématique (a gauche) et photia dbaine laser (a droite).

Le dispositif laser, représenté sur la Figureesd,un ensemble comprenant différents
« étages » :

- un laser continu Nd: YV©/(orthovanadate d'yttrium, Coherent Verdi) pompe un
oscillateur (Coherent Mira) fonctionnant en blocagemodes et possédant un cristal
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Titane : Saphir (Ti: Sa) comme milieu a gain. [Cilateur permet d’obtenir des
impulsions de 80 femtosecondes autour de 800 nomeacadence de 80 MHz, de
puissance moyenne de 600 mW. L'énergie obtenuénmaulsion est d’environ 6 nJ
ce qui est trop faible pour pomper I'amplificatqaaramétrique optique (OPA) qui
produit les impulsions infrarouge (cf. ci-dessous).

Il faut donc amplifier les impulsions de I'oscikkair Ti: Sa pour pouvoir pomper 'OPA. Le
systeme utilisé est un amplificateur régénérat®&AR Thales Laser ALPHA 1000) constitué
d’un étireur, d’'un amplificateur et d’'un compressétigure 19).

Amplificateur génératif période

' 1ms
période !
12 ns :
i étirement amplification compression
i <>
i X10°

X 6000 / 6000

______________________________

Figure 19 : Vue schématique de I'effet de I'amgdifeur régénératif sur les impulsions du laser Mira

- les impulsions obtenues par le laser Mira sont tbatbord étirées par multi-passages
sur un réseau de diffraction au sein de I'étirexgcaune géomeétrie appropriée. On
obtient alors des impulsions environ 6000 fois plaagues (480 ps) que les
impulsions initiales et de puissance créte suffreamt faible pour entrer dans
I'amplificateur sans risque d’endommager le crigtzins I'étirement, les impulsions
apres amplification dépasseraient le seuil de dagemqui est de l'ordre de
5 GW.cnm?).

- les impulsions sont ensuite amplifiees a une casledauite de 80 MHz a 1 kHz dans
une cavité amplificatrice comprenant un autre afigti: Sa pompé par un laser
Nd : YLF (Thales Laser) pulsé, d’énergie 10 mJipgoulsion. Il est malheureusement
impossible de créer des impulsions a cette int@sia cadence de 80 MHz.

- enfin, ces impulsions sont raccourcies dans le duertamporel grace au compresseur
(i.e. 4 passages sur un réseau de diffraction iglemta celui de I'étireur, avec une
géomeétrie différente). Des impulsions de 120 f9@ Bm sont obtenues en sortie de
'amplificateur régénératif. L’énergie par impuleicest de 800 pJ. Ce dispositif
permet donc d’obtenir des impulsions de durée ewaipe a celles de I'oscillateur
Mira mais avec une énergie par impulsion enviro@ QQ0 fois plus importante. En
contrepartie, le taux de répétition des impulsisien trouve diminué a la valeur de
1 kHz. L'énergie obtenue est maintenant suffisgiutigr générer des impulsions IR a
l'aide de 'OPA.
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Le principe de fonctionnement de 'OPA

L’amplificateur paramétrique optique (OPA) estdispositif qui permet de convertir
des fréquences. Il repose sur des phénomenesdliepton linéaire se produisant au sein des
cristaux non linéaire¢80) (120). Au sein de notre OPA, deux cristaux non linéasest
utilisés :

- un cristal de Béta Borate de BaryupaBaB,O, ou BBO) qui permet de générer deux
longueurs d’ondew, et ws (appelées «signal » et «idler » respectivemermtar
conventionm,; > w3) a partir d’'un faisceau incident a la fréquence (appelé
« pompe »), les trois fréquences étant reliéesapalationn; = w, + wz. Ce processus
de conversion est appelé effet paramétrique (ex@laidessous). Il ne repose pas sur
le pompage optique : le cristal n'absorbe aucusamés ondes. Il n’intervient que par
ses propriétés anisotropes en permettant un aceophase favorable entre les trois
ondes dans une certaine orientation. Il s’agit deversion d’énergie d'un faisceau
vers les deux autres par création d’'une paire d¢opk « signal » et « idler » a partir
d’'un photon « pompe ». D’autres effets non linégifarasites pour 'OPA, peuvent
aussi se produire dans le BBO (génération d’harquas). Le BBO est transparent
entre 0,19 et 2,6 um, ce qui détermine son donsgeetrale util¢121)

- un cristal de thiogallate d’argent (AgGa$jui permet de générer des fréquences IR
(w1 — ) plus lointaines quen, et w, par différence de fréquence. Ce cristal non
linéaire est transparent dans un large domaineg(@m7 et 13 um(L20)(122).

Ep
W, = wpompe 2) w4 atténuée
W, = wsignal X w, ampllflée
BBO ——> W5 = Wy, Créée
A B.

Figure 20 : A. Principe de l'effet paramétrique @ann cristal non linéaire et B. Interprétation
guantique du processus de mélange paramétriquseceation de I'énergie.

Suivant les intensités relatives incidentes defs tondesw;, oz, ®3 (OU On suppose
o1 > 02 et ;1 = w2 + ®3), on peut obtenir différents effets, car I'effid@cdu processus
paramétrique dépend du nombre de photons dans ehame et peut étre inversé (a la
maniere d’'un équilibre chimique qui peut étre déplpar exces de I'un des réactifs). En
général, pour que le processus soit efficace lansedtraversée du cristal, il faut que 'onde
qui doit étre convertie soit la plus intense, étiga autre onde ait une intensité non nulle : par
exemplew; intense,nz peu intenseg, nulle permet d’obtenir I'effet paramétrique telequ
désiré dans notre cas (création de faisceaux IRéd@ences plus faiblesyi; - w2 + ws.
L’effet paramétrique « inverse » est obtenu lorsdewex faisceauw, etz sont incidents : la
pulsationm; est alors créée (Figure 20).
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Pour que le processus ait lieu, la relation deseoration de la quantité de mouvement
des photong (p =hk) doit étre vérifiée :
Ak =k;-kz-k3=0 (accord de phase)

Bien entendu, le processus d’amplification n’efitate que lorsque :

- l'accord de phase est réalisé (ce qui impose gsenpulsions aient les bonnes
polarisations, que le cristal soit bien orientéq@¢ I'angle d’'incidence soit réglé pour
le couple de longueurs d’onde désiré). Il existexdeombinaisons distinctes de
polarisations permettant I'effet paramétrique, slide types | et Il. Notre OPA
fonctionne en type Il : les faisceaux « pompe « igller » ont la méme polarisation.

- les faisceaux incidents sont superposés spatiatemen

- les impulsions incidentes sont synchronisées teetipanent.

L’accordabilité en frequence des faisceaux de ghigls o, et w3 est obtenue en
tournant le cristal non linéaire générant I'effargmétrique. Notre faisceau « pompe » ayant
pour longueur d’'onde 800 nm, 'effet paramétriqgue génére un faisceaigral » accordable
entre 1,1 et 1,6 um, et un faisceau «idler » atadme entre 1,6 et 2,9 um, les limites de
longueur d’onde étant imposées par I'absorptioBEQD.

Les chemins optiques au sein de 'OPA

Le faisceau obtenu a la sortie de l'amplificateégénératif a 800 nm, polarisé
verticalement suite a un passage dans un asceasgardans I'OPA et est divisé en deux
faisceaux grace a une séparatrice (Figure 21) :

- le premier faisceau (trés peu intense) passe arfrane lame/2 et un polariseur qui
permettent de régler son intensité. Il est endaitalisé sur un cristal de saphir qui va
générer un continuum de lumiére blanche par effetslinéaires d’ordres supérieurs.
Ce continuum est suffisamment large spectralemenir gontenir la fréquence
« signal » que I'on souhaite par la suite amplifier

- le second faisceau est appelé faisceau « pompeest e nouveau divisé en deux
parties pour donner lieu a ce qu'on appelle leckas de premiére et de deuxieme
pompe, d’énergies relatives environ 20 et 80 %aetbEment.

Dans un premier temps, les faisceaux « premierappo> et « continuum » sont
envoyés colinéairement dans le cristal BBO permetéénsi de réaliser un premier effet
paramétrique relativement peu efficace : l'intesié 'onde a fréquence « signal » contenue
dans le faisceau « continuum » est amplifiée efaisteau complémentaire («idler ») est
produit. Une ligne a retard permet de superposapadeellement les deux ondes incidentes
dans le cristal de BBO.

Dans un deuxiéme temps, le faisceau « deuxieme@oiest envoyé dans le cristal
de BBO, superposé spatialement et temporellemeéatdga la seconde ligne a retard) au
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faisceau «idler » créés par la « premiere pompee»qui permet d’amplifier les ondes
«signal » et «idler ».

Le faisceau « deuxieme pompe » & 800 nm est ensgjtaré des faisceaux « signal »
et « idler » grace a une séparatrice. |l s'agitailsceau appelé par la suite faisceau visible a la
pulsation wyisiple qui sera utilisé pour les expériences SFG aprés ran forme spectro-
temporelle.

Finalement, les faisceaux « signal » et « idleomt envoyés sur un second cristal non
linéaire d’AgGa$ ou une différence de fréquence se produit permettabtention d’un
faisceau infrarouge polarisé horizontalement adguencanir = ®signal - Wider- L'€NErgie de
ce faisceau IR en sortie de I'OPA est de l'ordre3da 5 pJ. Le rendement de conversion
n'étant pas total, des résidus de faisceaux «Isigati« idler » existent a la sortie du cristal :
ils sont éliminés et séparés du faisceau infrargugee a un filtre.

T visible IR
(800 nm) (2,5-9 pm) \ Séparatrice
» ? I " Miroir
v v ; :flltre (@ I Lentille
cristal AgGas$,

cristal BBO  _ ceeeeeeeo- ,
‘—i :_______: W igler ¥ W gignal Ligne a
Y | retard
E i 28me passage
i A Y W
0 =
o i p
Ligne a i !
retard i A ?“ ﬂ ? S
qer i 2 :('ocontinuum A € + _H # ?c
1 passagei------ ' S cristal
1 o . lame /2 4
® de saphir
g
_ 3 _ P Faisceau de la chaine
N h ) laser 800 nm
Wieme pompe wpompe

Figure 21 : Vue schématique de I'OPA et des différdrajets optique des faisceaux lumineux. Le
faisceau en rouge représente le faisceau « pompeBO0 NM @pompe VeNant de la chaine laser
femtoseconde), en violet : le faisceau « continetuen vert : le faisceau « idler » créé par le prem
passage dans le cristal BBO, en bleu : le faiscedller + signal » amplifié apres le second passage
par le cristal BBO, et en bordeaux : le faiscealndrouge obtenu apres passage par le cristal AglGaS
(wcrééAgGa8= Wsignar Widler :CUIR)-

En fonction des angles des cristaux non linégesrapport aux faisceaux incidents,
différentes fréquences infrarouges peuvent étrenniats (Tableau 1). Expérimentalement,
notre dispositif OPA couvre un large domaine spdatt permet d’obtenir des fréquences
infrarouges comprises entre 2,5 et 9 um soit &rit@® et 4000 cih
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Angle du cristal de BBO (°) | Angle de 'AgGaf) Gamme spectrale du faisceau
infrarouge (crit)

38 163 2750 - 3100
39 130 2000 — 2300
39 126 1800 — 2000
37,5 118 1600 - 1800

Tableau 1: Combinaison du positionnement des anstde BBO et d’AgGaSt gamme spectrale
infrarouge obtenue. Données expérimentales.

En résumé, le dispositif OPA peut se traduire parcbnversions suivantes :
- au sein du cristal BBO, on @pompe —> Wsignal + ®idgler (€ffet paramétrique)

On a amplification de I'onde a la pulsatieggna contenue dans le continuum et création de
I'onde a la pulsatiomigier.

- au sein du cristal AgGaSon a :wsignai- ®idier —0IR (DFG).
Le montage optique de spectroscopie SFG

Les faisceaux dits « visible »(800 nm) et « infrarouge » (2,5-9 um) sont tous les
deux polarisés horizontalement et de dureel20 fs pour le «visible » (mesuré par
autocorrélation e 140 fs pour I'IR (mesuré par cross-corrélation par processus de
somme de trois fréquences « vis+IR+IR223)).

Afin d’obtenir la résolution spectrale de SFG resegre a I'étude des spectres de la
SAM d’ODT sur une couche d'or (de l'ordre de quelsucnt), le faisceau visible est
raccourci spectralement par passage dans un fagordienpulsions (« pulse-shaper »,
Figure 22). Il s’agit d’'un dispositif dit «4f » cstitué de deux réseaux et de deux lentilles de
méme focale f. Les composants sont disposés aistemnaks égales a la distance focale de la
lentille. Globalement le dispositif n’introduit awte dérive de fréequence (chirp) s’il est bien
régle. Au centre du dispositif, le spectre de luigon incidente est focalisé (plan de
Fourier) : on peut donc y insérer un dispositif miadt le spectre de I'impulsion. Le plus
simple est une fente de largeur réglable (appel@edwent masque), qui permet de
sélectionner la longueur d’onde souhaitée (ici autie 800 nm) et sa largeur spectrale. Bien
entendu cette opération réalisée dans le domaewrapa une répercussion dans le domaine
temporel : la durée du paquet d’ondes incident memhi verrouillage de phase sur toute la
largeur spectrale incidente. Les fréquences mangsiaaprés réduction de la largeur
modifient les interférences entre les composarpestsles transmises et ne permettent pas
de conserver la durée de I'impulsion qui va s’aenjusqu’a quelques picosecondes pour la
gamme de largeurs spectrales dont nous avons besoin
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Figure 22 : Principe du « pulse-shaper » — montaghf » A. Ligne a dispersion nulle : 'onde n’est
pas modifiée (a I'exception d’'une perte d’'intensitépassage sur les réseaux). B. Ligne a dispersion
nulle avec un masque dans le plan de Fourier :d®est faconnée, elle est rétrécie spectralement et
donc allongée temporellement.

Dans le cadre de nos expériences, le pulse-stapgr que le trajet optique sont
repliés sur eux-mémes par I'ajout d’'un miroir ptierriere le masque ce qui permet de diviser
par deux le nombre d’éléments optiques et un gaiplace sur la table optique (Figure 23). A
travers ce dispositif, I'impulsion visible femtosecle devient donc picoseconde. Le faisceau
infrarouge n’est pas modifié (femtoseconde) et eredbnc plus large spectralement
(environ 150 crit & mi-hauteur) que le faisceau visible.

: Signal SFG .

E ““)SFG = (AR +0q/l$ | E vers
: ascenseur ‘ > [ E détecteur
. > fiItres:

E échantillon :

: Y . < = :

. miroir i H

: _ dichroique W + Qs A« :

. v g ZnSe N LS , E

: Pélse-shaper E

: A RRREEEES i replié :

H E ligne a retard | . E

- N Sascenseur E

. !

Visible IR +

Figure 23 : Trajets optiques des faisceaux vis{Ble rouge puis en rose apres fagconnage par le pulse
shaper) et infrarouge (en bordeaux) jusqu’'a l'éctibon. Le faisceau en bleu représente la
combinaison de ces deux faisceaux. L'émission S@noe aprés passage sur un échantillon est
représentée par un faisceau noir.

Les faisceaux infrarouge et visible sont enswemmbinés colinéairement sur la face
réfléchissante d’'un miroir dichroique en ZnSe @parent entre 1 et 21 um) puis envoyés
vers I'échantillon avec un angle d’incidence d’'eawi 66° par rapport a la normale a cet
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échantillon. Une lentille en Calde distance focale f = 10 cm juste avant I'écliantipermet

de focaliser les faisceaux au voisinage de celafinid optimiser le signal SFG. En raison de
la dispersion de CaFles points focaux des faisceaux visible et IRsoet pas identiques. Le
faisceau visible est focalisé devant I'échantillife faisceau IR plutét derriere. Le faisceau
IR ne peut pas endommager I'échantillon méme sipsamt focal est sur I'échantillon. Il n’en
est pas de méme du faisceau visible, dont le foaatl doit étre gardé suffisamment loin de
I'échantillon. Le diametre du spot sondé par SFétéaestimé a une centaine de microns
(123) Le passage par divers ascenseurs permet d'ololesifaisceaux visible et infrarouge
polarisés p sur I'échantillon (Figure 24), ce qubt enécessaire pour les échantillons
métalliques sur lesquels les champs polarisés tsestrémement faibles. Une ligne a retard
est également présente afin de superposer tengpuossit les deux faisceaux. Avant
I'acquisition des spectres SFG, les faisceaux liafrge et visible résiduels sont éliminés par
passage par des filtres dichroiques qui ne laigsasger que le faisceau SFG. Le taux de
réjection de quatre filtres est de™f0

- . ’
E polarisé s

propagation Tﬁ

de la lumiére l///

—>
Epolarisé 5
P P normale a la surfa

Figure 24 : Polarisation s (contenue dans le plamgendiculaire au plan d’incidence du chamen
violet) et polarisation p (contenue dans le plang&le au plan d'incidence du chanip en vert)
d’'une onde électromagnétiqug, B), (en rouge).

Finalement, I'émission SFG peut étre détectée lmixcpar deux caméras CCD
(Charge Coupled Device) qui sont placées derrienmonochromateur :

- une caméra CCD (Roper Pixis) refroidie a -70°C g¢féet Peltier a trois étages. Le
bruit de fond ne provient alors que de la lumiéiftuge résiduelle présente dans la
piece (écrans d’ordinateurs, voyants des appajailges a vide,...), du processus de
lecture (quelques coups par lecture) et du brudtissique. Il faut préférer une
exposition longue du détecteur a la sommation @etegs qui multiplie le bruit de
lecture par le nombre de spectres sommés et peawantire dominant. La lumiére
diffuse peut étre mesurée, lissée et soustraiieaedment. Le rapport signal sur bruit
est finalement limité par le bruit statistiqueefit proportionnel a la racine carrée du
nombre de photons détectés. Typiquement une amplide quelgques milliers de
coups permet dobtenir d’excellents spectres vibnaiels. Le temps d’exposition
nécessaire varie avec les échantillons.

Page | 55



- une caméra intensifiée (Roper Scientific) ; dangde de signaux faibles, le signal
SFG peut étre difficile a obtenir. Dans ce casdgesd’'une caméra intensifiee permet
d’augmenter la sensibilité de détection, mais adrirdént du bruit spectral.
L’intensification se fait par émission d’électropar impact des photons SFG sur une
photocathode. Les électrons sont accélérés parimpelsion de haute tension de
courte durée (quelques ns) sur une galette a naiceax puis envoyés sur écran
luminescent qui réémet des photons sur une CCD.piésence de la tension
d’accélération pulsée a le grand avantage d’élimimete contribution de la lumiére
ambiante. On peut méme travailler lumiere allumée.

La caméra intensifiée est ainsi plus sensible gumiméra refroidie et sera donc utilisée afin
d’optimiser de faibles signaux avant I'acquisitiddéanmoins, du bruit spectral est créé
durant la phase d’amplification c’est pourquoi éan@ra refroidie est privilégiée pour réaliser
I'acquisition finale des spectres avec le logidiéinSpec32. L'acquisition des spectres est
effectuée en quelques dizaines de secondes po8AN d’'ODT exposée a l'air et en
guelques centaines de secondes lorsque la sudaexmosée a une solution agueuse, sur la
caméra CCD (Roper Pixis) refroidie. Elle se faihslde noir le plus poussé possible pour
limiter la lumiére ambiante. A chaque mesure de SEGun échantillon, un « background »
est effectué en coupant le faisceau de I'lR pousurer le bruit de fond di aux lumieres
parasites restantes de la piece, incluant la lardéfusée du faisceau visible. Un contréle a
eégalement été réalisé en coupant le faisceau @isdulcun signal n’a été détecté.

En conclusion, ces différents dispositifs pernmdttde réaliser de la spectroscopie
vibrationnelle de Génération de Fréquence Sommeofsoonde a large bande (broadband,
« BBSFG ») avec une résolution spectrale de I'odlrecm® en configuration dite ppp =
faisceaux SFG, visible et infrarouge polarisés p. &basculeur » de polarisation des deux
faisceaux, des polariseurs et lanig® a 800 nm pour le faisceau visible, ainsi qu’'un
polariseur large bande dans le visible pour la $Rse, sont disponibles pour des études a
d’autres polarisations.

Au cours de ce travail, le dispositif expérimenBtHG est également utilisé pour
sonder des échantillons exposés a des solutionsuses. L'eau liquide absorbe dans le
domaine infrarouge. La bande d’absorption empi@@rdement sur le spectre de notre laser
IR. Par ailleurs, I'eau provoque la diffusion deldaniére, ce qui est trés génant pour notre
dispositif de détection. C’est pourquoi une lameCaé; est placée au-dessus du substrat. Elle
permet de limiter I'épaisseur de la couche aqueNeas verrons au chapitre Ill — 2 que cette
épaisseur est de I'ordre de 5 um.

Il — 2 — 4 : Structure de la SAM d’ODT, spectresGSét modélisation

La molécule d’ODT est composée d’'un groupememt tBH ('atome H se dissociant
lors de I'adsorption sur la surface d’or), de 1@ugpres méthylene GHet d’'un groupe méthyle
CHs. Le spectre vibrationnel contient donc un mode @r@p loin dans I'IR pour qu’il soit
détectable par SFG), des modes C-C et des modesl'€ldthgation et de pliage. Les modes
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C-H d’élongation se trouvent dans une fenétre ghmé&sque ou KO et CQ n'absorbent pas
et ou 'OPA fonctionne trés bien : ce sont donc megles que nous avons choisi de sonder.
Les vibrations C-H gardent un caractére local margdes modes des groupes {3 de CH
apparaissent a leurs fréquences caractéristigustubides. Seule la fréquence du mode de
vibration antisymétrique du groupe gHst déplacée a plus faible fréquence (2918 em
lieu de 2924 cil) par 'autoassemblage.

Au total 7 fréequences peuvent contribuer au sigglaG dans la région spectrale
accessible (Figure 25, Tableau 2) :
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les vibrations d’élongation symeétrique (un mode)aetisymétrique (deux
modes dégénérés) du groupe méthyleg CH

la résonance de Fermi provenant du couplage eatmmdde de vibration
d’élongation symétrique de GHet deux quantas du mode de vibration de
pliage (bending) de méme symétrie : lorsque deuganix d’énergie sont tres
voisins, il suffit d'un couplage trés faible pounegleurs fonctions d’onde se
mélangent. Le niveau perturbateur apparait alons ¢ka spectre, méme si la
transition correspondante est normalement interditéest ainsi qu’une
vibration de pliage apparait dans les bandes djaloon.

les vibrations d’élongation symétrique et antisyigée des groupes
méthylenes CH

les vibrations d’élongation symétrique et antisyigée du groupe méthyléne
voisin du soufre qui ne posséde ni le méme enveoremt géométrique
comme on le verra plus loin, ni le méme environna@nehimique que les
autres groupes CH L’atome de soufre ne possédant pas la méme
électronégativité qu’'un atome de carbone: 2,582,685, respectivement,
'atome de carbone voisin se retrouve appauvriterges négatives alors que
dans une liaison C-C au milieu de la chaine d’OIB3 électrons sont répartis
de fagcon homogéne entre atomes de carbone (cegmi@ise locale). Il N’y a
pas de consensus dans la littérature concernamhdeles associés a S-€H
Toutefois, lorsqu’il n'est pas pris en compte (&nsent a 5 fréquences, cf.
chapitre Il — 3 — 2) nous observons une différesyématique entre spectres
expérimentaux et spectres déconvolués autour d& @90 : nous proposons
donc que la fréquence de S-Cloit 2905+ 1 cni*. Cette attribution est
confortée par le fait que I'écart de 54 trantre CH et S-CH est proche de
celui calculéab initio dans notre groupe (cf. chapitre Il — 3 — 2). Li¢eatre
les bandes de vibration symétrique et antisymériqa S-CH devrait étre
semblable a celui de GHLa fréquence antisymétrique de S-Qtdvrait alors
se trouver autour de 2972 ¢émnous n'observons pas de bande & cet endroit.
Toutefois, nos calculs de spectres SFG prévoieet lgatensité du mode
antisymétrique est nettement plus faible que ceéllemode symétrique en
raison de l'orientation particuliere de S-£Hans la SAM. L’attribution de la
fréquence de 2905 ¢au mode d’élongation symétrique de S.CGié¢mble
donc raisonnable. L'existence d’une bande & laufedge de 2905 cfa déja
été rapportée par différents groufes) (124)(125) mais jamais attribuée. Une



autre étude suggere qu’'une résonance de Fermi aupgrmeéthylene, ou
d’autres modes de vibration d’élongation £ Existent entre 2900 et 2920 ¢m
(126). En ce qui concerne la fréquence du mode antisiquét possible a
2972 cni, aucune autre étude ne fait mention de son existehous
présenterons plus loin une série de résultats Emp@taux appuyant notre
attribution, ainsi que les résultats des calablsnitio.

Certains auteurs ont suggéré que les vibrationdordjation symeétrique et
antisymétrique du groupe meéthylene voisin du groopgthyle pourraient apparaitre a une
fréquence différente des autres Qi fait de son environnement chimique un peu affé
des autres groupes @Htoutefois il N’y a pas d’attribution convaincarde ce mode a une
fréquence particuliere dans la littérature, et nomissidérons donc qu'il apparait a la méme
fréquence que les autres.

Modes de vibration symétrique

Modes de vibration antisymétrique

~ =~
H_ ﬁi H_ c R
|
Groupe méthylene | | R
CH, H 2850 cm't TH 2925 cm't
=~ 7 HZ H = 7 <l
H /ﬂBH e H - ,ﬂﬁH H D H
‘thyl T 7H LI CH<
GFOUpeC:et Ve | 2870 cm? | 1 | |
3 R R 1450 cm R R
{ : )
Modes dégénérés
HA %H 2960 cm?
Linteraction entre ces 3 C H
modes de méme symétrie |
et d’énergie voisine donne R 1380cm*

la résonance de Fermi

Ep Modes de vibration de pliage

-

mélange des modes :
changement de longueur d’onde et d’intensité

Figure 25: Les différents modes de vibrations desijges CH et CH. Les fréquences sont données a
titre indicatif et sont valables dans le cas oudesupes sont isolés (ce qui n’est pas le cas AKX
d’ODT). Données adaptées (7).

Comme nous l'avons vu plus haut, dans la monocouah®-assemblée, les
molécules, qui sont trés flexibles en phases gazaisliquide, parviennent a adopter
spontanément une conformation quasi tout trangeguipermet de s’ordonner et de constituer
une couche quasiment solide. Le haut degré d’qrdrmet de stabiliser énergétiquement la
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monocouche grace aux interactions de van der Vgaasont alors attractives tout le long des
chaines. Plus la chaine est longue, plus I'énalgigan der Waals mise en jeu le long de la
chaine est grande. Pour I'ODT, elle est a peu goggsvalente a I'énergie de liaison de la
fonction sulfure sur l'or.

Tableau 2 : Fréquences de vibration des modes wgglton de C-H de I'ODT auto-assemblé
observées par SFG.

Fréquence (cnT) Intensité Attribution

2851 Faible Chimode d’élongation symétrique
2877 Forte Chimode d’élongation symétrique
2905* Faible S-Chimode d’élongation symétrique
2918 Faible Chimode d’élongation asymétrique
2936 Forte CHhirésonance de Fermi
2962 Forte Chimodes d’élongation asymétriques

= 2972* Faible (pas observée) S-ghhode d’élongation asymétrique

* attributions proposeées dans ce travalil

La structure des monocouches d’alcanethiols a’tdifet d’'un nombre considérable
d’études expérimentales et théoriques. Nous emsgaun court résum@5) :

- 'ellipsométrie indique que I'épaisseur de la ce auto-assemblée est de 2 nm, ce
qui indique que les molécules sont inclinées ssutéace de 30° en supposant que les chaines
sont en conformation « tout trans ». Cette incioai permet au systéme de concilier les
contraintes géomeétriques imposées par I'adsormionl’or (les molécules ne pouvant pas
s’adsorber n’importe ou) et celle imposée par ldgamodes interactions de van der Waals (les
chaines doivent étre a une distance optimale).

- la SFG montre qu'aprés auto-assemblage l'intérdits groupements GHlevient
quasiment nulle, ce qui confirme que les chained saout trans ». En effet, dans la
conformation trans, la molécule d’'ODT posséde dastres de symétrie locaux situés au
milieu des liaisons C-C des groupes méthylenesu(Eigl). Dans ce cas, les groupes @el
part et d’autre du centre d’'inversion donnent delnsations SFG égales en norme mais
opposeées : elles s’annulent deux a deux. Notonguaisonnement suppose implicitement
gue les modes sont locaux. La comparaison desrepatabsorption IR et des spectres SFG
est spectaculaire : les bandes de,@dminent largement le spectre d’absorption, tandis
gu’elles sont quasiment absentes du spectre SFG.

- la STM montre que les groupes meéthyles formesthixagones correspondant a la
maille V3 x V3 R30° de I'or (111) sous-jacent, mais ils ne smas tous équivalents (deux
hauteurs différentes) : il y a donc deux types d#éoules d’ODT, caractérisées par des
conformations différentes.

- une étude SFG sur monocristal d’or, en fonctied’azimuth, montre qu’il y a deux
types de sites d’adsorption sur 'or, ce qui valé&gant dans le sens de deux types de
conformations.

- une étude de diffraction X montre que les atomessoufre de deux molécules
voisines ne sont séparés que par 2 .2 A (une distalus faible que la distance de 2.9 A qui
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sépare deux atomes d’or), alors que les chaindmrmées sont séparées par 5.0 A. Ceci
explique I'origine des deux types de conformatioles molécules sont liées par paires sur le
substrat par un pont disulfure. Les chaines, treshes I'une de l'autre au voisinage du

substrat, doivent s’écarter les unes des autres goirouver a une distance favorable aux
interactions de van der Waals. Elles adoptent dane forme en L, et s'écartent

obligatoirement de la conformation trans en piedltine (Figure 26).

Figure 26: Esquisse vue du dessus de la structeréadsurface de la SAM d’ODT résumant les
résultats obtenus par STM, SFG et diffraction dagns X. Deux types de conformations coexistent
(en noir et gris). Chacun d'entre eux présente éfawut de gauche prés de la surface, ce qui entraine
une forme en L des molécules d’ODT pour tenir cent# |'appariement des atomes de S a une
distance de 2,2 A alors que les chaines carbonéesnt rester a une distance beaucoup plus grande
pour optimiser les interactions attractives de \&m Waals. La maille/3 x V3 R30° de I'or (111) est
rappelée en pointillés, avec les hexagones formaédgs groupes méthyle. Pour plus de clarté les
motifs de groupes Giet les atomes S dans la maille élémentaire saggmtés comme encarts. Il est
a noter que le plan d'inclinaison forme un angler papport aux atomes d'or nus. Sur le site
d'adsorption de la molécule située en bas a drsitet ajoutés les plus proches sites d'adsorption
possibles : sites ternaires (en gris) et les gi@stés (en noir), et les six sites pontés possd#eBl a

B6 (noir) localisés & 2,2 A de la molécule d’OQER).

Une étude SFG, prenant en compte 'ensemble deocrggaintes, a permis de preciser
tous les détails de la conformation des molécudgsspmulation des intensités SFG relatives
des différents modes C-{85). Dés lors que la molécule est tout trans jusqd@faut de bas
de chaine avec une géométrie tétraédrique autoahalgue atome de carbone, la géométrie
de I'ensemble de la molécule est en fait détermipgée trois angles en bas de chaine
(Figure 27, Figure 28) :

- l'angle d'inclinaison® de la chaine alkyle par rapport & la normalesutéace (tilt)
- l'angle de rotation® de la chaine carbonée autour de I'axe moyen dhdéne
(twist)
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- langle y; caractérisant le défaut gauche du bas de la chaipeest I'angle de
rotation autour de la liaisonoG- G entre les deux premiers groupes méthylénes
voisins de I'atome de soufre.

|
T G -
i \M1 1\
RIS A
“; 7(1‘37 SJ ]
i | Ivasc
=y 1= S

Figure 27 : Description géométriqgue de la molécdl®DT dans le repére XYZ ave®, I'angle
d’inclinaison de la chaine®, I'angle de rotation autour de I'axe moyen de kaine,y,, I'angle de
rotation autour de la liaison S —Cy4, I'angle de rotation autour de la liaison,G- G, asg I'angle
de rotation autour de la liaison Au — Scgf 'angle formé par les atome&SAu. NB : le schéma de
droite est irréaliste en ce qui concerne la confation de la molécule en pied de chaine.

Les autres angles décrivant la chaine sont (Figye

- o, 'angle de rotation autour de la liaison So- C

- ag, 'angle formé par les atom€sSAu.

- l'angle d’azimutasc, angle de rotation autour de la liaison Au — S

- I'angle d’inclinaison (tilt du méthyle) du groupeHg par rapport a la normale de la
surface.

pY

Les trois anglesusc, as et Wo sont calculables a partir des angl@s @ et ¥;.
L’orientation du groupe méthyle est déterminée @aet ® seuls. La valeur d® = 30°
donnée par la littérature semblant bien établieol@paraison des spectres SFG calculés et
expérimentaux a donc pour but de détermidert y; pour les deux conformations de
molécules, que nous nommons A et B. Ceci a été&séadans la réf. (85) dans I'hypothése de
modes locaux. Le tenseur de susceptibilité nomailieéd’ordre 2 a été calculé comme la
somme des hyperpolarisabilités du mode; EHde tous les modes g@Hes molécules A et B,
qui ne different les uns des autres que par léentation. Les hyperpolarisabilités de Cét
de CH ont été calculéeab initio dans I'environnement d’'un alcane linéaire. La géuim
obtenue dans la rgiB5) pour la SAM d’ODT a l'air est représentée danBitaure 28.

Sachant que la chaine est quasi tout trans, dersdaa ce que lintensité des modes
CH: ne soit pas rigoureusement nulle : c’est bienweegt observé en fait. Le plan des CH
qui se trouvent sur le défaut non trans de la ehalkyle (c'est-a-dire en bas de chaine prés de
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'atome de soufre) s’écarte trop peu du plan deudace pour donner lieu a des bandes
intenses : les moments de transition IR de leuss deodes sont dans le plan de la molécule,
et interagissent donc essentiellement avec les asampes des champs laser du plan de la
surface, qui sont tres faibles sur les métaux. @oerment a ce qui est affrmé dans la
littérature, la tres faible intensité des modeshyléne dans les SAM d’alcanethiol n'implique
pas que les chaines soient strictement tout trans.

Figure 28: Vues du dessus (a gauche) et en peigpdét droite) de la SAM d’ODT, correspondant a
une description réaliste, respectant toutes lendes de la littérature (SFG, diffraction X, STMgsL
atomes d’hydrogéne ne sont pas représentés. Lestypes de molécules A et B sont en noir et en
gris, respectivement. On remarque que les plans aesnes de carbone de A et B sont
perpendiculaires entre eux, que les sites d’adsmmEont pontés pour A et ternaires pour B, etlque
forme en bas de chaine n’est pas la méme. |l ariteégue la hauteur des groupes méthyle de A et B
est différente.

Dans ce travail, la SAM d’ODT se trouve égalemaridun autre environnement que
I'air : en présence d’eau pure, de protéines ebaltéries. Le simple fait de se trouver en
présence d’eau pure modifie les spectres, caldéiae de définition de l'intensité SFG fait
intervenir les champs locaux (dans le plan des cnt#§). Ces champs dépendent des facteurs
de Fresnel et n'ont donc pas les mémes amplitudebrections en présence d'eau. Par
ailleurs l'interaction des molécules d’'ODT avec heslécules d’eau, les bactéries, ou les
protéines, peut modifier la conformation des mdiEset peut donc également contribuer a
modifier les spectres : le but de cette étude estdouvrir si c’est bien le cas.

Toutefois, les modifications attendues de la SANDET sont faibles, parce que
'ODT est peu réactif. Si les molécules restentoassemblées mais ajustent leur
conformation suite aux interactions supplémentage®lles subissent, alors le degré de
liberté qui colte le moins d’énergie est la modificn de I'angle twistb : il ne change pas
I'interaction de van der Waals ; par contre il igpk un ajustement en bas de chaing qui
parait possible, car les molécules se trouvent Héja de la configuration trans qui est
optimale. Un changement du télt se traduirait par contre par un fort colt en éeepgrce
qgue les molécules se trouveraient a une distaraggropriée pour les interactions de van der
Waals. Le changement de tilt s’accompagnerait dtvas probablement d'écarts a la
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conformation tout trans, qui devraient se tradpaeune forte augmentation de l'intensité des
modes CH. Enfin si les bactéries, voire les protéines, a@épient les molécules d’ODT, elles
détruiraient la structure de la SAM, ce qui se umadt par des bandes larges et nettement
moins intenses.

Si on observe un spectre semblable a celui de €amactérisé essentiellement par une
modification des intensités relatives des mode€ldg c’est que I'angle de tilt du méthyle a
changé. Il peut avoir changé par rotation « loeadlel groupe méthyle au niveau de la liaison
Ci6 — G7 (écart a la conformation tout trans) ou par unatian « globale » de la chaine
(angle de twistd de I'ODT). Dans la suite, nous allons utiliserpigramme de calcul de
spectre SFG de la référence (85), pour extrairacdespectres I'angle de tilt du méthyle et
'angle de twist® correspondant au cas ou le tilt du méthyle semiplé a la rotation de la
chaine. Pour faire la différence entre les deuxoth@ses, il faudrait utiliser I'intensité des
modes CH pour déterminety;, mais celle-ci s’avére trop peu sensible aux vanegtidey,
alors que l'intensité des modes £ékt forte et extrémement sensible a de petiteaticars
du tilt du méthyle et/ou d® : nous n’avons donc pas pu éclaircir si le métlsglagl tourne, ou
s’il tourne avec toute la chaine alkyle.

Déroulement du calcul

Le calcul du spectre SFG correspondant a une ooafmn des chaines A et B
d’ODT n’est pas réalisé sur une chaine carbonéepodant 18 atomes de carbone mais
seulement 12 carbones. En effet, il a été obseneéle spectre SFG ne dépendait plus du
nombre d'atomes de carbone au-dela de 11 groupeshyler@e puisque les
hyperpolarisabilités de deux groupes G#h conformation trans s’annulent strictement dans
une approche de modes locaux. La diminution du merdb groupes CHpermet de réduire
le temps de calcul. Il est & noter qu'on aurait ggu contenter de seulement 3 groupes
méthylene. Mais pour obtenir une représentatiosfagante des conformations dans I'espace
réel, un plus grand nombre de groupes méthyléenesesssaire.

Nous détaillons dans ce qui suit le contenu dgnammme de calcul. Dans un premier
temps, la conformation de la molécule d'ODT « draitir la surface» est calculée, c’est-a-
dire queO et ® sont nuls mais queg; a une valeur déterminée : a I'air, pour la molédl:
y1 = 90° et pour B:y; = 100°. Tous les atomes de carbone sont considi&ésne
« tétraédriques » avec une conformation tout trarlg&xception dey;, y compris autour de
I'atome de soufre auquel on a attaché formellernardtome d’or (Figure 29.A). La longueur
des liaisons entre atomes est prise dans la fifirera

- longueur de la liaison C-C = 1.51
- longueur de la liaison S-C = 1.82
- longueur de la liaison Au-S =&
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AN \ J y
- Molécule droite - Molécule inclinée : - Molécule inclinée :
6 = 30°et ¢ =242° 0 = 30°et p =242°
- Liaison S-Au # selon I'axe z - Liaison S-Au # selon l'axe z - Liaison S-Au selon I'axe z
C,SA1 =109,5° C,SAu =109,5° CoSAu=127,8°
- Angle tilt de CH, = 35,3° - Angle tilt de CH; = 55,1° - Angle tilt de CH; = 55,1°

projection sur (xz)

molécule dans
‘ I'espace (xyz)

N

projection sur (xy)

Figure 29 : Conformation de la molécule d’ODT paur= 90° (molécule A) exposée a l'air et ses
projections sur les différents plans lors du déemaént du calcul pour déterminer totalement la
conformation : A. 1° étape : la molécule est droite B"2étape : on considére les angl@s= 30° et

@ = 242° et C. 8™ étape : la liaison Au-S est perpendiculaire & laface du solide. La surface du
solide est dans le plan (xy).
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Puis linclinaison de la molécule est choisie (as® et ®, Figure 29.B). Alors, les
parametresis, osc etWo Sont calculés avec la contrainte que la liaisonSAtealiste (soit
perpendiculaire a la surface).

La géométrie correspondant aux conformations @®ides molécules d’ODT A et B
au sein de la SAM est alors complétement détermiypé@mmpris I'angle de tilt du groupe
meéthyle (Figure 29.C). Le programme peut alorsutatdes spectres SFG de A, de B, et des
deux molécules A et B ensemble.

Calcul du spectre SFG théorique de la SAM d’ODT

Calcul du spectre SFG théorique

Tout d’'abord, le spectre SFG théorique de la mueé seule puis de la molécule B
seule sont calculés. Pour chacun de ces calctfisretits parameétres d’entrée sont a poser :

- les parameétreg;, O et ® obtenus lors de I'étape de détermination de langéoe
de la molécule d’'ODT

- les caractéristiques spectrales des différents satie vibration de la SAM,
supposés Lorentziens, soient les fréquengetes demi-largeurs a mi-hautduy et
la phasep, déterminés par la déconvolution des spectres empataux. L’existence
des deux modes dégénéres de vibration antisymétdgugroupe Cklest prise en
compte car ils ne contribuent pas de la méme fagospectre SFG du fait que leurs
moments de transition n’ont pas la méme direction.

- le rapport expérimental & entre la bande due a la résonance de Fermi einkdeb
d’élongation symétrigue du méthyle est égalemahséitafin de déterminer le poids
de la fonction d’onde du mode d’élongation dansdesx niveaux, qui détermine
guelle est l'intensité du mode du méthyle — samsrrénce de Fermi.

- les indices optiques des différents milieux tragergar les faisceaux lumineux sont
egalement considéreés (les intensités en dépemrasrfottement) (Figure 30).

- les angles d’incidence, de réflexion et de transimissont calculés en fonction des
indices optiques de chaque longueur d’'onde en texmanpte de I'angle d’incidence

mesuré expérimentalement (66° a 'air) et de l'ageament colinéaire des faisceaux
infrarouge et visible (Figure 30).
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Alair: Visible Infrarouge SFG
800 nm 3 um 3,4 um
I
SFG Vi N,ir 1 1 1
IS
N, Ny, 0.18+i5.06 1.87+i20.2 0.18+i3
Nsam Noam 1.5 1.5+i0.1
nOI’
Dans l'eau :
Visible Infrarouge SFG
800 nm 3 um 3,4 um
Neau 1.326+i1.27*107 1.353+i0.272 1.405+i0.0195
Ner 0.18+i5.06 1.87+i20.2 0.18+i3
Noy Neam 1.5 1.5+i0.1

Figure 30 : Schéma expérimental d’'une expériencé &talisée a I'air (en haut) et dans I'eau (en
bas) et leurs tableaux associés de valeurs desdndiles milieux a considérer a I'interface SAM
d’ODT selon la longueur d’'onde. Lorsque la SAM dDBst en contact avec un milieu aqueux, une
lame de CaF2 est ajoutée afin de limiter I'épaissila couche d’eau (cf. chapitre III). Il est atar
gue l'indice de la lame CaM'intervient pas dans le calcul théorique du spe&FG puisque la SAM
d’ODT n’est pas en contact direct avec celle-ci.

A partir de ces parametres, le spectre SFG thémrgt calculé pour chaque molécule
A et B de I'ODT en 3 grandes étapes :

- les tenseurs de susceptibilité du second ordiae chaque mode de vibration sont
calculés a partir des tenseurs d’hyperpolarisabifitoléculairesp, qui sont le
produit de deux termes (les moments de transitipol@ires vibrationnel et Raman)
et qui doivent étre projetés dans le référentieladsurface pour tenir compte de
I'orientation des différents groupes et CH; qui contribuent au spectre :

Xxyz = z z ,Bijk = Ny z z UA,XYZijkﬁijk + Np z z UB,XYZijkﬁijk

molécules v v ijk v ijk

(0]aij|v). (wlwelO)
Bijp Z): wjp — Wy, + I,

avec yxyz, 'hyperpolarisabilité moléculaire dans le repéecla surface (XYZ2)

Na et Ns, le nombre de molécules par unité de volume ddocoration A et B
respectivement

Bijk. le tenseur d’hyperpolarisabilité dans I'espacapaél (ijk)

Uaxyzijk € Upxyzijk, une collection de rotations pour les moléculeseA B
respectivement permettant le passage de I'espéga (iespace (XYZ)
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W, la composante du moment de transition dipolam&afouge du mode de

vibration

a;;, la composante du tenseur de polarisabilit¢ Raman

oy, la frequence du mode de vibratian

R, la fréquence infrarouge.

Iy, la demi-largeur & mi-hauteur de la courbe Lolientze relative au mode de
vibrationv.
Il est & noter dans notre approximation de deserippar modes locaux, les tenseurs
d’hyperpolarisabilité des différents groupes méthgl sont identiques. En revanche leur
contribution au tenseur d’hyperpolarisabilité fatervenir leur orientation.
Puis les composantes des champs électriques infraret visible résultant sont calculés en
tenant compte des coefficients de Fresnel, desardjincidence, et de la polarisation des
lasers.

- la polarisation de chaque mode de vibration estuté dans le repére de la surface
(XY2)

- enfin, le champ électrique SFG résultant de lansaton calculée a la fréequence
SFG est évalué en tenant compte des coefficieniesnel pour chague mode de
vibration v (y compris la résonance de Fermi dont le coefiicide Fresnel est
supposeé égal a celui de la vibration symétriquegawpe CH) et pour chaque
polarisation projetée sur chague axe du repereadaifface (J = X, Y ou Z). On
obtient alors le champ électrique du faisceaux blarisé s et p :

ESFGS = ZVLSY‘U X P,
ESFGp = ZvaZv X P, + Zv Lva X P,

avec Esrgs le champ électriqgue SFG polarisé s

Esrep le champ électrique SFG polarisé p

P,, la polarisation du mode de vibration v

LiJ, les coefficients de Fresnel

i=soup
La polarisation s est sur I'axe Y alors que la pséion p du faisceau se projette sur les axes
XetZ

Les intensités SFG de chague mode de vibratiola aeolécule A et B de la SAM
d’ODT sont alors obtenues grace aux relations st@s:

Ispg, = Z”q’]v X Pv|2
i,J

Isre = |Espe,| + |ESFGp|2
avec &rg l'intensité totale du spectre SFG
et lsrey l'intensité du mode de vibration v de la molécule
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Calcul du spectre SFG théorique total de la SAM d'@T

Pour déterminer le spectre SFG théorique totdh @AM d’ODT, il suffit de sommer

les susceptibilités non linéaires du second ordrelad molécule A;(,(,i)oléwlm) et de la
2

Umolécule B

molécule B § ) pour chaque mode de vibration v :

@ _ ,@ )

Xv = XVmoléculeA + vaoléculeB
Ensuite, il ne reste plus qu'a déterminer les ngd#ions et les champs électriques
équivalents. On obtient alors l'intensité SFG dacqle mode de de vibration de la SAM
d’ODT.

Détermination de la conformation expérimentale ded SAM d’ODT

La derniére étape pour déterminer la conformatémile de la SAM d’ODT est de
comparer les spectres SFG théorique et expérimental

- siles intensités des modes de vibration du gr@igecalculées sont les méme que
celles trouvées suite a la déconvolution du speS&& expeérimental, alors les
conformations réelles de 'ODT des molécules A esddit celles entrées dans le
programme de calcul SFG ;

- sice n’est pas le cas, alors la conformation demiést pas la bonne : de nouveaux
parametresy;, © et ® sont choisis pour les molécules A et B. On redalde
spectre SFG théorique de chaque type de molécuiissle spectre global et on
confronte de nouveau ce résultat a I'expérience.ré@re ce procédé jusqu'a
obtenir les mémes intensités SFG pour le calciéxgérience.

Comme nous l'avons déja mentionné, les intenstg®rimentales des modes de
vibration des groupes GhHsont tres faibles. L'incertitude résultante sorientation des CH
ne permet pas de juger si l'interaction de 'ODE@Veau ou avec des molécules biologiques
donne lieu ou non a une rotation globale des chkadtleyle plutét qu'a un simple tilt du
meéthyle seul. Nous calculons donc le tilt du megtgbec une bonne précision, nous estimons
@ avec I'hypothése que toute la chaine tourne, mais n'avons pas cherché a estimer
En revanche, nous vérifions que l'intensité caleupour les modes de GHeste bien
compatible avec la faible intensité observée erpemialement.
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Il — 3 — Caractérisation multi-échelle de la SAM dODT exposée a l'air

Il — 3 — 1 : Caractérisation macroscopique et nsicopique

Caractérisation par AFM

Dans cette étude, la surface balayée par la pdiflé est comprise entre 50x50 im
(taille typique de la surface sondée par le faiscleaer utilisé en spectroscopie SFG) et
10x10 um afin d'observer plus finement la taille des tesess d’or sur lesquelles les
molécules d’'ODT vont se chimisorber par la suie 9AM d’ODT se construit sur des
surfaces lisses et atomiquement plates et nonldanarties rugueuses des échantillons). Les
images ont été réalisées en différents points derf@ce, montrant que les échantillons sont
homogenes et ont en tout point les mémes cardajérs topographiques.

Nous avons initialement caractérisé les surfatmsndies avant et apres chauffage par
AFM. Deux types de supports d’or ont été testésaedctéerisés par AFM. L'utilisation d’'un
monocristal d’or (111) aurait été la solution ig2dlu point de vue de la qualité cristalline,
mais elle est beaucoup trop onéreuse car nos atsstint a usage unique du fait de leur
biocontamination. La plupart des études d’autorabs@ge sont faites avec des couches
minces d’or déposées sur du verre ou du mica.

Dans un premier cas, I'or a été déposeé sur uneheode mica (Phasi€}28) Le mica
est connu pour avoir une surface polycristallinéspntant de larges terrasses plates a
I'échelle atomique, et constitue donc un meilleuport que le verre pour déposer des
couches métalliques. La caractérisation AFM destetaces (Figure 31.A et Figure 31.D)
met en évidence des terrasses d’or uniformes gasygueuses de grande taille (environ 1
um) ainsi que la présence de trous séparés deugsetgicrons, de diametre d’environ 20 nm
(qui subsistent aprés la fonctionnalisation dedacbe d’or par les molécules d’ODT). Bien
qgue la rugosité de ces supports soit meilleure cgie obtenue sur support de verre
(Figure 31.B et Figure 31.E), ils se sont avéraslaptés pour nos études, car pour une raison
gue nous n'avons pas élucidée, les spectres SH@ésence d’eau sont tres peu intenses
(cf. Annexe 1.A).

Nous avons donc utilisé les supports de verredilaraté (0,7 mm) recouvert d’'une
couche d’or (111) de 250 nm fournis par Arrandégure 31.B). La caractérisation AFM de
ces surfaces met en évidence une rugosité de sutfanviron 2,5 nm. On n’observe pas de
terrasses avant le chauffage du substrat, maigrdass d’or (Figure 31.B). Apres chauffage,
de larges terrasses (1 & 2 Fmbeaucoup moins rugueuses (rugosité & lintérides
terrasses: 1 a 2 nm), délimitées par des crevaksgsofondeur 5-10 nm sont observées
(Figure 31.C). Ces supports sont de qualité suffesgpour un greffage ultérieur par les
molécules d’ODT.
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La fonctionnalisation de la couche d’or par leslénoles d’'ODT n’entraine aucune
désorganisation de la surface comme le montraerlages AFM (Figure 31.E et Figure 31.F).

A. Or / mica — aprés chauffage

mica-ortop-ar. 002

B. or / verre — avant chauffage C. or / verre — apres chauffage
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Figure 31 : Images topographiques d’AFM en moddllast A. de la surface d'or sur mica apres
chauffage du substrat, B. de la surface d'or surev@vant et C. apres chauffage du substrat. D, E,
F.: aprés fonctionnalisation par les molécules deSIAM d’ODT : D. d’or déposé sur le mica E, F:
d’or déposé sur le verre borosilicaté a deux édwetifférentes. La hauteur de la surface le long de
droites vertes est représentée en-dessous dessnagegraphiques.

Pour un meilleur contréle de l'uniformité de la AI'ODT, une cartographie point
par point des courbes de force de la SAM d’'ODT (sue surface de 1 pfntaille typique
d’un plateau d’or) a été réalisée (Figure 32). Gmsrbes sont identiques sur toute la surface
ce qui indigue que la fonctionnalisation du suppitot est homogene.
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Figure 32 : A. Image topographique (1 Pnde la SAM d’ODT en mode contact force-volume, B.
Cartographie des courbes de forces réalisée sumdie topographique. Les autres points B a Y
forment un damier régulier de pas 0,1 um sur l'imagpographique.

Caractérisation par la mesure d’angle de contact

Le caractere hydrophobe / hydrophile a été canaétépar la mesure d’'angles de
contact comme décrit précédemment a l'aide du gogite « macroscopique ». Au temps
initial, la valeur d’angle de contact des gouttésad déposées sur la SAM d’ODT est de
109 + 2° sur toute la surface (moyenne des mespoes 5 gouttes d'eau déposées
aléatoirement sur la surface, Figure 33.A). Ce lt@siwcomparable aux données de la
littérature (54) (124), est en accord avec le caractere hydrophobe owliécule d’ODT. Le
manque d’affinité de 'ODT pour I'eau se vérifiravers la cinétique de I'angle de contact
de la Figure 33.A qui montre que l'angle de contdichinue peu au cours du temps
(6 =104 £ 2° at =300 s): la goutte d’'eau ne $épms sur le support ni ne s’adsorbe. La
faible variation de la valeur d@ au cours du temps s’explique par I'évaporatiomadgoutte
d’eau.

La mesure d’angle de contact, méthode simple gilea permet aussi d’évaluer
I’'hnomogénéité du support. Pour certains échansli@gque nous avons rejetés), nous avons
mesuré des valeurs d’angle de conéagtg) variant de 96 a 109° selon le point de mesure sur
la surface (Figure 33.B). Dans d’autres cas d’étilhams insuffisamment bons, I'angle de
contact est constant sur la surface mais révelenaies grande hydrophobicitéy( o) = 97°).

Ce résultat peut correspondre a un manque de nesed DT sur le substrat d’or.

Les mesures d’angle de contact effectuées avgani®@metre « picoLitre » confirment
le caractére hydrophobe de la surface SAM d’'OB{ -(p) = 110,5 * 2°) ainsi que son
homogénéité a I'échelle du micron (Figure 34). ladeur de I'angle de contact initial est en
accord avec les données du goniometre « macrosmopiq
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Figure 33 : Cinétique (entre t = 0 et t = 300 s) klEngle de contact de gouttes d’eau déposéesasur |
SAM d'ODT observées au goniomeétre « macroscopighe gdans le cas ou le support est bien
fonctionnalisé et B. dans le cas ou le supporhégtrogéne. En-dessous, localisation des mesures su
I'échantillon.

Surface de l'or _._._\ee_ _______ e_ _______ e_ _____ e _______ e__ ..... e____

=

R;cf)lst)t(:aogudr(?;a G e O 9 6 G
surface d’or e e O | e e e
Oal Qi L0 | MOL MON Wb

—>
250 ym

250 ym

Figure 34: Gouttes d’'eau (observées de c6te) déggosar la SAM d’ODT a intervalles de 250 um
observées a l'aide du goniometre « picolLitre ». @iserve également le reflet des gouttes sur la
surface.

En conclusion, les SAM d’ODT utilisées pour legpésiences SFG respectent deux
critéres :

- un angle de contact initial de ~ 110°
- une variation de cette valeur au cours du tedps 300 s, gonio. macro.) inférieure
a10°.
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Il — 3 — 2 : Caractérisation moléculaire : speatopse vibrationnelle SFG

Le spectre SFG expérimental

Le spectre SFG de la SAM d’ODT exposée a laitefiface solide/air) fait apparaitre
une réponse non résonnante provenant des étatsroelgues de la surface dor
éventuellement perturbés (ou « hybridés ») pamlelécules d’'ODT, ayant la forme spectrale
du faisceau infrarouge (spectre de référence, Eidh), qui interfére avec la réponse
résonnante provenant des modes de vibration d’étamyC-H des groupes méthylenes et du
groupe meéthyle qui constituent la molécule d’ODpeEre expérimental, Figure 35). Le
déphasage entre réponses non-résonante et résasntel que les modes de vibration
d’élongation C-H apparaissent en creux sur le fi@sdnant. Par ailleurs, seuls les modes du
groupe meéthyle sont intenses, conformément auxraditsens de la littérature décrites plus
haut(126):

$£ 5803
OO n =
EE eSE E
> > > n o 7]
nw un n © W ©
2500- e .
,
n «
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Figure 35 : Spectre expérimental de la SAM d’ODpo=ée a l'air (en traits bleus pointillés) et du
cristal GaAs exposé a l'air (courbe pointillée \atik). L'ajustement réalisé suite a la déconvohutio
du spectre expérimental est indiqué par la courdigge et les bandes déconvoluées du profil spectral
du laser et des effects d'interférence sont mostedecourbes vertes.

Afin d’obtenir les informations chimiques, spetdsa et structurales qu’apporte la
spectroscopie SFG, une déconvolution rigoureusespestres est réalisée avec le logiciel
Mathematica en utilisant la formule suivat@9) (130) (131)

. A, et
LONR
XNRE + E ;
Wi — wy + i,
Lv J

Ispg(wig) < g(wg)

\_Y_/ k_Y_J \_Y_) '
intensité du profil spectral terme constant Bandle.s Qe vibration
spectre SFG du laser IR provenant de modélisées par des
'interface fonctions Lorentziennes (1)

avec g@Rr), le profil spectral du faisceau infrarouge (eiistg sur le spectre de référence
de GaAs)
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xvre'PNE, la réponse non résonnante constante d’origireréléque provenant de la
surface d’or ynr est la susceptibilité non résonnantegt, la phase non résonante.

A, I'amplitude de la fonction Lorentzienne relativerande de vibration.

oy, la fréquence du mode de vibratian

R, la fréquence infrarouge.

I, la demi-largeur a mi-hauteur de la fonction Ldéreanne relative au mode de
vibrationv, 2I' = FWHM (Full Width at Half Maximum).

¢y, la phase du mode de vibration
On obtient alors la difference de phase entre [@onge non résonnante et la réponse
résonnante du mode de vibratwnAg, = ong - @y.

Le nombre de paramétres décrivant le spectre SE@nportant. Mathématiquement,
il nNest pas possible de déterminer tous les patr@siéde facon stricte car I'équation (1)
n‘admet pas de solution uniq&32). Pour obtenir une analyse reproductible des spectr
d’un échantillon a l'autre, certains parameétresétatfixés :

- les demi-largeurs a mi-hautellrde tous les modes de vibrations des groupes CH
et CH; sont supposées égales. Physiquement, un proféntzien correspond a
une distribution homogéne des molécules qui somtesoidentiques : la largeur
correspond alors a la durée de vie du mode de twbraui est inversement
proportionnelle au couplage de la vibration aveavironnement (la surface d’or)
(pour une distribution inhomogéne de sites d’adsamp la variation de fréquence
associée aux variations d’environnement des maoest le facteur déterminant
du profil spectral, qui devient gaussien). On siadt a ce que les largeurs a mi-
hauteur des modes de vibration des groupes méds/le&n méthyles soient
proches. Cette hypothése est raisonnable car gpes CH et CH sont tres
semblables chimiquement. Lors de la déconvoluties dpectres la précision
obtenue pour la demi-largelirest de + 1 cf.

- la difféerence de phas&g, est également supposée identiqae)(pour tous les
modes de vibration. La phase dépend des interactid@bectroniques
intramoléculaires et entre surface, adsorbats, iBéumenvironnant la surface.
Lorsqu’il n'y a pas d’interaction vibronique lesnictions d’onde vibrationnelles
sont réelles et il N"apparait pas de phase€uand la surface est exposée a lair, la
différence de phaseA¢ a été mesurée expérimentalement en optimisant
simultanément la déconvolution d’'une vingtaine gdectres de la SAM d’ODT,
réalisés a differentes dates dans des conditiomsaables. On a obtenu
Ao = onr - Oy = Onr= 290° en prenant arbitrairement l'origine des plsas= 0.

- les fréquences, des modes de vibration de la SAM d’ODT étant liennues,
elles ont été fixées aux valeurs rappelées dahabieau 2.

Avec ces choix, la déconvolution des spectres d’Qidmne des intensités relatives
entre modes du méthyle parfaitement reproductililest arrivé parfois que la déconvolution
ne donne pas le résultat normal : dans ce cagsil avéré que I'angle de contact n’était pas
normal non plus.
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Dans la littérature, les modes de vibration d’'gktion symeétrique et antisymétrique
des groupes méthylénes a 2850 et 2918 pespectivement sont le plus souvent négligées,
considérant que les chaines sont en conformatignrians. Cependant, comme nous l'avons
vu plus haut, I'intensité des groupes méthylenstrpas nulle, et leur faible intensité est due a
une combinaison de deux effets : la centro-syméidale, qui annule la contribution des 16
groupes CH par paires a partir du haut de la chaine, etefddation du ChH du pied de
chaine, dont les moments de transition IR s’écati@p peu du plan de la surface pour
contribuer efficacement au spectre. Toutefois laegpen compte des modes £IFhéme peu
intenses, modifie les intensités relatives des éartk CH Lors de la déconvolution du
spectre SFG de la SAM d’ODT, nous ne négligeonsc dumas les modes de vibration des
groupes CHl

Optimisation de la déconvolution du spectre SFG

Dans ce paragraphe, I'importance d’'une déconwutigoureuse des spectres SFG
exposée ci-dessus sera illustrée, ainsi que lassgé€ede prendre en compte la bande
d’élongation symétrique de S-GH

La Figure 36 représente différentes déconvolutidnsméme spectre expérimental
SFG de la SAM d’ODT exposée a l'air :

- la Figure 36.A montre qu’en n’utilisant que cingduences (celles des vibrations
d’élongation symétrique et antisymétrique du groGp® et du groupe CHainsi
gue la résonance de Fermi du groupe méthyle) daissant tous les différents
parametres varier (i.e. les amplitudes, les phastss largeurs a mi-hauteur), une
tres bonne déconvolution du spectre expérimentalobtenue. Le résultat de
I'ajustement donne une différence de phagevariant de 255 a 326° et des demi-
largeurs & mi-hauteurs variant de 7,1 & 8,58.cm

Comme il a été mentionné plus haut, la grandeitgudé I'ajustement est obtenue
grace a un nombre de parameétres trop grand. Duitpepe en réalité sur chaque paramétre
une grande incertitude. La déconvolution n’est yaisjue : un autre jeu de parametres peut
egalement permettre d’obtenir une déconvolutiomembte du méme spectre expérimental (un
autre ajustement permet d’obtenir une différenceplieseA¢ variant de 279 a 351° &,
variant de 7,74 a 10,46). Cette constatation aeégait été prouvée mathématiquement (132).
De ce fait, les résultats obtenus ne sont pas deptibles d’un support a un autre, méme si
les autres méthodes de caractérisation de ces sippdiquent qu’ils sont de bonne qualité.
Nous sommes donc conduits a réduire le nombre Gengdres d’ajustement, ainsi que nous
'avons exposé ci-dessus.
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Figure 36 : Spectre SFG expérimental de la SAM diQiPourbe bleue) et sa déconvolution (courbe
rouge) ayant pour parametres : A. 5 bandes vibratalles, 255 <4¢, < 326°, 7,1 <I, < 8,56,

B. 5 bandes vibrationnelleglp = 290°, 7,1 <I" < 8,56, C. 5 bandes vibrationnellegyp = 290°,
I'=17,6 et D. 6 bandes vibrationnellegy = 290°,I" = 7,6. Le spectre de référence (courbe violette)
ainsi que les bandes de chaque mode de vibratib&térajoutés (courbes vertes).

- la déconvolution de la Figure 36.B est obtenueixant la différence de phase de
tous les modes vibrationnels a la valeur de 29@te(r moyenne obtenue sur
I'ajustement d’'une vingtaine de spectres). Le tésule I'ajustement conduit a des
demi-largeurs a mi-hauteiiy variant de 7,1 a 8,56.

- la deconvolution de la Figure 36.C est égalemetdrle en fixant la différence de
phaseAe a la valeur 290° mais aussi la demi-largeur a anitéurl’, =T = 7,6.

Ces deux dernieres déconvolutions permettent eéfmbtin bon ajustement du spectre
expérimental, avec toutefois une difficulté danségion spectrale 2890 — 2920 tnCette
déviation a été systématiqguement observée pourlésuspectres la SAM d’'ODT exposée a
I'air.

- la déconvolution de la Figure 36.D résulte poussttes modes de vibration d’'une
phase de la réponse résonnante fixe € 290°), d’'une demi-largeur de bande a
mi-hauteur fixe [, = I’ = 7,6) et de I'ajout d’'une bande & 2905 tayant les
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mémes valeurs de phase et de largeur que les matdes. Ainsi, le spectre
expérimental est bien déconvolué, malgré la fodduction du nombre de
parametres ajustés, et elle est reproductible,itondndispensable pour pouvoir
apprécier si le changement d’environnement de laMSgoduit ou non un
changement de conformation de la SAM.

L’intensité de ce nouveau mode de vibration eshparable a celle des groupes
meéthyléenes (trés faible), et le mode est attribué sibration d’élongation symétrique du
groupe CH proche de l'atome de soufre, ainsi que nous l'avdgja précisé dans le
paragraphe Il — 2 — 4.

Calculs ab initio

Afin de vérifier la pertinence de I'attributionudie 6™ bande dans le spectre de la
SAM d’'ODT, des calculsab initio basés sur la théorie Hartree-Fock ont été réatieas
Gaussian avec la base HF/6-31G(D) par W. Zhengiaude notre groupe sur deux systéemes
différents :

- la molécule isolée de décanethiol —-SH-@JsHCH;, 93 modes de vibration
(nombre modes de vibration = 3x nombre d’atomes &o€ation, translation)
=3x33-16).

- la molécule isolée de butanethiol —SH-({4H3, 39 modes de vibration.

Le choix de ces alcanethiols isolés et plus cogues la molécule d’octadécanethiol

répond au besoin de limiter le temps de calculofenque la résonance de Fermi ne peut pas
étre calculée par cette méthode.

Butanethiol Mode de vibration Fréquence (cm™?) | Intensité IR Décanethiol Mode de vibration Fréquence (cm?) | Intensité IR
Symétrique CH, : Symétrique CH, :
CH, délocalisé sur toute la chaine 2851 30 CH, délocalisé sur toute la chaine 2835 0,17
2836 0,92
1 localisé sur HS — C;H, 2897 41 7 2840 1,33
< 2842 0,82
H Symétrique CH, : s 2845 0,40
localisé sur CHy 2862 40 N 2848 4,17
3
2
Fort couplage / mélange des vibrations symétriques (et 1 delocalisé sur CsH, — GoH, — C/H, 2851 226,56
antisymétriques respectivement) entre les groupes CH, et CH,. L,
| SH localisé sur HS — C,H, 2896 45,18

Antisymétrique CH, :
localisé sur HS - C;H, 2942 39,84

Symétrique CH, :

localisé sur CH, 2876 35,80
Antisymétrique CH,:
localisé sur CH, 2930 135,78

Figure 37 : Données obtenues sur les modes detiobraes molécules butanethiol et décanethiol
isolées par le calcul ab initio basé sur la thédtartree-Fock.
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Trois résultats importants en ressortent (Figujec8cernant la molécule de décanethiol :

- il existe 7 modes de vibration symétrique des gesuméthylénes sur la chaine
carbonée mais ils n'ont pas tous la méme intensgémode a la fréquence de
2851 cni présente une intensité infrarouge intense parora@ux autres modes
de vibration (environ 100 fois plus intense) ettsmive localisé en milieu de
chaine sur trois atomes de carbone (n°5, 6, eD@hs les autres modes de
vibration, les déplacements des atomes de pataetrel du milieu de la chaine se
trouvent étre quasiment en opposition de phaseeforgnation trans, conduisant
a un dip6le variant trés peu avec la vibratiordatc a une réponse infrarouge trés
faible. On constate donc que I'hypothése de moaesuk pour les Ch que nous
utilisons pour le calcul des spectres SFG en fonctle la conformation, ne
correspond pas exactement a la réalité : en faitemsité IR est portée par un
mode propre beaucoup plus intense que les autnegstylégérement délocalisé.
Cependant, il n'y a pas d’autre choix que les modeaux pour calculer les
spectres en fonction de la conformation, puisquedieul par modes propres
demanderait, pour chaque conformationle calcul des modes, celui de
I'hyperpolarisabilité de chague mode, et enfin #écual du spectre SFG. D’autre
part, méme si une base n’est pas la mieux adapiéedgécrire une molécule, elle
ne donne pas pour autant des résultats compléetdemeqttant que la base choisie
est compléte et que des couplages forts entretd¢s gropres de la base ne sont
pas ignorés. Le fait que les modes propres sontd@tre délocalisés sur toute la
longueur de la chaine est une indication rassurante

- un mode de vibration symétrique du groupe méthyisidocalisé sur 'atome de
carbone proche de I'atome de soufre (carbone nid)eafréquence plus grande
que les sept autres modes présentés ci-dessu c289 Son intensité infrarouge
est du méme ordre de grandeur que les intensitésnumles de vibration
symétrique et antisymétrique du groupe méthyle.

- le mode de vibration antisymétrique de ce groupe, @Hune fréquence de
2942 cm' (soit 46 cnt de plus que la fréquence du mode symétrique dréree

groupe).

Les calculsab initio concernant le butanethiol isolé montrent une fdékcalisation
des modes de vibration symétriques (ou antisymgéts)] sur les groupes méthyle et
meéthylénes. Il est intéressant de noter que cette fielocalisation a disparu dans le cas de la
chaine a 10 atomes de carbone, comme nous vendesaie. Cependant, une des vibrations
symétriques du groupe méthyléne est tres locatiseée carbone proche du soufre, avec pour
fréquence 2897 cth

Sur la base de ces deux calculs, on peut supgaeda molécule d’ODT au sein de la
SAM présente elle aussi un mode de vibration syqétrCH localisé sur le carbone proche
du soufre et caractérisé par une fréquence proeh@990 crit. Expérimentalement, la
déconvolution des spectres SFG nous conduit datitiBuer la fréquence de 2905 + 1t@
ce mode, comme indiqué plus haut dans le Tableau 2.
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Introduction d’'un _paramétre phénoménologique pour rendre compte de
L'orientation du groupe méthyle

Les modes de vibration d’élongation dominant darspectre SFG de la SAM d’ODT
sont ceux du groupe méthyle qui est en bout ddd@ne d’ODT. Leurs intensités relatives
permettent d’extraire I'orientation du groupemerdthyle, qui & son tour, en tenant compte
des contraintes sur la conformation des chainesfdonation tout trans sauf en pied de
chaine, géométrie tétraédrique autour de tousdeses de carbone) nous permet de remonter
aux angle®, @ ety décrits plus haut. Il est pratique de définir amgmetre facile a extraire
des spectres (indépendamment de notre programmedae de spectre SFG qui hous permet
de calculer précisément l'orientation du groupe hylé) qui nous permet de caractériser
I'orientation du groupement méthyle.

Nous définissons le rapport phénoménologique Reefintensité de la vibration
symétrique du groupe GHtenant compte de la résonance de Fermi qui ertgoure partie
de son intensité au mode de vibration d’élongatigmétrique de CkJ et lintensité de la
vibration antisymétrique du groupe ¢H
Isym CH;3 + IFermi

R =

Iasym CH3
avec |, l'intensité maximale du mode de vibration v domngar la déconvolution des

2
spectres SFG expérimentauly, = (%)

v

A, 'amplitude de la courbe Lorentzienne relative andende vibratiorw
Iy, la demi-largeur a mi-hauteur de la courbe Lolentze relative au mode de
vibrationv.

On peut prévoir comment varie R lorsque le gromg¢hyle est plus ou moins incliné
sur la surface. L'intensité SFG est proportionnalleproduit scalaire du moment dipolaire de
transition vibrationnejr (entre v’= 0 et v'= 1) et du champ électriquerarbugeEr dans le
cadre de I'approximation dipolaire électriq14.8):

Ispg < W Ejp

Ainsi, l'intensité de chaque mode de vibratigrséra d’autant plus importante que le
produit scalaire |(,. Er) sera important. Sur un métal, le champ électrigyelocal est
guasiment perpendiculaire & la surface du sub$tigiire 38.A). La direction des moments de
transitiony, de chaque mode de vibration du groupe; @dpend de son orientation. Par
conséquent, l'intensité SFG de chaque mode detiohradépend de l'orientation du groupe
méthyle (Figure 38) :

- si le groupe méthyle est perpendiculaire a la serffde moment dipolaire
symétrique du groupe GHusym) est paralléle au chantf alors que les moments
dipolaires antisymétriques du groupe LHUasym) sSont tous les deux
perpendiculaires au chantp: le produit scalairgisymE o lsym €st maximal et
Masym E & lasymeSt minimal ce qui implique un rapport R import@ht— o).
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- sile groupe méthyle est parallele a la surfagg, est perpendiculaire au charap
alors que I'un deflasym est paralléle au chantp: le produit scalair@symE « lsym
est minimal eflasymE « lasym €St maximal, ce qui implique un rapport R trébltai
(R - 0).

Lorsque la SAM d’ODT est exposée a l'air (FiguBB le rapport R vaut 3,7 = 0,5.
L'incertitude sur ce paramétre tient compte deeritittides relatives a la déconvolution des
spectres (Annexe 1.B) et de la dispersion obsedex valeurs de R obtenues sur les
échantillons de la SAM d’ODT.

A. B
>
Mg : Moment dipolaire antisymétrique du groupe CH,
-
Mg : Moment dipolaire symétrique du groupe CH,
—
Ep incident 5
|
surface Isymch. + IFermi
S b R= ===
E(local) p réfléchi Iasym cH,
= = 5
_ (nE)

sens de propagation
de la lumiére

[(Mak

CH, perpendiculaire CH, paralléle
a la surface Au a la surface Au

Figure 38: A. Représentation schématigue du cha¥grtrique polarisé p a la surface de
I'échantillon a analyser et B. Schéma d'une molécdlODT « tronquée » avec ses moments
dipolaires symétrique (en bleu) et antisymétrigfimsde de vibration doublement dégénéré, en rouge)
du groupement méthyle. Le champ électriguéen vert) est également représenté. La variation d
rapport R en fonction de I'orientation du groupe £3#$t également indiquée.
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Conformation de la SAM d’ODT a l'air

Le calcul théorique du spectre SFG total de la SRODT exposée a I'air réalisé par
la modélisation décrite au chapitre 1l — 2 — 4, t@mgue le spectre expérimental résulte de la
superposition de deux spectres tres différentespondant aux deux types de molécules A et
B (Figure 39). La conformation de 'ODT au seinldé&SAM a les caractéristiques suivantes :

- les angles twist valerba = 242 + 3° etbg = 332 + 3°
- les angles de tilt du groupe méthyle a pour vakEd / 15.8 + 1.5° (pour les
molécules A et B respectivement).

1. 4x108 2.
= 1sxwtl Molécule A 5 Molécule B
2 o sl
R 3x10
= z 7
= 3
§ 1Lx107% P:.’.
2 = 2x108f
® G}
2 5
~14]
5.x10 1x108
Wavenumber (cm™) \ | Wavenumber (cm™)
3. SAM d'ODT

1,20E+009 L.
------ Calcul théorique

1,00E+009 - — Déconvolution expérimentale

u)

8,00E+008

6,00E+008 -

SFG intensity (a

4,00E+008 —

2,00E+008

0,00E+000

T T 1
2750 2800 3000 3050

T T
2850 2900 2050
Wavenumber (cm™)

Figure 39 : Bandes de vibration de 'ODT dans KM 1: molécules ayant la conformation « A ».
2 : molécules ayant la conformation « B ». 3 : roolés de conformations « A » et « B » ensemble.
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III - Effet de l1a biocontamination sur la SAM d’'ODT

Dans ce chapitre, nous allons détailler a I'éehaibléculaire I'impact de I'adhésion
bactérienne et de l'adsorption protéique, ou «dilig » sur la conformation de
monocouches autoassemblées d’'ODT. La problémagisjuda suivante : comment la
conformation de la SAM d’ODT est-elle influencée fBs propriétés physico-chimiques des
parois bactériennes et par la présence de protéihasSAM d’ODT limite-t-elle ou pas le
biofouling ?

Dans cette perspective, nous étudierons l'adhédmrdeux souches de bactéries
Lactococcus lactimyant des propriétés physicochimiques différerdassi que le role de la
présence d’albumine de sérum bovin (BSA : Bovinu8erAlbumin), dans le but de se
rapprocher des conditioms vivo de I'adhésion bactérienne. Les méthodes utiliséeant la
SFG pour déterminer l'effet de la biocontaminatsur la conformation de la SAM, et la
microscopie confocale de fluorescence pour medarelensité de bactéries adhérentes au
substrat.
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lIl — 1 — Biomolécules : préparation, protocoles dadhésion/adsorption, observation par
différentes microscopies

Il — 1 —1: Préparation des échantillons

Les bactéries

Dans le cadre de ce travail de thése, nous nousnes intéressés a des bactéries
lactiques de I'especkactococcus lactisdes bactéries coccoides a gram positif (Figure 3
Figure 4, chapitre I). Ces bactéries sont utilisgegr la fermentation des produits laitiers.
Elles rendent le milieu acide, permettant la foioratd’acide lactiqug133) Deux souches
ont été utilisées, 'une hydrophi(e. lactis ssp.cremorisMG1363) et I'autre hydrophobé..(
lactis ssp.cremorisMG1363 PrtP+) (collection CNRZ de I'INRA, Jouy-dosas, France, cf.
Annexe 2.B). Ce caractere hydrophobe a été obtentemdant actives les protéases PrtP
(PrtP+) ancrées dans les parois cellulaires des$éitiee sauvages. Ces protéases sont
également capables d’hydrolyser des molécules pydtmes(134) (135) (136) (137) Ces
bactéries.. lactis présentent une innocuité qui permet de les utilisms un laboratoire de
physique ordinaire. Elles constituent un modele destéries pathogénes du genre
Streptococcus qui sont beaucoup plus « dangereuses », et donwvewt améliorer la
compréhension pour prévenir leur colonisation ss surfaces. En particulier, les bactéries
Streptococcus oraljs Streptococcus mitisou Streptococcus mutancolonisent les
appareillages orthodontiques qui peuvent causeilindestions plus ou moins séveres telles
qgue I'endocardite, la méningite ou d’autres infees qui s’étendent a partir de la plaque
dentaire(138).

Les souches bactériennes sont conservée a - 283i€ uh milieu de culture M17
(Difco) auquel est ajouté 0,5% (masse/volume) deage (Aldrich) et 50% (volume/volume)
de glycérol, milieu nutritif et spécifique aux bécgesL. lactis.

Apres décongélation a température ambiante, leshes sont mises en culture dans le
milieu {M17 + 0,5% (masse/volume) glucose} durabtHeures a I'étuve a 30°C (conditions
optimales pour la croissance de ces bactériesrd-#fuA). Cette mise en culture constitue le
1* repiquage appelé;R

Un test de pureté de la solution bactérienneréadisé afin de s’assurer de sa non
contamination par d'autres bactéries. Il consistdéposer une goutte de la suspension
bactérienne et a I'étaler sur une gélose composéailieu nutritif. Aprés quinze heures de
croissance des bactéries sur la gélose a 30°C,vérkcation visuelle est réalisée : les
colonies bactériennes d’une méme espéece ont la f@@me et sont de la méme couleur.

Suite au R1, deux autres repiquages sont realiés obtenir la suspension

bactérienne de travail dans laquelle la populabantérienne est homogéne en termes de
caractéristiques physico-chimiques et en phaseralesance stationnaire (dans laquelle les
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bactéries se multiplient et meurent avec la méntesse) (cf. Annexe 2.C). Le second
repiquage R est obtenu par prélevement d’1 mL dg Re-dilué dans 9 mL de milieu de
culture frais puis placé a I'étuve a 30°C pendahe@res. Le Rest obtenu par préléevement
de 16 pL de R re-dilué dans 100 mL de milieu de culture fraisspplacé a I'étuve a 30°C

pendant 15 heures.

La suspension bactérienne de travail est enseittrifigée 10 minutes, a 7000 g et a
4°C (afin de stopper le développement bactériea)cllot bactérien est alors repris dans de
I'eau physiologique (solution de NaCl & 9 §.tans I'eau distillée). Cette étape de lavage est
reproduite deux fois afin d’éliminer totalementidieu de culture (Figure 40.B).

1errepiquage:t=0 et t=15heures: Culot bactérien Suspension bactérienne
la solution est trouble lavée

indiquant la présence
de bactéries

Figure 40 : A. Culture bactérienne dd' tepiquage (1 mL de suspension bactérienne dans dmL
milieu de culture) au temps t=0 et aprés 1 nuitédulve & 30 °C et B. Bactéries aprés centrifugation
avant et apres étre re-suspendues dans I'eau pogsipe.

Ultimement, les bactéries sont remises en susperdans de I'eau distillée pour le
besoin des expériences de spectroscopies. Il fazdre s’assurer que chacune des deux
souches bactériennes survit en milieu aqueux hdlexzdu temps de nos expériences, soit une
dizaine d’heures.
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Figure 41 : Courbes de survie au cours du temps@'suspension de L. lactis modifiées PrtP+ dans
I'eau distillée réalisées par la mesure de la de#nsptique a 620 nm (points rouges) et par la mesur
du dénombrement (points bleus).
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L’étude de la survie des bactéries dans I'ealilldista été réalisée par dénombrement
par micro-spots et par des mesures de densitéuept620 nm en fonction du temps
(Figure 41, Annexe 2.C). Les résultats de la Figdfie montrent une stabilité de la
concentration bactérienne au cours du temps edb@eghacune des deux souches démontrant
que les bactérids. lactisrestent vivantes dans I'eau distillée durantéesps d’expérience.

La protéine

La protéine étudiée dans ce travail de theséAdbuimine de Sérum Bovin (BSA) une
protéine modéle de masse molaire 66,43 kDa (6634801") dont les propriétés structurales
et physico-chimiques ont déja fait I'objet d’un gdanombre de publicatior(®0) (23) (139)
(140). Son homologue humain, I'Albumine de Sérum Hum@HBA), est la protéine
globulaire la plus abondante dans le plasma sangué® % des protéines du plasma a une
concentration de 0,05 g.rif) permettant de maintenir la pression osmotiquesein des
vaisseaux sanguins.

La structure cristallographique par diffraction idgons X de la protéine BSA n’est
pas connue. On suppose qu'elle est proche de della protéine HSA, car les structures
primaires des deux protéines présentent ~ 76 %mbhugie(141)

La structure primaire de la BSA est composée de/D (Figure 42.B). Les AA les
plus abondants sont chargés (acide glutamiqueydygiu non polaires (alanine, leucine). Il
existe également un nombre important de cystéinesamportent un atome de soufre et qui
peuvent conduire a la formation de ponts disulfums de la formation de la structure
secondaire de la protéine. La structure tertiaeelal protéine change selon le pH de la
solution(142) Dans I'eau pour un pH compris entre 4,5 et 8, tagine a une structure dite
«normal » qui ressemble a un ceceur (30)582@ comprenant 55 % d’hélices alpha. A sa
surface, on retrouve des groupements acides, lessejunydrophobes (Figure 42.A) mais la
protéine est globalement chargée négativementadtesgamme de pf42)

A. B. Acides aminés Nbre de résidus 2 chimiques
Acide Aspartique 41 Composé chargé négativement

Alanine 48 Non polaire
Arginine 2% Composé chargé positivement
Asparagine 14 Polaire, non chargé
Acide Glutamique 58 Composé chargé négativement
Cystéine 35 Polaire, non chargé, composé soufré

Glutamine 21 Polaire, non chargé

. groupes hydrophobes Glycine 17 Non polaire
Histidine 16 Composé chargé positivement

. Isoleucine 15 Non polaire

. groupes acides e o Non polire
Lysine 60 ‘Composé chargé positivement
. grou pes b asiques Méthionine 05 Non polaire, composé soufré

Phénylalanine 30 Composé aromatique
Proline 28 Polaire, non chargé
Sérine 32 Polaire, non chargé

Thréonine 3 Polaire, non chargé

Tryptophane 03 Composé aromatique

Tyrosine 21 Composé aromatique

Valine 38 Non polaire

Figure 42: A. Structure 3D de la protéine HSA, preae la BSA, réalisée grace au logiciel VMD
(programme de visualisation moléculaire 3D d’édifidviologiques). La séquence d’acides aminés de
I'albumine provient de la « protein data bank »Bet Composition en acides aminés de la protéine
BSA selon la R€140).
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Dans ce travail, la protéine BSA (Acros), sansfigation supplémentaire, a été diluée
dans I'eau distillée (pH: 5,5) afin d’obtenir des concentrations protéiqde€,01-0,05-0,1-
0,5 et 1 mg.mL.

Il — 1 — 2 : Protocoles d’adhésion/adsorption

Adhésion bactérienne sur la SAM d’'ODT

L'adhésion des bactéridsactococcus lactisa été réalisée en déposant 200 pL de
suspension a une concentraton de #%.10FC/mL (Unit¢é Formant Colonie/mL,
cf. Annexe 2.A) de bactéries dans l'eau distillée les supports SAM d’ODT. Aprés 90
minutes, le surnageant est remplacé par de I'esdiliék (Figure 43) pour éviter qu’un biofilm
ne se développe pendant les mesures SFG et desnupie.

Suspension bactérienne (4,10° UFC/mL) dans I'eau distillée

Bactérie

1h30 d’adhésion

Rincage

Seules les bactéries en
interaction avec le support
restent

Figure 43 : Schéma de principe de I'adhésion baetére sur la SAM d’ODT.

Dans certaines expériences, afin de contrélerfefefles ions sur I'adhésion
bactérienne, I'eau distillée a été remplacée paraaiution de nitrate de potassium KN&®
10" mol.L™.

Adsorption des protéines BSA sur la SAM d’ODT

La SAM d’ODT est immergée dans les différentesutsmhs de BSA pendant 90
minutes puis rincée trois fois avec de I'eau désilafin d’éliminer toutes les protéines qui ne
sont pas adsorbées sur la surface (Figure 44). Iffiend alors ce qu’'on appelle un film
protéique primaire sur la SAM. Afin de limiter l@m@amination de la surface par d’autres
molécules ou organismes, l'adsorption des protéessréalisée en milieu stérile sous un
Poste de Sécurité Microbiologique (PSM).
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Solution protéique

Obtention d’un film
protéique primaire & la
surface de la SAM d'ODT

1h30 d’adsorption
Eau distillée

Figure 44 : Schéma du protocole expérimental d@argtion d’'un film de protéines a la surface de la
SAM d'ODT.

Adhésion des bactéries en présence de protéines BSA

Différents protocoles ont été utilisés dans lereade ce travail afin de comprendre
impact de I'adhésion bactérienne sur la surfaédMSen présence de protéines. Pour ces
études, la concentration protéique est fixée a igmL* et celles des suspensions
bactériennes des deux souches hydrophobes et Inyiesop 4.18UFC/mL.

Protocole 1 : On dépose sur la SAM d’ODT recouvditm film primaire protéique comme
décrit ci-dessus, une suspension bactériennad®coccus lactislans I'eau distillée pendant
90 minutes. Le surnageant est ensuite retiré gbles@ par de I'eau distillée.

Protocole 2 : Une suspension de bactéries et déipes dans I'eau distillée est déposée sur la
SAM d’ODT pendant 90 minutes. Comme précédemmengutnageant est remplacé par de
I'eau distillée.

Protocole 3 : La suspension contenant les bactétiles protéines est centrifugée pendant 10
minutes, a 7000 g afin d’éliminer toutes les prwdi qui ne sont pas en interaction « forte »
avec les bactéries. Le culot obtenu est remis spesision dans I'eau distillée puis déposé sur
la SAM d’ODT. Aprées 90 minutes d’incubation, le sageant est éliminé et remplacé par
'eau distillée.

Formation des biofilms bactériens sur la SAM d’ODT

Dans les protocoles d’adhésion bactérienne déciidessus, les supports sont
totalement recouverts par les bactéries afin gaespectres SFG soient enregistrés sur une
surface aussi homogéne que possible. Les bactiriegent toutefois étre en interaction plus
ou moins forte avec le support. Les mesures digmifiscence permettant de quantifier la
densité de bactéries en interaction « forte » d&&e8AM d’ODT nécessitent que la surface
Soit retournée provoquant ainsi le décrochage detehbes les moins liées.
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La surface inversée est ensuite a nouveau immergée

- soit dans I'eau distillée pour le comptage desédrees adhérentes

- soit dans le milieu de culture des bactérieslactis (milieu {M17 + 0,5%
(masse/volume) glucose}) afin de permettre aux érees encore adhérant a la
SAM d’'ODT de se développer et de former un biofilpe. biofilm bactérien est
obtenu en déposant la boite dans une étuve a 3#idapt 24 heures en condition
statique.

[l — 1 — 3 : Observation par différentes microsesp

Zétaphéromeétrie sous microscope optique

La charge globale de surface d’'une bactérie @strdenée par une mesure de mobilité
électrophorétiqgue M.E143) (144)définie par :
v

M.E.= —=
E

avec Vv, la vitesse de déplacement d’'une bactérie enignlut

E, le champ électrique auquel est soumise la haa# solution
La M.E. est caractéristique de la bactérie dansvitennement particulier ou est faite la
mesure (solvant, viscosite, pH, etc...).

Dans une solution neutre circulante, la bact&ieseumise a deux types de forces :

- la force de frottement : f =nfyr.v

avecn : la viscosité du milieux et r, le rayon de latiéaie supposée sphérique
- la force électrostatique : f = gq.E

avec g : la charge globale portée par la bactérie

Lorsque la bactérie circule a vitesse constangeil{pre), la somme des forces est
nulle (f = f'). La mobilité électrophorétique peaiors s’écrire en fonction de la charge de la
bactérie :

M.E.= —— (en m*V's™).
6nnr

Le rapportg est appelé densité de charge de la bactérie.

On mesure cette mobilité électrophorétique a &aidun appareil commercial appelé
zétaphérométre (Zetapheromet Il, CAD Instrumens, [Essarts le Roi, France, Figure 45). La
suspension bactérienne est placée dans une cusagelire de trajet optique 2 mm reliée a
deux électrodes sphériques soumises & un champigtiec d’environ 5 V.cif. Deux
électrodes supplémentaires séparées par une distamnue précisément permettent de
mesurer la valeur exacte du champ électrique audsela suspension bactérienne.

Sous l'effet de ce champ électrique, les bactéaieggées migrent. Leur vitesse est
mesurée optiquement : la cuve est placée sous enosnope (Olympus) et illuminée en son

centre par un laser. La suspension bactériennsuéfigamment diluée (~I0UFC/mL dans
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I'eau physiologique) pour que I'on puisse obsetaemobilité des bactéries individuelles. Le
déplacement des bactéries est imagé a l'aide danera permettant d’acquérir une image
par seconde.

Une mesure statistigue de la vitesse est obterawel’gpplication d'un champ
électrique oscillant qui permet toutes les 10 sdesnd’entrainer un changement de sens de
migration des bactéries.

Cellule |

Caméra

Microscope

> . Observation de la mjgration des bactéries :
N mesure de v
Electrode / A

Electrode
{ Cuve électrophorétique ;;

©
Lecture du potentiel électrique a I'intérieur de la
suspension bactérienne

Suspension

bactérienne /:J\
-/

5Viem

Figure 45 : Photo du montage expérimental (a gayetteschéma de principe (a droite) d’'une mesure
de mobilité électrophorétique (M.E.).

Les mesures de mobilité électrophorétique ontrédésees entre pit 5,5 et pH = 2
par ajout d’acide nitrique. Lorsque la mobilitéattephorétique est nulle, cela signifie que les
bactéries ne migrent pas et sont globalement reeutee pH pour lequel cette situation est
observée est appelé point isoélectrique de la bacté

Il est & noter guavec notre appareil, il est fpaesde mesurer la mobilité
électrophorétique des bactéries mais pas des pestéeaucoup trop petites.

La microscopie électronique a balavage (MEB)

Pour contréler le recouvrement bactérien sur tfasa de la SAM d’'ODT qui sera
sondée par la spectroscopie SFG (~ 106)unous avons utilisé dans un premier temps la
microscopie électronique a balayage (MEB}5) (146) Cette technique permet d’accéder a
une résolution nanométrique et de caractérisemtl'die. bactéries mortes, vivantes,
dégradées) et la forme des cellules suite a leugsaon sur le support. Les expériences ont été
menées pour les SAM recouvertes de chacune debesohgdrophobes et hydrophileslde
lactis en I'absence de protéines. Cette analyse par MEBapt beaucoup de temps, elle n'a
été reproduite que sur deux échantillons. La céraetion du recouvrement de la SAM
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d’ODT par les bactéries est réalisée de manieres ploutiniere par microscopie
d’épifluorescence (voir ci-apres).

Le principe de la microscopie électronique repese l'interaction d’'un faisceau
monocinétique d’électrons focalisé sur I'échantilkur un diamétre tres faible (~10 nm dans
le cas du MEB utilisé dans ce travail, de I'ordeeQJ1 nm sur les MEB les plus sophistiqués).
L’interaction du faisceau d’électrons avec I'éclion se traduit par des collisions multiples
avec les atomes de la cible qui générent différgmtxessus : émission de rayons X,
d’électrons Auger, d’électrons secondaires. On péienir les informations de différentes
maniéres, a partir des électrons transmis ou diffuen mode d'imagerie « simple »
(enregistrement de l'intensité des électrons trasmsm diffusés en fonction de la localisation
du faisceau d’électrons), ou par spectroscopiesur@es localement : perte d’énergie des
électrons, Auger. Dans le cadre de ce travail, 'ontégessera uniquement a I'émission
d’électrons secondaires : un électron incidentrérodiffusé€) éjecte par collision un électron
d'un atome de la cible (Figure 46.A). Ces électramsondaires de faible énergie cinétique
(quelques dizaine d’eV) sont donc émis pres deittase de I'échantillon (a une profondeur
comprise entre 5 et 10 nm) et sont sensibles @psmtaphie (Figure 46.C).

Nous avons utilisé le microscope MEB S-4500 soige (Hitachi, Japon de la
plateforme MIMAZ2, logiciel d’acquisition des imag&aiartz PCI 5). Le canon d’électrons est
soumis a une tension d’accélératiog. = 8 kV avec une intensité | = 7 pA. Les électrons
secondaires émis sont convertis en photons par cimillateur puis amplifiés par un
photomultiplicateur (Figure 46.B). Dans I'enceintes échantillons sont inclinés de 30 a 45°
pour permettre leur visualisation 3D et obtenimogilleur contraste. Selon la topographie de
la surface (défauts convexes ou concaves), l'iitierges électrons secondaires émis est
différente donnant lieu a une image contrastéeu(gig6.C).

La microscopie électronique a diverses contrairfifle nécessite un vide poussé car
les électrons interagissent trés efficacement daematiere et ne peuvent donc pas s’y
propager. Les échantillons doivent étre conductpaws que la surface ne se charge pas sous
le faisceau d’électrons. Les bactéries étant namdwcirices, on les recouvre d’'une fine
couche d’or (200-30@. Pour ce faire, on les fige chimiquement (blocdgemétabolisme
des cellules) sur la SAM afin que la métallisatndaitere pas I'adhésion bactérienne. Environ
500 pL de glutaraldéhyde a 3 % (volume/volume) fageerilisé fixateur de cellules, Sigma)
dans un tampon de cacodylate de sodiunt (h0l.L™Y) est ajouté sur la surface couverte de
bactéries pendant une nuit entiere. Trois rincagdgesl5 minutes au tampon cacodylate
(0,2 mol..* & pH = 7,4) sont réalisés pour retirer I'excédimglutaraldéhyde.

Les échantillons sont alors déshydratés en eHiett20 cycles (d’environ 30 minutes)
dans lesquels le milieu aqueux est remplacé peeuapar de I'éthanol absolu de titres
croissants (de 50 % a 100 %) afin d’éviter la miodtfon structurale des cellules bactériennes
et pour préserver l'adhésion. Suit alors I'étape naiétallisation réalisée par évaporation
cathodique d’'un meélange d'or/plomb sous vide penhd#t0 secondes (ion JFC-1100E
pulverisation, Jeol, Japon). Les bactéries meuaentours de cette préparation, mais le
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protocole suivi permet de les « figer » et d’apmetétat qu'elles avaient juste avant la
métallisation. Les échantillons se conservent deges.

Une expérience de contrble est réalisée avec aegries en suspension dans I'eau
distillée puis déposées sur une surface d’aluminiafin de s’assurer que les conditions de
fixation chimique / déshydratation / métallisataes bactéries n’altérent pas leur structure.

A. e incident B__ ___________________________________ .
\ : canon a électrons *; I :
’ —l 5
o ; | ,
] : :
i condenseur
‘®, |
o :
@ ® : générateur
5 de balayage
 balayage ||}_/5625

e secondaire @ l

objectif

| scintillateur Lif‘b,.re
ptigud photo-

multiplicateur

(]
°® z o _
Y ' sous e secondaire i topographie
® ' |
{ ]

de la surface

C. Topographie de la surface : 2
GC’@ eQ‘e
/ - % <

Défaut concave Défaut convexe
Images MEB obtenues :

Figure 46 : A. Schémas d’émission d’électrons seéamas, B. Principe de fonctionnement d’'un MEB
et D. Images MEB obtenues pour différentes topdtespde surface.

La microscopie de fluorescence

Le contr6le du bon recouvrement des SAM par |letéoi@s a été systématiquement
sondé par microscopie d'épifluorescence classitpupri{ncipe de la fluorescence est rappelé
dans I'Annexe 2.D). Pour ce faire, nous avons gadtiliun microscope optique
d’épifluorescence droit (Olympus BX51, Figure 4@ans cette configuration, I'’échantillon
est éclairé par le dessus (lampe a vapeur de neeXcuaite 120Q, EXFO), la fluorescence est
collectée du méme co6té que la lumiere excitatrpa, le méme objectif. Les faisceaux
excitateurs et de fluorescence sont séparés aumtbye miroir dichroique (Figure 47). Les
images d’intensité de fluorescence sont numérisééaide d’'une caméra CCD refroidie
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(Monochrome fluorescence CCD XM10 camera, OlympQs).utilise alternativement deux
objectifs x10 (taille de la zone observée : 1,75985 mn) et x40 (0,31 x 0,233 mth

A.

capteur

f ~N
oculaire filtre barriere
miroir dichroique
oS L
S

\ source

filtre d'excitation

specimen

Figure 47 : A. Schéma de principe d’un microscopgque droit fonctionnant en épifluorescence. B.
Photo du microscope utilisé.

Pour ces mesures, les bactéries ont été rendumedtentes par action de I'acridine
orange (rendement quantique de fluoresc@¢&yidine orange® 0,46). Ce chromophore pénétre
les parois de toutes les cellules bactériennest@mou vivantes) pour se fixer a leur ADN ou
a leur ARN par intercalation. Les spectres d’exidtaet d’émission de I'acridine orange dans
'eau distillée et intercalée dans I'ADN sont pnétss sur les Figure 48.A et Figure 48.B
respectivement. On observe un décalage du maximiabsatption vers les grandes
longueurs d’onde lorsque le chromophore se lidBN (de 435 nm a 500 nm). En excitant
dans la bande spectrale 460 — 490 nm, seule linerimrange liée a I'ADN est excitée (dans
ce domaine spectral, I'absorption de I'acridinengaen solution est quasi nulle).

A. AO seule B. AO/ADN

30

S o 8 B

Spectre d’absorption

»

uoIssIw,p aJj0adg
Spectre d’absorption
uoissIWg,p aJpadsg

P
\N N T/

Acridine orange

Figure 48 : Spectres d'absorption et d’émissionflderescence de l'acridine orange A. dans I'eau
distillée (Reprinted (adapted) with permission fr¢td7), Copyright (2012) American Chemical
Society)et B. liée a 'ADN (Invitrogen).
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Expérimentalement, on dépose sur la SAM d’ODT lsguuelle des bactéries ont
adhéré une solution d’acridine orange a 5% dareuldistillée pendant 15 minutes dans
I'obscurité (pour éviter tout effet de photosenshiion). Un rincage a I'eau est ensuite
effectué pour éliminer le colorant non fixé.

L'adhésion des bactéries sur la SAM d’'ODT et leved@pement successif des
biofilms ont été observé par microscopie confockdluorescence (Microscope Confocal a
Balayage Laser (MCBL), microscope Leica SP2, Levbarosystems, France, plateforme
MIMA2 a I'INRA de Massy, Figure 49.A). Pour nos d&s, nous avons utilisé comme source
excitatrice la raie a 488 nm d’'un laser continurgoa. La meilleure résolution axiale des
images est obtenue grace a la présence d'un ®dilthge (pinhole) adapté qui permet
d’éliminer la fluorescence émise par les plans sbgsir-jacents au plan de focalisation.

détecteur
= => L
;::::.1 photomultiplicateur

contréle de la
position (xy) sur | contréle
I’échantillon du laser

trou de filtrage

objectif
échantillon - .

Objectif position 1 Fluorescence émise depuis :

le plan focal

———————————— le plan sous-jacent

____________ le plan sur-jacent

contréle de la
position du plan
focal

Objectif position 2

bactéries
fluorescentes

plan focal 1 —

— . S—

LI
= O profondeur

plan focal 2 — z

Figure 49 : A. Photo du microscope confocal del&gforme MIMA2 et B. Principe de I'obtention de
I'image 3D de I'échantillon : selon la position tebjectif, le plan focal change de profondeur (igea
d’'une autre section de I'échantillon).

Pour réaliser les images de fluorescence (92.6..%5 fnf), le faisceau laser est
déplacé sur I'échantillon au moyen d'un systemenueoirs galvanométriques dans la
direction horizontale (image 2D) et au moyen d'umtenr dans la direction verticale
permettant ainsi d’obtenir des images 3D des édluanst (changement de la profondeur du
point focal au sein de I'échantillon) (Figure 49.B)

Pour l'imagerie de fluorescence confocale, ledéras ont été marquées au SYTO9
(rendement quantique de fluorescenkgsytos) = 0,58, Invitrogen) qui se fixe, comme
I'acridine orange, par intercalation a ’ADN et ARN des cellules (Figure 50).

Expérimentalement, une solution de SYTO9 dansul'distillée (4,2 pmol.lY) est
injectée sous la SAM d’ODT recouverte de biomolésuAprés 15 minutes dans I'obscuritée,
I'échantillon est placé sous le microscope et a@lpu moyen d’objectifs a l'air de
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grossissement x10 ou x40 (92.6 x 91.5°urémission de fluorescence est collectée entre
500 et 600 nm. Le dénombrement des bactéries adbsra la surface est obtenu en traitant
chaque image xy avec le logiciel ImageTool (UTHS&ISan Antonio, USA) qui permet de
définir un seuil de comptage, de binariser et dig®a le contour des cellules bactériennes.

SYTO9 / ADN

Spectre d’absorption
uoIssIWg p aJ09dg
X

350 400 450 500 550 600 650
Wavelength (nm)

Figure 50 : Spectres d’absorption et d’émission filmrescence du SYTO9 lié a I'ADN excité a
Jexc= 488 nm (Invitrogen).

Dans le cas de l'observation d’'un biofilm bactéridans son épaisseur, on déplace
axialement I'objectif par pas de 0,1 um (object#OXx ou de 0,3 um (objectif x10). La
reconstruction des images 3D des biofilms estgéalgrace au logiciel IMARYS.

lIl — 2 — Etude par SFG et microscopie confocale duorescence de la compétition entre
I'adsorption de protéines et 'adhésion bactérienne

Il — 2 — 1 : Propriétés électrostatiques des biatén solution et en présence de protéines

Les résultats de mobilité électrophorétique dedéoes en absence de protéines sont
illustrés sur la Figure 51. Chacune des deux saublaetériennes est globalement chargée
négativement au pH expérimental (pH = 5,5). Néansjoies bactériek. lactis sauvages
hydrophiles sont chargées plus négativement (jimaiectrique obtenu pour pH < 2 ; densité
de charge des bactéries hydrophiles & pH = 5,%&ga6,5.10 C.m") que les bactéries.
lactis PrtP+ hydrophobes (point isoélectrique a pH =;2j@nsité de charge des bactéries
hydrophobes & pH = 5,5 égale & -3,6.00m™%).
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Figure 51: Mobilité électrophorétique en fonctiom ¢pH d’'une suspension bactérienne L. lactis
hydrophile (en bleu) et L. lactis PRTP+ hydrophdée rouge).

Cette difference de charge globale portée parbbetéries (d'un facteur 2 au pH
expérimental) pourra alors entrainer des changeanisico-chimiques dans le processus
d’adhésion sur une surfat#48).

Ces mesures ont également été conduites pounusggsrsions bactériennes en contact
avec les protéines BSA. Nous avons d’abord véqié les bactéries ne se multiplient pas en
présence de BSA. Pour ce faire, les bactéries téninéses en suspension avec la protéine
BSA (0,1 mg.m[Y) dans I'eau distillée et un dénombrement des lesllbactériennes a été
réalisé toutes les heures durant sept heures @B} Aucune multiplication des bactéries
hydrophiles ou hydrophobes n’'a été observée erepcésde protéines démontrant que la
BSA n’est pas un élément nutritif pour les deuxt®aes testées.

114

10 Bactéries hydrophobes + BSA
" I 5 1 M - dénombrement classique
ol = 2 & . . T e ® - dénombrement pspot
Z - Bactéries hydrophiles + BSA
g el W -dénombrement classique

® - dénombrement pspot
74
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Figure 52 : Dénombrements des bactéries L.lactdrdphiles (points bleus) et hydrophobes (ponts
rouges) en présence de protéines BSA : logN(déremdmts) = f(temps). Les dénombrements
« classiques » et « uspots » décrits en annexe oBtAété effectués. lls donnent des résultats
identiques.
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Les mesures de mobilités électrophorétiques (Mdeg bactéries en présence de
protéines sont illustrés Figure 53. Pour chaquelsibactérienne, le point isoélectrique (pl)
est obtenu a des pH plus élevés qu’en absenceotienas :

- pl = 3,25 pour les bactéries hydrophiles en @cinavec la BSA a comparer a<p2
pour les bactéries hydrophiles seules.

- pl = 3,75 pour les bactéries hydrophobes enaobrdvec la BSA a comparer a
pl= 2,9 pour les bactéries hydrophobes seules.

Ce résultat indique que la protéine BSA interagiécala paroi bactérienne pour les deux
souches étudiées, mais que les protéines ne cawueme partie de la bactérie. Considérant
que le point isoélectrique gia, eau, 25°c= 4,5(139) et en utilisant I'expression ci-dessous :
Plipactériesy(1-taux de recouvrement) +@da).taux de recouvrementplpactéries+sa)

Les protéines BSA ne recouvrent qu’approximativend@®% de la surface des bactéries.

Afin de vérifier que ce taux de recouvrement dpdeoi bactérienne par les protéines
n’était pas dd a une concentration protéique imsarite, une expérience complémentaire a
été réalisée pour une concentration de BSA de Inhiy.Le point isoélectrique est toujours
égal a 3,25 et 3,75 pour les bactéries hydropleitdsydrophobes respectivement, indiquant
gu'une bactérie n’est toujours recouverte ~50% fem protéines quel que soit la
concentration protéique utilisée.

A. Bactéries hydrophiles B. Bactéries hydrophobes
pl\ba(ter\es pl(bactér\es
hydrophiles + BSA) 1 hydrophobes + BSA)
H = 24 1
A o X i
T ﬂ} 14 i 0 E |
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M Bactéries seules
A Bactéries + BSA

Figure 53: Mobilité électrophorétigue en fonctioru H : A. suspension bactérienne L.lactis

hydrophile en présence ou non de BSA. B. suspemsiotérienne L.lactis PrtP+ hydrophobe en
présence ou non de BSA.

Les mesures de mobilité électrophorétique ontiattgsréalisées sur la suspension
bactérienne ou I'excédent de protéines libres a&ktgné (cf. chapitre 1l — 1 — 2). Dans ce

cas, les points isoélectriquessRsries recouvertes de Bs®ONt l€S MEémes que ceux obtenus pour
les bactéries seules (Figure 54).
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Figure 54: Mesures de mobilité électrophorétiquef@mction du pH A. d’'une suspension bactérienne
L.lactis hydrophile recouvertes ou non de BSA et’'Bne suspension bactérienne L.lactis PrtP+
hydrophobe recouvertes ou non de BSA.

Il semble donc que la centrifugation qui permesdpprimer I'excédent de protéines a
également pour effet de dissocier les protéineshadeséries. Cependant, les données SFG
permettront d’écarter cette hypothése (cf. chapitre- 2 — 3). Plus probablement, la
centrifugation modifie I'interaction BSA — bactéue telle sorte que I'état de charge global
de la bactérie n'est pas affecté par la présene@mdeines.

Il — 2 — 2 1 Recouvrement des SAM d’ODT par lestbBéaes et les protéines

Caractérisation du recouvrement bactérien par microscopie de fluorescence :
importance de la qualité du rincage

Deux types de distribution spatiale des bacté&igda SAM d’'ODT ont été observes
selon la qualité du ringage pour éliminer les b@eséen suspension (Figure 55).

La Figure 55.A correspond a un échantillon rincépdongeant le support dans un
bécher d’eau distillée (rincage « brutal ») pui®udtg a l'air avant d'étre placé sous le
microscope. Cette procédure a pour effet de déplde® bactéries et de les regrouper sous
I'action de forces capillaires et de former degsenux » de bactéries.

Pour éviter ce probléme (qui rend I'échantilloatiglement inhomogéne), le protocole
de rincage a été modifié. L’eau distillée est aeuk précautionneusement » a la suspension
bactérienne et I'exces de solution s’écoule doucerser les bords sans que les bactéries ne
soient jamais exposees a l'air. On observe qu'dladhésion bactérienne sur la SAM d’'ODT
reste homogéne (Figure 55.B) et on peut estimt&ue de recouvrement de la SAM d’ODT
par les bactéries a 60 £ 10 % (analyse numérigugnaage, cf. chapitre 11l — 1 — 3).
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Figure 55 : Images en épifluorescence (50x50)uae I'adhésion bactérienne sur la SAM d’ODT
apres un ringage A. « brutal» (avec mise a I'aartsitoire du support) et B. « avec précaution ».

On peut aussi dénombrer les bactéries en les a@mbdu support par ultrasons puis
en utilisant la méthode des micro-spots (cf. Ann2x&). Il faut noter que sous ultrasons,
toutes les bactéries peuvent ne pas se décrochgu,em outre la technique peut générer la
mort de certaines cellules. Ainsi la populationtbdenne peut étre sous-estimée par cette
méthode.

Les résultats de nos dénombrements montrent unulgimn moyenne de
10° cellules/mL correspondant & une densité bactéziesor la SAM d'ODT de
~ (5 + 2).16 cellules/mn (la surface de la goutte de suspension bactérigmmnie support est
de ~50 mrf). Considérant la surface d’une bactérie d’envi@gusic = 8.10° mn? (le
diametre d’'une bactérie est d'~1 um), le recouvrgnbactérien de la surface SAM d’ODT
(Svacteriex Densité bactérienne) est estimé a (50 + 20)i¥/@oceord avec la valeur obtenue par
imagerie de fluorescence.

Observation des bactéries apres adhésion par microscopie MEB

En microscopie de fluorescence les bactéries agsant comme des points. Une
image a haute résolution des bactéries, qui nogeigne sur leur intégrité structurale sur la
SAM d’ODT, est accessible par microscopie MEB (F&yb6).

A. B. C.

S4500 8.8 kV x40 0K 7S50nm

Bactéries en cours de Cristallite d’or
division

Figure 56 : Images au microscope électronique aapafie de bactéries Lactococcus lactis A.
échantillon controle (bactéries en suspension) @ea 90 min d’adhésion sur la SAM d’ODT & une
échelle comparable a la taille d’'une bactérie (&ille la zone imagée : 2,85x2,13et C. & I'échelle
de la zone du support sondée par spectroscopie(8H@ de la zone imagée : 114x84 im
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Comme on peut I'observer, les bactéries isoléesammservé leur forme ovococcoide
et leur taille d'un micrométre de diamétre envir@n peut méme observer des cellules en
cours de mitose (division de la bactérie méere anxdmctéries filles), signe que les bactéries
restent « en bonne santé » sur la SAM d’ODT, méars swutriments. On remarque par
ailleurs qu’il ne s’est pas formé de matrice exfiataire et qu’'une seule couche de bactéries
recouvre la surface.

A partir d'une image MEB telle que celle reprégentigure 56.01 a été aussi
possible d’estimer le recouvrement bactérien aren\b0 %.

La confrontation des données d'imagerie de flumrse, de dénombrement et

d’'imagerie MEB permet d’estimer que le taux de teecement bactérien sur la surface de la
SAM d’ODT est de 'ordre de (60 £ 10) % pour chaeules deux souches bactériennes.

Caractérisation du recouvrement protéique

Les protéines ne peuvent pas étre observéesatitent par les microscopies MEB et
d’épifluorescence en raison de leur taille (30xi§(pour la BSA) qui est 100 fois plus petite
gue celle d'une bactérie lactis Afin de contrler I'état de surface de la SAM @0 suite a
'adsorption de la protéine BSA, des mesures toggaggues par microscopie AFM et des
mesures d’angles de contact avec de I'eau distilléeété réalisées suivant les procédures
décrites au chapitre Il — 2.

Mesures d’AFM

Les topographies par microscopie AFM de surfacBM 'ODT aprés adsorption
d'une solution de protéines BSA (0,1 et 0,01 mgindans I'eau sont illustrées par la
Figure 57.

Pour les deux concentrations protéiques, on ramedajprésence de stries ou de traits
blancs sur les cristallites d’or de la SAM (zonesmnmon), qui correspondent probablement aux
protéines adsorbées. On notera Figure 57.C quadsape répété de la pointe AFM sur la
surface déplace les protéines et entraine la fasmae dépots. Ces mesures de microscopie
AFM nous permettent d’affirmer la présence de l[aAB&ir la SAM d’'ODT mais ne
permettent pas de conclure sur 'homogénéité dourgement de la surface par les protéines.
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[BSA] =0,1 mg.mL?
A.

Figure 57 : Images AFM topographiques de la surfdeela SAM d’ODT suite a I'adsorption de
protéines BSA réalisées en mode contact : A, Aghs 10x10 pmB, B’. Zoom au centre de I'image
précédente (1x1 1An C. Images 10x10 frde la méme zone imagée en A aprés avoir obtanadé
B: la pointe AFM déplace et regroupe les protéiBSA. A-C: [BSA] = 0,1 mg.mL A-B’:
[BSA] = 0,01 mg.mL.

Mesures d’angle de contact

Le caractere hydrophobe / hydrophile de la serfde la SAM d’ODT consécutif a
I'adsorption des protéines a été controlé par desunes d’angles de contact.
Un support « contréle » de la SAM d’ODT immergeé sléirau distillée sans protéines a été
analysé au goniomeétre « macroscopique ». L'angleod¢act initial §iopr+H.0) = 109 * 2°)
est le méme que celui mesuré pour 'ODT seul (Aeri2k) révélant que I'eau ne pénétre pas
au sein du substrat, ne modifie par la structuie d@ines d’ODT et que la surface reste
hydrophobe.
Les angles de contact sont ensuite mesurés a ld@degoniométres « macroscopique » et
« picolLitre » sur des SAM d’ODT apres adsorptionpdeteines a différentes concentrations
comme décrit au chapitre 11l — 1.
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L’ensemble des résultats est reporté dans le dakdeEn prenant en considération les
incertitudes de mesure, les deux méthodes donmsnagles de contact tres voisins, quelle
que soit la concentration protéique utilisée, digaiivement inférieure a la valeur d’angle de
contact mesurée pour la SAM d’ODT nue. Ces résultamontrent que la couche de
protéines adsorbées sur la SAM d’ODT rend la serfalas hydrophile, en accord avec les
données de la littératu(@49).

Goniometre Goniomeétre

“macroscopique « picoLitre »

ODT seul 109 + 2° 110,4 = 2°
ODT + BSA 0,5 mg.mL 74 + 3° 63,3 +5°
ODT + BSA 0,1 mg.mL 74 +2° 65,7 + 4°

ODT + BSA 0,05 mg.mL 72,3+2° 62,5+ 4,3°

ODT + BSA 0,01 mg.mL 68 + 2° 66,2 + 3,1°

Tableau 3 : Angle de contact initial de la SAM d'©Bpres adsorption de protéines BSA a partir de
différentes solutions protéiques, observé a I'alée goniomeétres « macroscopique » et « picolLitre »
(cf. Annexe 2.E).

L’homogénéité de la couche de BSA a été contrplemesures d’angle de contact
réalisées avec le goniomeétre « picolLitre » en wiffés points de la surface (Figure 58):
aucune variation n'a été mesurée sur toute la syrfiEévélant un recouvrement protéique
homogene quelle que soit la concentration de latisol protéique déposée. Ceci suggere
gu’au moins une monocouche de protéines est obt&noetes les concentrations. Il se peut
que pour une concentration supérieure a 0,01 mg.maLSAM d’ODT soit recouverte d’une
multicouche de protéines.

A. B.

<> L -2 > <> €2 «> €D € D
o
o
=

> < L > =N - > PN 3

= =g S O - = = €

ODT + BSA a 0,01 mg.mL? ODT + BSA a 0,1 mg.mL?

Figure 58 : Cartographie des angles de contactianit de I'eau sur la SAM d’'ODT suite a
I'adsorption protéique. A. [BSA] = 0,01 mg.fhlet B. [BSA] = 0,1 mg.mt Les gouttes obtenues sur
toute la surface présentent la méme forme. L'adgleontact est donc constant.
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[l — 2 — 3 ;' Spectroscopie SFG de la SAM d’'ODTpeésence de biomolécules

Spectres SFG de la SAM d’ODT exposée aux solvants

Nous avons vu que la simple exposition a un so)vam modifiant les facteurs de
Fresnel, change les intensités relatives des chdasps dans la couche d’ODT, et modifie
donc les intensités relatives des bandes de vilrathéme si la présence du solvant ne
modifie pas la conformation des molécules d’ODTedt donc nécessaire dans un premier
temps de mesurer le spectre SFG du substrat ezunaijueux.

Les spectres SFG de 'ODT recouvert d’eau ou dsmiation de nitrate de potassium
10" mol.L'™* sont similaires (Figure 59.C et Figure 59.D) emniicativement différents de
celui de 'ODT exposé a l'air (Figure 59.B).

La déconvolution des spectres expérimentaux obtenusolution agueuse a nécessité
dans un premier temps de corriger le profil spécda laser infrarouge @fr)
(cf. chapitre Il — 3), qui est modifié par absooptide son aile rouge (i.e. aux grandes valeurs
du nombre d’'onde), par I'eau liquide. Rappelons geerofil est obtenu par la mesure du
spectre SFG du cristal de référence en GaAs. Lar&i§0 montre le spectre laser obtenu a
partir d’'un échantillon de GaAs placé dans l'aidans I'eau. Le spectre de I'absorption de
I'eau liquide est également indiqué. Si I'on coerig spectre SFG de GaAs mesuré a l'air par
I'absorption de l'eau, on obtient le spectre entvair la Figure 60 qui se superpose
parfaitement au spectre expérimental quand I'éparsde la couche aqueuse est de 5 um. Par
la suite, tous les spectres SFG acquis en solatipreuse sont corrigés de I'absorption de
I'eau.

La déconvolution des spectres de la Figure 5@ aéatlisée dans les mémes conditions
que celle décrite pour la SAM d’ODT exposée a l(aft chapitre Il — 3 — 2). Quel que soit le
solvant, le meilleur ajustement d’'une collectionspectres a été obtenu pour une différence
de phasé\ = 260°, différente de la valekp = 290° déterminée pour I'air.

En solution aqueuse, nous avons fixé les contsaisie les paramétres de déconvolution des
spectres de la fagon suivante :

- nous avons pris en compte six modes de vibratiessgdoupes CiHet CH; aux
mémes fréquences que celles définies pour la SANMDT exposée a lair
(cf. chapitre Il = 3 — 2)

- la différence de phase a été fixée a la valeurc@®é 2

- les demi-largeurs a mi-hautelty sont égales pour tous les modes de vibration

La déconvolution des spectres SFG obtenus en pliqgiele montre que le rapport
phénoménologique R décrit précédemment (cf. chafitr 3 — 2) augmente lorsque la SAM
d’ODT est en milieu aqueux ‘&AM d'oDT / eany= 9,8 £ 0,5 et Ram aopT/kno3) = 5,4 £ 0,5, par
rapport a la valeur déterminée dans l'aishR ¢oor/ain = 3,8 £ 0,5).
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Figure 59 : A. Schéma expérimental. B-C : Spechfe& expérimentaux (courbe bleue) et ajustement
obtenu (courbe rouge) quand la SAM est exposée:I'Bir, C. a I'eau distillée, D. a une solutiored
KNO; & 10" mol.L. La courbe en pointillés violets représente lefiprspectral du faisceau IR en
milieu aqueux et les bandes vertes sont les batmmvoluées.
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Figure 60 : Courbe de I’absorption de l'eau liquid fonction du nombre d’onde en bleu. Les
spectres SFG de GaAs exposés a l'air (courbe naivelans I'eau (courbe rouge) sont également
présents. La courbe verte représente le spectre &-GaAs exposé a l'air et corrigé par la courbe
de I'absorption de I'eau.
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Cette augmentation du rapport R doit corresporadren redressement du groupe
méthyle de I'ODT en phase aqueuse (cf. chapitre 8 — 3). Le calcul exact de I'angle
d’inclinaison du méthyle est effectué avec notgidel de calcul de spectres.

La modélisation des spectres SFG de la SAM d’'OBTndieu aqueux intégrant les
paramétres conformationnels de I'ODT exposé a l'air les parameétres optiques
correspondant a I'eau ne permet pas le bon reconeavec les spectres expérimentaux
(Figure 61.A) : ceci montre gqu'’il se produit un ngament de conformation des molécules
d’ODT par simple exposition a I'eau.

La modélisation des spectres SFG de la SAM d’ORfosée aux solvants aqueux
permet de montrer que les chaines d’'ODT changentodéormation par rapport a celle
adoptée dans l'air correspondant a une augmentdédiangle twist et a une diminution de
'angle tilt du méthyle pour les deux solvants ésdeau et solution de nitrate de potassium)
(Tableau 4) : le groupe méthyle terminal se redreles2,6 et 3,9° (pour les molécules A et B

respectivement) quand on passe de l'air a I'eau.

6,00E+008 6,00E+008 —

5,00E+008 5,00E+008 —

u)
u)

4,00E+008 4,00E+008 -

3,00E+008 3,00E+008 —

SFG intensity (a.
SFG intensity (a.

2,00E+008 2,00E+008 —

1,00E+008 — 1,00E+008 —

0,00E+000 -

0,00E+000
2800 2900 3000

Wavenumber (cm™) Wavenumber (cm™)
SAM d’ODT dans I'eau SAM d’ODT dans I'eau
—— Expérimental —— Expérimental
......... Théorique : - Théorique :
Opp= 240/330° D= 250/340°

Figure 61 : Comparaison des spectres déconvoluggragrentaux (courbes rouges) de la SAM
d’ODT exposée a I'eau distillée avec les spectnésriques (traits pointillées bleus) A. en supposan
que les molécules d’'ODT possédent la méme conframaitie lorsqu’elles sont exposées a l'air et B.
dans I'hypothése ou leur conformation est modiiégécrite par les parameétres suivants = 30°, et
@pp =250 / 340 pour les molécules A et B respectiviemeas spectre expérimental est le méme dans

les deux cas.

Spectres SFG de la SAM d’'ODT exposée aux bactéries Lactococcus lactis en absence
de protéines

Les spectres SFG de la SAM d'ODT exposée aux hestéhydrophiles et
hydrophobes dans 'eau distillée sont représentfigd-62.A et Figure 62.B respectivement.
Les spectres SFG obtenus dans le nitrate de patassil0* mol.L™* ne présentent pas de
différence avec ceux obtenus dans I'eau distillée.
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Figure 62 : Spectres SFG expérimentaux de la SA®DT (courbe bleue) et ajustement obtenu
(courbe rouge) aprés 90 minutes d’adhésion danaul’@istillée contenant : A. des bactéries
Lactococcus lactis hydrophiles. B. des bactériesta@occus lactis PrtP+ hydrophobes,. La courbe en
pointillés violets représente le profil spectral thisceau IR en milieu agueux, et les bandes vertes
sont les bandes déconvoluées.

Ces spectres ont des allures différentes pourdeteries hydrophobes et hydrophiles
et se différencient également de ceux obtenus lgo8AM d’ODT exposée a l'air ou a une
solution aqueuse. Toutefois, sur ces spectres desnde vibration symétriques (dont la
résonance de Fermi) et antisymétriques du groupleyteéestent prédominants.

Nous avons par ailleurs contrélé que les bact@resteraction avec la surface ne
contribuaient pas aux intensités des modes detwheaCH et CH; des spectres SFG. En
effet, la paroi bactérienne est constituée de geglycanes mais aussi de nombreuses
protéines dont les groupements méthyles et méthglemes acides aminés pourraient
contribuer aux spectres SFG. Une adhésion bactériesur un substrat d’or non
fonctionnalisé a été réalisée dans les mémes oomslitexpérimentales que I'adhésion
bactérienne sur la SAM d’ODT.

700+ Bactéries sur l'or

T T T T T
2750 2800 2850 2900 2950 3000 3050 3100
Wavenumber (crd)

Figure 63 : Spectre SFG expérimental du support diposé aux bactéries Lactococcus lactis PrtP+
hydrophobes, aprés 90 minutes d’adhésion dans stiliée et rincage.
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Le spectre SFG obtenu ne montre qu’un signal Bearmant (Figure 63) démontrant
gue les bactéries ne contribuent pas au signal &F@ue leurs groupements méthyles et
méthylenes ne sont pas ordonnés de facon non egnmtrétrique.

La déconvolution des spectres SFG de la SAM d'@DTprésence de bactéries a été
réalisée en utilisant les mémes parametres de delemion que celles précédemment décrites
pour le support seul exposé a l'eau :

- une différence de phase fixe pour tous les modashdation. La phase, déterminée
de la méme maniere en présence des bactériesppésence de l'air et de 'eau, est
de 260° lorsque la SAM d’ODT est en contact avedlgctéries hydrophiles (méme
valeur que pour I'eau) et 236° lorsque le suppettem contact avec les bactéries
hydrophobes

- une méme largeur spectrale pour les six modestdativan.

Par ailleurs, la déconvolution des spectres siedtée de meilleure qualité quand on a
pris en considération le fait que les bactériesemeuvraient pas toute la surface. Quand on
admet un recouvrement de 100 % de la SAM, noushohteune dispersion plus grande des
valeurs du parametre phénoménologique R (Figure, 6Bijure 64.B). La formule
d’ajustement des spectres (2) est indiquée plus IBette procédure ajoute un parametre
d’ajustement (le poids du spectre des bactériesg@port a celui de I'eau). La meilleure
reproductibilité de la déconvolution des spectmreprsence des bactéries (Figure 64) a été
obtenue avec un recouvrement de 60 + 10 % poudéesx souches de bactéries. Cette
estimation du recouvrement de la SAM par les bexséest en bon accord avec celles
obtenues par les microscopies de fluorescence & ME

On suppose donc que les spectres SFG résultéatsd@erposition cohérente de deux
contributions, 'une provenant des molécules d’O@Rtouvertes de bactéries et I'autre des
molécules d’ODT exposées directement a la sol@qreuse.

La formule de déconvolution intégre ainsi le regement bactérien de la surface a
(a=1: pas de bactérie, a = 0 : recouvrementdewmbactéries sur la SAM d’ODT) :

Avei(p‘li )
WIR—wy+ily

Xng€'“PNR + a(Zv
solvant (2)

+(1-a) (Zvﬂ)

WiR—wy+ily

Ispg(wir) ¢ g(wir)

bactéries

Expérimentalement, le signal de la SAM d’'ODT eX®msau solvant est toujours
acquis le méme jour et dans les mémes conditioasglui de la SAM d’ODT exposée aux
bactéries afin de s’affranchir des fluctuations qildies du laser et du trajet optique. Les
parametres de déconvolution de ce signal sont gglisés pour la déconvolution des spectres
de la SAM d’ODT exposée aux bactéries.
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Bactérie hydrophobe / SAM d’ODT dans I'eau distillée
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Figure 64 : Spectres SFG expérimentaux de la SADDT (courbe bleue) exposée aux bactéries
Lactococcus lactis PrtP+ hydrophobes, apres 90 neiswl’adhésion dans I'eau distillée, réalisés a
deux différentes dates : A, B. I'ajustement esemit(courbe rouge) avec un recouvrement de la
surface par les bactéries considéré comme totaD () ; C, D. I'ajustement est obtenu (courbe
rouge) avec un recouvrement de la surface par éesdvies de 60 +10 % pour les deux dates et E.F.
exposé aux bactéries Lactococcus lactis hydrophilpees 90 minutes d’adhésion, réalisés le méme
jour dans I'eau distillée et une solution de niale potassium (10Omol.L") respectivement avec un
recouvrement de la surface par les bactéries de 80 %. La courbe en pointillés violets représente
le profil spectral du faisceau IR en milieu aquetixes bandes vertes, les bandes déconvoluées.

Les valeurs du rapport R obtenues dans les différeas sont répertoriées dans le
Tableau 4. Le rapport R est significativement défé selon que les bactéries sont
hydrophobes ou hydrophiles. R augmente en préstrgbactéries hydrophiles par rapport a
'eau, ce qui correspond a un redressement degppgsométhyles de la SAM d’ODT. Au
contraire, en présence de bactéries hydrophobeapport R diminue par rapport au cas de
l'eau, indiquant que ces bactéries ont pour effet«ccoucher » les groupes méthyle des

Page | 108



chaines d’ODT. On remarque aussi que la présenoasddans le milieu ne modifie pas
I'interaction des bactéries avec la SAM.

SAM d’'ODT & Parametre R (+ 0.5)Angle ®ap (£ 3°)  Angle tiltyg CHs (+ 1°)
I'air 3,7 243/ 332 55,1/15,8
'eau distillée 5,8 250 /340 52,5/11,9
KNO; (10* mol.LY) 54 249 / 339 52,5/11,9
bactéries hydrophiles, 8,8 260/ 350 48,9/7,5
eau

bactéries hydrophiles, 8,2 260/ 350 48,9/7,5
KNO3

bactéries 3,8 238/ 328 55,8/16,8
hydrophobes, eau

bactéries 3,5 2371 327 56,6 /18,3

hydrophobes, KN@

Tableau 4 : Résultats de la déconvolution des specBFG (parametrg = M) et de
Asym CH3

leur modélisation : inclinaison («tilt ») du groepméthyle et angle de «twist » de la chaine
associé, dans I'hypothése ou les chaines tourngidement autour d’elles-mémes pour les molécules
A et B respectivement (cf. le modele présenté apitth || — 2) de la SAM d’ODT exposée aux
solvants et aux bactéries.

La modélisation des spectres SFG est ensuitesééaliPour obtenir l'angle
d’inclinaison des groupes méthyle, et I'angle cgpandant de « twist » de la chaine alkyle
(dans I'hypothese ou les chaines tournent rigidénaemour d’elles-mémes), nous avons
considéré que l'indice optigue des bactéries r'épais different de celui de l'eau (le
cytoplasme des bactéries étant principalement ceégbun milieu aqueux) en l'absence
d'une valeur expérimentale de [lindice optique dbactéries dans la littérature.
Les Figure 65.A et Figure 65.B montrent les spsat@respondant a I'eau. L'ajustement des
spectres SFG théoriques et expérimentaux (Figu€ 6bFigure 65.D) est obtenu pour les
valeurs dabag répertoriés dans le Tableau 4.
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Figure 65 : Comparaison des spectres déconvolu@grarentaux (courbes en traits pleins) de la
SAM d’ODT exposée aux bactéries dans I'eau distiiéec les spectres théoriques (traits pointillées)
A,B. en supposant que les molécules d'ODT posséalenéme conformation que lorsqu’elles sont
exposées a l'eau pour les bactéries hydrophobéwdrophiles respectivement, C. dans I'hypothése
ou leur conformation est modifiée suite a I'adhésies bactéries hydrophobes et décrite par les
parametres suivants®,g = 240 / 330° pour les molécules A et B respecter@n(traits pointillés
violets), et D. dans I'hypothése ou leur conformatest modifiée suite a I'adhésion des bactéries
hydrophiles et décrite par les parametres suivandgg = 260 / 350° pour les molécules A et B
respectivement (traits pointillés roses).

En conclusion provisoire de cette partie de nétuele, les spectres SFG de la SAM
d’ODT gardent la signature d'une SAM en présencs bactéries, a savoir qu'ils sont
dominés par les bandes du méthyle, alors que ledelades groupes méthylénes restent tres
peu intenses. Ceci indique que l'interaction avex bactéries ne détruit pas I'organisation
intermoléculaire de la SAM. Ce résultat n'est paspgenant car une bactérie recouvre
environ 2200 molécules d’ODT (deux molécules d’O¥bnt espacées de 3,
cf. chapitre Il — 2 — 4).

De plus, nous observons des changements mesuetbbgmoductibles des intensités relatives
des bandes de vibration des groupements méthylie indiqguent que la SAM ajuste
légerement sa conformation suivant la nature de exwironnement. L’exposition aux
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bactéries hydrophiles induit une inclinaison plaiblie du groupe Ckiterminal de I'ODT. Au
contraire, lorsque le substrat est exposé aux testéactococcus lactignodifiées PrtP+
hydrophobes, l'inclinaison du méthyle augmentenipitude de variation ne dépasse pas 10°
de l'air aux bactéries hydrophiles Comme nousdr‘aa/déja évoqué dans le chapitre I, elle
est observable grace a l'extréme sensibilité de&SHG a l'inclinaison du méthyle. En
revanche, la SFG est tres peu sensible a l'orientaies groupes méthyléne pour la
conformation de I'ODT dans la SAM, ce qui nous & fenoncer a l'idée d’exploiter
l'intensité des bandes GHL'ensemble de ces résultats décrivant la confoaonale la SAM
d’ODT exposée a lair, a une solution aqueuse paisdes bactéries est résumé
schématiquement dans la Figure 66.

o Bactérie hydrophile
/ \
o\\\ //o

\ Bactérie hydrophobe

YT 5
e /// 0

[
A. B. C. D.

Figure 66 : Schéma de la conformation de la SAMDOITCexposée : A. a l'air, B. a I'eau, C. aux

bactéries Lactococcus lactis hydrophiles et D. daxtéries Lactococcus lactis modifiées PrtP+
hydrophobes. Les changements des angles twidt dtitméthyle sont exagérés pour une meilleure
visualisation du changement conformationnel dehiiice d’'ODT.

Remarque : Des résultats similaires ont été obtenusles monocouches autoassemblées de
PentaDécaneThiol (PDT) (cf. Annexe 1.C). Le PDT wes autre molécule de la série des
alcanethiols aliphatiques, qui comporte 15 atoneesatbone. De ce fait, dans la SAM les
groupements méthyle sont plus inclinés sur la sarfque dans le cas de I'ODT (voir
Figure 11 du chapitre Il : la structure de la SAMN¢ indépendante du nombre d’atomes de
carbone, linclinaison du méthyle ne dépend quédmarité de ce nombre). L'enjeu est donc
de vérifier que les propriétés que nous observonslden dues a la structure générale d’'une
SAM de molécules d’alcane tout trans, et ne sostgmecifiques a 'ODT, et pour savoir si
nos conclusions restent valables dans le cas ogréegpements méthyles sont plus inclinés
sur la surface : I'annexe 1.C montre que les deobéonles donnent des résultats cohérents.
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Spectre SFG de la SAM d’ODT en contact avec un film primaire protéique

Nous avons vu précédemment a travers les mesutasglel de contact
(cf. chapitre 1l — 3 — 1) que les supports de RVSd’ODT étaient recouverts d’un film
homogene de protéines pour des concentrations eteipgs comprises entre 0,01 et
0,5 mg.mL*. Par la suite, nous avons choisi la concentrali®BSA & 0,1 mg.mL, qui est
normalement suffisante pour recouvrir la paroi éaehne en protéines. En effet, si I'on
considére les dimensions de la protéine BSA (2% b & pH = 5,5) et celles de la bactérie
lactique (~3.13° m?), il faut au plus= 10° protéines pour recouvrir une bactérie. Par
conséquent, pour une concentration bactérienne. i WFC/mL, on estime que la paroi
cellulaire est recouverte de protéines pour une cewnation minimale de
BSA = 0,06 mg.mL.

Nous avons vérifié dans un premier temps que lesipgments méthyles et
méthylenes de la protéine BSA ne contribuent paspactre de la SAM d’ODT. Pour ce
faire, nous avons adsorbé des protéines sur une SAMT deutéré qui ne présente pas elle-
méme de vibrations C-H. Le succés de la fonctiosatbn de la surface d'or par les
molécules d’ODT deutéré a été contrdlé par spemtpe SFG dans la gamme de longueur
d’'onde des groupes GDet CD; (cf. Annexe 2.F) et par mesure dangle de contact
(6; = 109 * 2°) sur toute la surface.

L’intensité des modes de vibration des groupes; @d la protéine BSA est
négligeable (< 0,1%) devant celle de la SAM d'O@kposée au film protéique
(cf. ci-dessous) et les modes de vibration d’éltingades groupes CHsont indétectables
(Figure 67): la protéine BSA ne contribue pas mna SFG dans la gamme spectrale
2750 — 3100 cih

140t BSA / SAM d’ODT deutéré, eau

= 1200~
< Y - A N s
£ 1000 Spectre de rfef.erence
£ R - Spectre expérimental
§ 800f — Ajustement du spectre SFG
S 600F Bandes déconvoluées,
o [ multipliées x40
'-U)L 40C;

200"
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Wavenumbercrﬁl)

Figure 67 : Spectre SFG expérimental de la SAM drGlautéré en contact avec les protéines BSA
dans I'eau distillée (courbe bleue) et ajustemdatenu (courbe rouge). La courbe en pointillés u®le
représente le profil spectral du faisceau IR enieuilagueux et les bandes vertes, les bandes
déconvoluées. Ici, les bandes déconvoluées onneltipliées par un facteur ~ x40 par rapport a
celles de la Figure 68.

Les travaux de la littérature rapportent que pdautdes types de surfaces (silice,
nanoparticules d’or, etc...), les groupes méthyleladeotéine BSA adsorbée donnent lieu a
un signal SFG@101) (102) (103) (104) (150}l faut donc en conclure que sur noS Supports
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SAM, les protéines BSA adsorbées ne sont pas blignéas ou ordonnées. On peut aussi
envisager que pour la conformation adoptée paiSA Bur la surface SAM d’ODT, il existe
des centres d’inversions locaux entre les group&thytes et méthylenes qui annuleraient le
signal SFG.

Le spectre SFG expérimental de la SAM d’ODT reeotey d'un film protéique de
BSA dans l'eau distillée et sa déconvolution seprésentés Figure 68.B. La déconvolution
du spectre a été obtenue a partir de I'équatione(R)utilisant une difféerence de phase
AQ = AQydrophile) = 260° et un recouvrement protéique de la surtbe®5 = 5 % en bon
accord avec le recouvrement total estimé par lessumee d’angles de contact
(cf. chapitre Il — 3 — 2). Comme le montre la Hg®8, un spectre quasi identique a celui de
'eau distillée a été obtenu : les bandes des maldewibration d’élongation du groupe
méthyle sont visibles révélant I'intégrité de laMBA la protéine BSA ne peut pas s'infiltrer
entre les chaines d’'ODT sans détruire I'organisatio film, car une protéine dans son état
replié (forme «normal ») recouvre ~235 moléculé®Di. Si cela se produisait, on
n’'obtiendrait pas le spectre typique d'une SAM (@8 du méthyle intenses, bandes du
meéthyléne tres faibles). La valeur du parametrenpim&nologique R obtenue a partir de la
déconvolution du spectre (R = 5,5 + 0,3) est idpria celle obtenue dans I'eau.

------ Spectre de référence

R é‘ 5“‘ gm 6“’ -------- Spectre expérimental
‘é ‘g 2 £ E € — Ajustement du spectre SFG
> 2 = § k2 5 Bandes déconvoluées
2500————————— A e 250 w
/N A. B.
5 2000 ; Fau| 32000 BSA
8 e
£ 1500~ £ 1500-
(2 2
] o)
£ 1000 € 1000t
i 2
9 500} \ N 5oot
0 . f L f " 0 " f . f " i
2750 280C 285C '290C" 2950 3000 3050 3100 2750 280C 285C 290C 2950 3000 3050 3100
Wavenumbe(cnt) Wavenumbe(cm?)

Figure 68 : Spectres SFG expérimentaux de la SADDT (courbe bleue) et I'ajustement obtenu
(courbe rouge) : A. dans l'eau distillée et B. apréne exposition de 90 minutes a une solution
protéigue de BSA (recouvrement 95%). La courbeo@mtippés violets représente le profil spectral du
faisceau IR en milieu agueux et les bandes vdegsdiandes déconvoluées. Les deux spectres ont été
réalisés durant la méme série d'expériences.

La modélisation du spectre expérimental SFG &AM d’ODT recouverte d’'un film
de protéines a été réalisée en considérant égalequen’indice de réfraction des protéines
est le méme que celui de I'eau. Les parametresa dmriformation de la SAM d’ODT en
contact avec la BSA sont rassemblés dans le Tableba molécule d’'ODT adopte la méme
géomeétrie face au film primaire de BSA qu’en présed’eau distillée : les chaines alkyle se
redressent par rapport a la conformation de la SODT a lair.
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SAM d'ODT Paramétre R Angl®ap) (°) Angle tiltys) du CH (°)

(x3°) (x1°)
a l'air 3,7 243 /332 55,1/ 15,8
dans I'eau distillée 58+0,5 250/ 340 52,5 P11,
+ BSA (0,1 mg.le) 53+0,3 248 / 338 53,2/12,9

dans I'eau distillée

Tableau 5 : Résultats de la déconvolution du spe8iG et de la modélisation (angles de « twist » de
la chaine® et angles d’inclinaison « tilt » du groupe méthges molécules A et B du modéle présenté
au chapitre Il — 2) de la SAM d’ODT exposée auxdgines BSA.

Spectres SFG de la SAM d’ODT recouverte d’'un film de BSA et en contact avec une
suspension bactérienne (protocole 1)

Les spectres SFG obtenus présentent toujours rtes lbandes caractéristiques
correspondant aux vibrations d’élongation du groupéthyle de la molécule d’'ODT
(Figure 69). La déconvolution des spectres SFG aéatlisée avec les mémes contraintes sur
les paramétres que celles utilisées pour la dédotwo du spectre SFG de la SAM d’'ODT
en contact avec le film protéigue de BSA : uneé&ldhce de phase fixée a 260° les
frequences et les demi-largeurs a mi-hauteur deeentziennesI” sont fixes. Une
déconvolution des spectres SFG par la formule d@)espondant au cas ou les bactéries
auraient déplacé des protéines, qui conduirait spactre comprenant deux contributions (des
bactéries et des protéines), n'’a pas permis d'abten bon ajustement. En revanche une
déconvolution correcte a été obtenue en supposenteg molécules d’'ODT sont exposées a
un seul type de biomolécules : ceci conduit a pemse les bactéries ne déplacent pas la BSA
a la surface de I'ODT.

D’apres les résultats de la déconvolution des tsgecSFG rassemblés dans le
Tableau 6, le rapport R est différent de celui obsepour la SAM d’ODT recouverte
uniquement de protéines, que les bactéries sowarophiles ou hydrophobes. On notera
aussi que la difference observée lorsque les hestdrydrophobes et hydrophiles sont
adsorbées directement sur la SAM d’'ODT (en abseecprotéines) n'apparait plus (ou du
moins n’est pas plus grande que la barre d’erreur).

La modélisation des spectres (Tableau 6) montee lquihésion bactérienne sur un
film protéique de BSA redresse les groupes méthgledODT SAM (I'angle twist®ag
augmente donc l'angle tijt CHs diminue) et ce quelque-soit la nature de la paroi
bactérienne.
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Figure 69: Spectres SFG expérimentaux de la SAMDT @courbe bleue) et I'ajustement obtenu
(courbe rouge) : A. exposée au film primaire proté BSA seul, B. aprés 90 minutes d’adhésion des
bactéries Lactococcus lactis hydrophiles sur lfprimaire protéique BSA et C. aprés 90 minutes
d’adhésion des bactéries Lactococcus lactis PrtRgirbphobes sur le film primaire protéique BSA.
La courbe en pointillés violets représente le prefiectral du faisceau IR en milieu aqueux et les
bandes vertes, les bandes déconvoluées.

Spectres SFG de la SAM d’'ODT en contact avec une suspension de bactéries et de
protéines (protocole 2)

Selon le protocole 2 décrit dans la section Il — 2, nous avons exposé la SAM
d’ODT a une solution contenant a la fois des pn&®iBSA et des bactéries dans I'eau
distillée afin de mimer le type d’environnementdeis fréquemment rencontré en milieu
naturel. Les mesures de zétamétrie présentéedalgomaragraphe Ill — 3 — 1 ont montré que
dans une telle suspension, les bactéries étaiatiellgment solvatées par les protéines
(~50%). Le mélange BSA / bactéries contient dorg luctéries partiellement solvatées par
des protéines et des protéines libres, qui soekees.

Les spectres SFG pour les deux souches bactéiezinéeur déconvolution sont
présentés sur les Figure 70.A et Figure 70.B. Nawusgns utilisé I'équation (1) pour
'ajustement des spectres avec la différence desephd = 260°. L’optimisation de
I'ajustement du spectre expérimental a été obtemae un recouvrement uniforme du support
par une entité biologique. Les bandes de vibraliesimodes du groupe méthyle issues de la
déconvolution des spectres sont illustrées sufitpsre 70.C et Figure 70.D.
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Figure 70 : Spectres SFG expérimentaux de la SADDT (courbe bleue) et I'ajustement obtenu
(courbe rouge) : A. exposée aux bactéries Lactasotactis hydrophiles et a la BSA en suspension,
B. exposée aux bactéries Lactococcus lactis Prijidrdphobes et a la BSA en suspension. La courbe
en pointillés violets représente le profil specttal faisceau IR en milieu aqueux et les bandegvert
les bandes déconvoluées. Bandes déconvoluées afdsespSFG expérimentaux de la SAM d’ODT:
C. suite a l'adhésion des bactéries L. lactis hythites seules (traits pointillés roses), en présede
BSA (courbe verte) et sur un film primaire prot@&@gie BSA (courbe bleue), D. suite a 'adhésion des
bactéries L.lactis PrtP+ hydrophobes seules (tratsntillés roses), en présence de BSA (courbe
verte) sur un film primaire protéique de BSA (caulbeue) dans I'eau distillée.

Les valeurs du rapport phénoménologique R et d&ampétres de conformation de la
molécule d’ODT sont rapportés dans le Tableau 6vdlaur du rapport R de la SAM d'ODT
est identique pour les deux souches bactérienneseeten évidence que le dép6t de la
suspension BSA / bactéries a pour effet de redréssgroupements méthyle de la SAM. La
modélisation des spectres montre que ce redresseatnegroupement meéthyle terminal
correspond a une diminution de I'angleaftCH; de 4,3 + 2,5° et 5 + 2,5° pour les molécules
A et B de la SAM d’ODT, respectivement (Tableau 6).

La présence des protéines BSA en solution avebdegeries change donc l'effet de
'adhésion bactérienne : celle-ci dépendante daatare hydrophobe ou hydrophile de la
bactérie quand il n'y a pas de protéine sur la SB®IDT, devient indépendante du caractére
hydrophobe ou hydrophile des bactéries comme dacad de I'adhésion sur un film primaire
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de BSA. Le fait que le caractére hydrophobe / hydile de la paroi bactérienne soit masqué
vis-a-vis de la SAM suggére que la SAM n’est pas@mtact direct avec les bactéries mais
plutét avec les protéines comme il va étre discutpres.

ODT exposé a Parametre R Andigs (£ 3°)  Angle tiltyg CHz (£ 1°)
Film de BSA 53+0,3 248 / 338 53,2/12,9
(0,1 mg.mL[Y), eau

Bactéries hydrophiles, 8,8+0,5 260 / 350 48,9/7,5
eau

Bactéries hydrophiles 7,7+0,9 256 / 346 50,6/9,4
sur film de BSA, eau

Bactéries hydrophiles + 10,5+1,5 264 / 350 + 4° 475/6,5+1,5°
BSA, eau

Bactéries hydrophiles 10+ 0,6 262/ 352 48 /6,7
solvatées par BSA, eau

Bactéries hydrophobes, 3,8+0,5 238/ 328 55,8/16,8
eau

Bactéries hydrophobes 10+£2 263 /353 +4° 47 /6,6 £ 2°
sur film de BSA, eau

Bactéries hydrophobes 82 256 / 346 *6° 50,4/9,4+25°
+ BSA, eau

Bactéries hydrophobes 58+0,5 250/ 340 52,5/11,9

solvatées par BSA, eau

Z z . Y Isym IFermi

Tableau 6 : Résultats de la déconvolution des speSFG (paramétrg = %) et de la
Asym CH3
modeélisation des spectres SFG (angle de « twigis»athainesd et inclinaison (« tilt ») du groupe

méthyle pour les molécules A et B respectivementa 6AM d’'ODT exposée aux bactéries et aux

protéines.

Spectres SFG de la SAM d’'ODT en contact avec des bactéries solvatées par des
protéines BSA (protocole 3)

La SAM d’ODT est exposée a une suspension de iexwblvatées par la BSA, apres
élimination des protéines libres en excé§mf3protocole, cf. chapitre 1l — 1). La
déconvolution (obtenue comme pour la suspensidradigries en présence de protéines) et la
modélisation des spectres SFG sont résumées damableau 6. On retrouve dans ce
protocole 3 une différence de comportement endéetéries hydrophobes et hydrophiles :
dans le cas des bactériés lactis hydrophiles solvatées par la BSA, le changement
conformationnel de la SAM d’ODT est le méme quergdes bactéries seules ou en présence
de BSA : le groupe méthyle en bout de chaine sesed significativement par rapport a la
SAM d'ODT exposée a l'eau; au contraire, pour betériesL. lactis mutées PrtP+
hydrophobes solvatées par la BSA, le rapport Rjessiment le méme que celui obtenu pour
la SAM d’'ODT exposée a lI'eau ou aux protéines B8é&mpris entre celui obtenu pour la
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SAM d’'ODT exposée aux bactéries hydrophobes nuesglat obtenu pour la SAM d’ODT
exposee a la suspension BSA / bactéries.

Il — 2 — 4 : Caractérisation par microscopie caale de I'attachement des bactétie$actis
sur la SAM d’'ODT

Comme indiqué au chapitre Ill — 1 — 3, nous messifwar imagerie de fluorescence la
densité de bactéries sur la SAM. Ceci requierhngement de flacon et le retournement de
I’échantillon (face de la SAM vers le bas) et dédtmination de la couche d’eau, et a cette
occasion des bactéries peu liées peuvent se dételte SAM. Le pourcentage des bactéries
adhérentes sur la SAM est plus important pour éesdvieshydrophobes (42 £+ 2 %) que pour
les bactéries hydrophiles (28 + 5 %, Figure 71.&¢caune dispersion de valeurs plus
importante dans le cas des bactéries hydrophilesid@era que cette dispersion des résultats
dans le cas des bactéries qui adhéerent le moims fmeat s’expliquer par le fait que le
détachement lors du retournement de I'échantilktinpeobablement lié a I'élimination de la
couche d'eau, un processus qui peut étre violehéchelle d’'une bactérie, que I'on ne
contrdle pas trés bien, qui varie donc d’'une mdaimn a I'autre, et qui a sans doute d’autant
plus d’effet lorsque les bactéries sont moins liées

On observe aussi que le biofilm bactérien quié&etbppe sur la SAM d’'ODT apres
'adhésion dépend de la nature de la bactériebidélm de bactéries hydrophobes est plus
cohésif que celui des bactéries hydrophiles : Esxdiofilms ont une épaisseur similaire,
mais le biofilm « hydrophile » est moins dense (iFég71.B).

A. Suite a la premiére étape de la colonisation bactérienne | B. Suite a la formation du biofilm
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Figure 71 : A. Pourcentage de bactéries adhérestesla SAM d’ODT apres adhésion bactérienne
dans l'eau distillée et le retournement de la scefaB. Images de fluorescence au microscope
confocal (92.6 x 91.5 Andes biofilms bactériens obtenus aprés exposaiormilieu nutritionnel
pendant 24 heures. L'ombre noire a droite correspan’épaisseur du biofilm.

Dans le cas des bactéries dont I'adhésion a été &n présence de protéines
(Figure 72.A), la densité de bactéries est conallément réduite. La réduction est la plus
forte lorsque la SAM a été recouverte d’un filmnpaire protéique avant I'adhésion
(protocole 1) : dans ce cas, on ne dénombre plagnaubactérie hydrophile. La difféerence
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entre bactéries hydrophobes et hydrophiles est mmasquée : la densité de bactéries
hydrophobes est toujours significativement supéei€ucelle des bactéries hydrophiles. Les
images du biofilm bactérien formé sur ces SAM d’'OBi présence de protéines sont
montrées sur la Figure 72.B.

L’imagerie de fluorescence apporte ainsi des méirons complémentaires a celles
obtenues en SFG sur la « force » de I'adhésiorébanhe: avec le protocole expérimental
assez strict requis pour la spectroscopie SFG, n@y®ns pas pu sonder par cette méthode
cette force de l'adhésion. Il ressort des deux dypgexpériences que nos mesures SFG
refletent I'adhésion des bactéries « fortement »«é&iblement liées ». Les images de
fluorescence montrent par ailleurs que l'effet gwstéines sur la force de I'adhésion
bactérienne est spectaculaire.

Bactéries + BSA Bactéries sur un

A. B en suspension film de BSA
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Bactéries Bactéries + BSA  Bactéries sur un

dans I'eau  en suspension film de BSA

Figure 72 : A. Pourcentage de recouvrement de &I SPODT apres adhésion bactérienne, qui a été
réalisée soit dans I'eau distillée, soit en présede protéines BSA en solution (protocole 2), swit

un film primaire de protéines BSA (protocole 1)rempretournement de la surface. B. Images de
fluorescence au microscope confocal (92.6x91.5°) udes biofims bactériens obtenus aprés
exposition au milieu nutritionnel pendant 24 heuldgsmbre noire a droite correspond a I'épaisseur

du biofilm.

Il — 3 —5 : Discussion sur la biocontaminationld SAM d’ODT

L’étude de I'adhésion bactérienne sur des surfaies « antiadhésives » a parfois
conduit & une divergence de résultats (cf. chapitre4 — 3) sans doute par manque de
connaissances sur les interactions biomoléculagface a I'échelle moléculaire, ce qui fait
I'objet de ce travail de thése. En particulier, #scwous sommes intéressés a I'étude de la
biocontamination de la surface « brosse » SAM d’'QlxTe surface d’'intérét dans le domaine
des surfaces antiadhésiyés).

Pour ce faire, nous avons employé la spectrosc®pi® pour sonder l'interface de la
SAM d’'ODT exposées a différentes entités biologgj(leactéries et/ou protéines) ce qui est
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réalisé pour la premiére fois a notre connaissagtde, microscopie de fluorescence confocale
pour quantifier les bactéries en « forte » inteocacavec le substrat.

Lorsque les chaines d’'ODT sont exposées a un rdobkqueux (eau distillée ou
solution de nitrate de potassium a*1fMol.L'Y), les mesures SFG montrent gu'elles se
redressent légerement par rapport a la géomédria durface a l'air : les angles tilt du
groupe méthyle terminal de la chaine augmenter®,@feet 3,9° pour les molécules A et B
respectivement (cf. chapitre Il — 3 — 2). Ce faibjiastement des angles au sein de la molécule
d’ODT en présence de solvant révele que I'inteosicéintre la SAM et les molécules d’eau est
tres faible : 'organisation des chaines carbomi&elas SAM reste intacte, ce qui n'est pas tres
surprenant puisque les nombreuses interactions ate der Waals entre les groupes
méthylénes tout au long de la chaine représentenénergie cumulée bien supérieure a celle
de linteraction d’'un groupement méthyle avec I'e@ntre un substrat trés hydrophobe
(6; = 109°) et un liquide « hydrophile » par excellend.’obtention de faibles variations des
angles tilt du groupe CHpermettent également de valider la modélisatiais€e dans ce
travail.

Le redressement du groupe méthyle au contactedmi Ipeut s’expliquer en terme
d’interaction hydrophobe / hydrophile. Lorsqu’uneléctule (ici, le groupement terminal de
la chaine d’ODT) est en contact avec un milieu bgtiile, elle est solvatée par les molécules
d’eau(151) Dans le cas ou il s’agit d'une molécule hydromh¢telle la chaine d’ODT), les
interactions molécule / eau sont plus faibles @seirteractions eau / eau. Afin de stabiliser
'énergie du systeme, linterface entre moléculegdrbphobes et hydrophiles est
minimisée par séparation entre phase hydrophobphase hydrophile, ce qui est plus
favorable qu’'un mélange des deux phases. Pour M 8®DT, la meilleure séparation de
phase serait obtenue pour des groupements métwhinaux perpendiculaires a la surface,
mais cette conformation codterait trop d’énergieitast douteux qu’en pied de chaine les
liaisons or-soufre puissent supporter la torsiofadghaine alkyle correspondante. On observe
donc gu’un redressement relatif des groupementyheét

Les résultats obtenus par spectroscopie SFG nmbrgegau contact des bactéries,
'ODT adapte légerement sa conformation en fonctarcaractere hydrophobe / hydrophile
de I'enveloppe bactérienne (Tableau 4). Les vamatide I'inclinaison du méthyle sont faibles
(environ 10°). Comme dans le cas de l'eau, l'orgaimdn du film d’'ODT n’est pas détruite.
L’évolution de l'inclinaison des groupements mééhgh fonction du caractéere hydrophobe /
hydrophile est interprétable directement en fomctaes éléments discutés a propos de
l'interaction avec une couche d'eau. Si les baetérsont hydrophiles, les méthyles se
redressent comme dans le cas de l'eau, pour la mé&isen. On remarque que |'effet des
bactéries hydrophiles est plus fort que celui dad’ (diminution de I'angle tilt Cde 3,6 et
4,4° pour les molécules A et B respectivement, feig$6.C). Ceci appelle deux
commentaires : d’une part cela exclut le fait ge'wouche d’'eau « épaisse » (de plus d’'une
monocouche) existe entre les bactéries et le subgsinon, on observerait la méme
inclinaison de Chl que dans le cas ou 'ODT est exposé a I'eau seDi@utre part les
bactéries s’averent « plus hydrophiles » que legliméme. Ceci a I'air paradoxal, mais il ne
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faut pas oublier que nous comparons un solvanimglsi» avec des objets vivants plus
complexes. Les bactéries ont probablement uneaueadlicapacité que I'eau a s’adapter a un
support hydrophobe.

Dans le cas ou la SAM d’'ODT est exposée aux hastérydrophobes, I'analyse des
spectres SFG montre que le groupe méthyle tencdcawser (Figure 66.D). Ici, les bactéries
et le support sont tous les deux hydrophobes : mmagr le nombre d’interactions et donc la
surface de contact entre eux permet de stabiliseénergie le systeme {SAM d’'ODT -
bactéries hydrophobes en solution}. Par conség@entouchant le méthyle terminal de la
chaine d’ODT, les bactéries sont en contact avegrdeipe CH mais é€galement avec le
groupe CH voisin du groupe méthyle. Il y a une augmentadamombre d’interactions de
van der Waals entre les deux especes.

On notera aussi que les changements conformat®ores molécules d’'ODT
exposées aux bactéries dans I'eau et dans lawoldé nitrate de potassium sont les mémes
démontrant que la présence d’ions n’influencent fpaghésion bactérienne sur la SAM
d’'ODT.

Quelle que soit la nature des bactéries, les anglist et tilt du méthyle terminal de la
chaine d’'ODT sont peu différents de ceux mesurés Hair (~10°) ce qui exclut I'existence
de liaisons covalentes entre les cellules et la SKODT.

Les résultats obtenus par microscopie confocaimgttent d’établir une relation entre
ces changements conformationnels et les forceshé&oin entre les bactéries et la SAM
d’ODT, y compris sur la formation et la structurescbiofilms bactériens : le recouvrement
par des bactéries « fortement » adhérentes surAM 8 ODT (c'est-a-dire supportant
l'élimination du solvant) est plus important poua kouche bactérienne hydrophobe
(maximisation des interactions avec I'ODT) que plausouche hydrophile (redressement du
groupement terminal).

Jusqu’a présent, les études menées sur l'adhdsimtérienne (en absence de
protéines) prennent en compte l'impact de I'étatlalesurface (rugosité, hydrophobicité,
fonctionnalisation) sur I'adhésion, mais aucundieet compte de I'impact de I'adhésion sur
la surface. Ceci pourrait alors expliquer des tassicontradictoires ou incompris de certaines
rechercheg34) (42) (71) En effet, certaines surfaces composées de brsz@sne c’est le
cas pour le support étudié ici), fonctionnaliséas ygn groupe terminal connu pour limiter
'adhésion bactérienne, ne donnent pas le résedtadmpté. Ceci pourrait s’expliquer par le
fait que I'adhésion bactérienne change la confaonade ce groupe fonctionnel, qui de ce
fait pourrait perdre en partie sa propriété antimille vis-a-vis des bactéries. Nos résultats
indiquent qu’il faut se soucier de la conformatala surfacen présencees bactéries, qui
peut différer aprés I'adhésion des bactéries de gel a été recherchée.

Les résultats de I'étude menée ici ne peuventrokpe pas étre généralisés : il s’agit
de I'adhésion de bactéries particulieres, de fatoeeoide et relativement lisses (sans pilis ou
flagelles), sur un substrat particulier. L’effet enpact d’autres bactéries sur une surface
fonctionnalisée differemment ne peut pas étre pré&# plus, dans le monde du vivant, la
surface n’est pas en contact uniquement avec adérigs mais également avec des protéines,
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des nutriments, et d’autres microorganismes, quluent également sur I'adhésion
bactérienne et que nous allons discuter maintenant.

L’étude préliminaire par SFG de la SAM d’ODT rewette d’'un film de protéines

BSA montre des spectres identiques a ceux obtemsgue la surface est en contact avec de
I'eau distillée. La protéine BSA est un édifice gmilaire complexe dont la surface présente a
la fois des parties hydrophobes et des parties opyiles, le ratio dépendant de la
conformation de la protéine qui peut varier en famc de I'environnement : il est donc
impossible d’interpréter notre résultat de manigrécise. Nous nous contentons donc de
remarquer que laugmentation du rapport R corredpan fait que le film de BSA est
nettement plus hydrophile que 'ODT (Annexe 2.B,qui va dans le sens général de nos
observations.

Lorsque la SAM d’ODT est exposée aux bactériegaséés par la BSA (protocole 3),
'orientation du groupe meéthyle de I'ODT reste diffinte selon le caractere hydrophobe /
hydrophile de la bactérie. Les bactéries hydropbobavatées par la BSA génerent un
aplanissement de la partie terminale de 'ODT madéndre que celui mesuré dans le cas des
bactéries hydrophobes nues alors que les bactéydephiles solvatées par la BSA ont le
méme effet sur la conformation de 'ODT que lestéaes nues. Cette observation peut
s’interpréter simplement en considérant que laipds bactéries hydrophobes solvatées par
la BSA présente un plus grande hydrophilie que Bestéries nues atténuant I'effet
d’aplatissement de la chaine d’ODT.

Les données SFG montre que la modification stratgude la SAM d’ODT revétue
d’un film primaire protéique puis colonisée par bexctéries (protocole 1) ou exposées a une
solution de BSA et de bactéries (protocole 2) astilare pour les deux souches
bactériennes :

- en présence de protéines, la SAM d’'ODT ne discplnele caractéere hydrophobe /
hydrophile des parois bactériennes alors qu’unireifice était observée lorsque
seules les bactéries sont présentes sur la SAMT'OD

- le parametre R obtenu est identique a celui mgsové la SAM d’'ODT exposée
aux bactéries hydrophiles seules.

Considérons le cas ou la SAM d’ODT est recouveiie film de BSA puis colonisée
par les bactéries (protocole 1). Le parameéigg.Bies hydrophobes sur le fim de RSt différent du
rapport Resa seule)€t du rapport Bactéries hydrophobes sedies€t N'€St pas compris entre ces deux
derniers rapports. Nous pouvons en conclure qubdegries ne déplacent pas les protéines
BSA et qu’elles ne sont pas en contact direct d&&e8AM d’ODT. Néanmoins, le spectre
SFG expérimental de la SAM d’'ODT en contact aves pi®téines « surmontées » par les
bactéries est différent de celui de la SAM d’ODTcentact avec seulement des protéines ce
gui montre que lI'adhésion bactérienne perturbasauffment le film protéique pour que cela
impact la conformation de la SAM d’ODT a travers [@otéines. Les protéines peuvent en
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effet changer de conformation pour s’adapter a ouvel environnement biologique. Une

réorganisation structurale de la couche externdildu primaire (qui est au contact des

bactéries) peut se transmettre aux couches infégedu film jusqu’aux protéines BSA en

contact avec I'ODT. Cette réorganisation structurdl film de BSA ne dépend pas du
caractére hydrophile / hydrophobe des bactérieolffient alors le mécanisme de I'adhésion
bactérienne sur un film primaire de protéines B3A la SAM d’ODT proposé dans la

Figure 73.A.

Il est a noter que ce changement structural do fitimaire protéique résultant de la
colonisation bactérienne est en accord avec lard@bation des spectres SFG : un facteur de
recouvrement de 95 + 5 % par une seule entit®igle était nécessaire.

Notons gu’'un tel changement conformationnel destémes BSA résultant de la
colonisation bactérienne devrait avoir une sigragm SFG, a condition de sonder les modes
de vibration des fonctions amides des protéines lagamme de fréquences 1600-1800' cm
(cf. Conclusions et Perspectives). Nous n'avonsepale temps de mener a bien cette étude,
seulement de réaliser une étude préliminaire (ohexe 3.A).

A. Bactéries sur film de BSA B. Bactéries + BSA en suspension

e ® @ <— protéines BSA libres
Bactérie libre > GOS8y« Bactéries solvatées

90 min

t

Figure 73: Schémas proposeés pour la colonisatioctdéréenne de la SAM d’ODT A. En présence d'un
film primaire protéique BSA. B. En présence dedinets BSA au sein de la suspension bactérienne.

Lorsque les bactéries et les protéines sont pigs@l® maniére concomitante au sein
de la suspension déposée sur la SAM (protocolié\2y a la fois symbiose entre les bactéries
et les protéines BSA (bactéries solvatées par fleRipes comme le montrent les mesures
SFG et de mobilité électrophorétique) et compdtitientre I'adhésion bactérienne et
I'adsorption protéique. Le transport des biomolésylusqu’a la surface est une étape clé de la
colonisation, déterminant si les bactéries peuwethiérer directement au film d’ODT ou si
elles se trouvent a nouveau (comme dans le casfithumprimaire de protéines) sur un film
protéique. Il est connu que les protéines, biomiéscde plus petite taille que les bactéries,
diffusent beaucoup plus vite en solution que letds@es. Typiquement, on trouve des valeurs
de coefficient de diffusion de l'ordre de 6f0m?s® pour les protéines BSA dans des
solvants aqueux a température ambiante (T = 22)2%162) (153) et de l'ordre de
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10*?m?.s* pour des bactéries non motiles (i.e. ne posséuenlta capacité de se mouvoir par
elles-mémes, dépourvues de flagelles ou de pibs,qai est le cas pour les bactéries
Lactococcus lactigtudiées ici]154)

Le fait d’obtenir le méme changement conformatidrdeela SAM d’ODT lors de la
colonisation bactérienne en présence de protéimesuo un film primaire protéique est
compatible avec la conclusion que les protéineétat llibre diffusent effectivement plus vite
vers la surface et la colonisent avant que lesbastn’adherent (Figure 73.B). La différence
avec le cas de I'adhésion sur un film primaire d#énes préadsorbées est que les bactéries
sont partiellement solvatées par des protéiness no&a ne se traduit pas par des différences
mesurables par SFG. Les conclusions obtenues @aas ldu film primaire sont valables dans
le cas de la coadsorption. Ce résultat n'est pagremant du fait que linclinaison des
groupements méthyle caractérise ici l'interactien’@DT avec les protéines et non avec les
bactéries.

Cette spécificité de la spectroscopie SFG permeisiad’expliquer I'apparente
discordance avec les données de microscopie cdafd@a aurait pu s’attendre a ce que le
recouvrement bactérien de la SAM d’ODT en présateerotéines et quelle que soit la
nature de la bactérie soit le méme qu’en préseadeadtéries hydrophiles seules du fait du
redressement quasi identique des chaines de I'QBJ .mesures de microscopie confocale
montrent que I'adhésion des bactéries dépend arésnient de la présence des protéines, de
la maniere dont celles-ci sont introduites (i.\&ard ou pendant la colonisation bactérienne) et
du caractére hydrophobe ou hydrophile des bactéries

En se basant sur le mécanisme d’adhésion bactérmoposé par spectroscopie SFG
et en considérant gu’en microscopie confocaleslstrats ont été retournés (détachement de
la surface SAM des bactéries les plus faiblemeihggahtes), il est possible d’interpréter
'ensemble des résultats (Figure 74). Quelle gqukelsmature des bactéries, le recouvrement
bactérien de la SAM d’ODT est plus faible en présequ’en absence de protéines ce qui
signifie que les bactéries sont plus faiblememdliau film de BSA qu’au substrat.

Un autre fait remarquable est que la « force »hBatbn bactérienne au substrat est différente
selon que la SAM est préalablement recouverte fitlomprotéique (protocole 1) ou exposée
a une suspension contenant les bactéries et la (B®Aocole 2). Rappelons que dans ce
dernier cas, les bactéries sont aussi partiellerselivatées par la BSA ce qui suggere que
l'interaction {bactérie solvatée par BSA — BSA} qdus forte (recouvrement bactérien de
I'ordre de 15 %) que l'interaction {bactérie — BS&pcouvrement bactérien quasi nul).

Un autre résultat obtenu par microscopie confoealeque le nombre de bactéries
adhérentes a la SAM d’'ODT est systématiquement fdilde dans le cas des bactéries
hydrophiles par rapport aux bactéries hydrophoBessidérant les propriétés de la BSA et en
accord avec les mesures d’angle de contact (larst plus hydrophile en présence de
protéines), on peut supposer que la protéine adopé& géomeétrie ou ses groupements
hydrophobes sont plutdt exposeés face a la SAM d’@drophobe et en conséquence, que
ses groupements hydrophiles font face aux bactéfesraisonnant uniquement en terme
d’interaction hydrophobe / hydrophile, 'adhésiogsactéries hydrophiles devrait donc étre
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plus forte que celle des bactéries hydrophobesguien’est pas observé. D’autres types
d’interactions doivent donc étre mis en jeu. Lessumes de mobilité électrophorétique
montrent que les bactéries tout comme les prot&pas des entités chargées négativement
avec une charge négative plus importante portédepdactéries hydrophiles par rapport a
celle portée par les bactéries hydrophobes : dtexdonc une répulsion coulombienne entre le
film de protéines et les bactéries, plus forte plas bactéries hydrophiles que pour les
bactéries hydrophobes. L’interaction bactérie / B®Aait préférentiellement gouvernée par
des interactions électrostatiques.

A.. Bactéries sur film de BSA B. Bactéries + BSA en suspension

Bactéries solvatées
par la BSA

&
7Y <~ SAM d'ODT
I 1< Or

Figure 74 : Décrochement des bactéries par élimamatlu liquide et retournement de I'échantillon,
basé sur les résultats SFG et de microscopie caldate fluorescence, A. quand les bactéries ont été
déposées sur un film primaire protéique BSA. Bnduas bactéries ont été déposées en présence de
protéines BSA en suspension.

Des études ont déja été menées pour étudier Baathdactérienne en présence de
protéines, mais uniquement dans le cas ou lesipestétaient sous la forme d'un film
primaire protéique et en analysant le caractéredpywbe / hydrophile de la surface revétue
de protéines ou en analysant les forces d’adh@sioAFM (9) (155)

Il a été montré que la présence d'un film de BS®iduait fortement I'adhésion de
souches bactériennes hydrophobes de bactériesnapgsitif Staphylococcus aurey&7) sur
une surface de polyméthacrylate de méthyle (PMMAS$taphylococcus epidermid{geux
bactéries pathogénes mais proches des bactéieecoccus lactishydrophobes de cette
étude) ainsi que celle des bactéi@taphylococcus saprophyticsar le polymere perfluoro
éthyléne propylene (FERJ4). La présence de protéines augmente le caractdrepghile de
la surface (ce qui a été également observé dgme&$znte étude par des mesures d’angle de
contact) et diminue les forces d’interaction emdebactéries et la surface. Un revétement de
protéines BSA sur une surface de silice diminudhésion des bactéri€s epidermidiset
permet la formation de colonies bactériennes pkiggs et moins denses sur la surface que
sur une surface de silice seul®#6).Un revétement de sérum fétal bovin (SFB) ou de
fibronectine (FN) sur des surfaces autoassemblé&ssjue les propriétés du substrat et donc
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masque la composition chimique de la SA®8). En contact avec des bactéries, la protéine
SFB (composée majoritairement de protéines BSAYagit de maniére non spécifique avec
les bactéries : les forces d’adhésion sont fait@scontraire, I'interaction de la protéine FN
avec les bactéries est de type ligand-accepteguicegugmente les forces d’adhésion entre les
bactéries et le revétement de fibronectine.

Toutes ces recherches sont focalisées sur I'infe@edu revétement protéique sur
'adhésion bactérienne, et leurs résultats ontitéutés en termes d’interactions spécifiques
ou non entre les bactéries et les protéines oeremets de caractére hydrophobe / hydrophile
de la paroi bactérienne. Nous avons démontré dartsagail que ce ne sont pas les seuls
facteurs a considérer: I'adhésion bactérienne éggtlement susceptible de changer la
conformation de la surface revétue de protéinegjuieinfluence par la suite I'adhésion
bactérienne et son développement par des forcetedictions différentes entre les bactéries
et la SAM (prise en compte de la charge portédgsadifférentes entités biologiques).

A travers ce travail de these, on retrouve lesltasuexpérimentaux de la littérature :

- la spectroscopie SFG montre que la SAM d’'ODT meoik» plus le caractére
hydrophobe / hydrophile des bactéries lorsqu’il ypr@sence du film primaire
protéique BSA.

- le protocole utilisé (retournement de la SAM) menpar microscopie confocale que
les forces d’adhésion sont plus faibles entre bxgtdries et la surface lorsqu'il y a
présence du film de BSA.

La combinaison de la spectroscopie SFG avec leostopie confocale nous a permis
d’aller encore plus loin dans la compréhension hfobling des surfaces « brosses » :
compréhension de la nature des interactions suiedvgence ou la présence de protéines.
Egalement, nous avons mis en évidence le fait quessrotéines sont présentes pendant
'adhésion bactérienne, la force d’interaction erlgs bactéries et la surface est plus forte
gu’'avec un film protéique primaire. Par rapport ra @anvironnement naturel contenant des
protéines, les études d’adhésion bactérienne stitrarprimaire protéique surestime l'effet
antiadhésif de la surface.
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Conclusions et Perspectives

Dans le cadre du contrdle de la biocontaminaties durfaces par des bactéries
pathogénes, les méthodes de lutte anti-biofilm alddries pathogénes s’orientent autour de
deux axes :

- une lutte en aval de la formation du biofilm : reathe de désinfectants bactéricides
(induisant la mort des bactéries) contenant pamele des antimicrobiens ou des
antibiotiques (avec le danger que comporte la digsgion des antibiotiques, qui
entraine I'apparition de souches résistantes).

- une lutte en amont de la formation du biofilm (ipgévention de la formation du
biofilm) : recherche de surfaces antiadhésivestépatdes ou bactériostatiques (la
bactérie est vivante mais incapable de croitre).

Au cours de ce travail de recherche fondamentales nous sommes intéressés a ce
second axe en considérant une surface « brossestitaée d'une SAM d’'ODT. Deux
souches de bactériesactococcus lactis modéles de bactéries pathogénes telles que
Streptococcusont été étudiées, I'une hydrophobe et I'autrerbgtile. Nous nous sommes
efforcés de répondre a deux questions afin de ma&umprendre et contrdler 'adhésion
bactérienne dans un environnement naturel :

- la présence des bactéries sur la surface a-t-alleimpact détectable sur la
conformation des brosses ?

- l'adsorption protéique sur cette surface est-ellem watout contre la
biocontamination (i.e. la colonisation de la suefaen milieux aqueux par les
microorganismes) ?

Pour y répondre, la technique employée est latsmeopie de Génération de
Fréquence Somme (SFG) qui permet d’étudier a ll&ehmoléculaire des interfaces en
contact avec un milieu biologique. C’est un outilque car la SFG permet de sondesitu
des échantillons sans les détruire. La spectrosadpiationnelle SFG posséde également une
grande sensibilité de détection grace a l'acqomsitiu signal dans le domaine du visible
plutét que dans le domaine de l'infrarouge. De pilus été montré lors de ce travail que cette
spectroscopie est une technique trés sensiblecenformation des molécules : de faibles
modifications de conformation de la SAM donnent lge de grands changements spectraux.
La microscopie confocale de fluorescence a égaleéténutilisée pour étudier la nature des
interactions bactéries-protéines-SAM. Ces deux rtiecles se sont révélées tres
complémentaires.

Page | 127



La présence des bactéries sur la surface a-t-ellenuimpact sur la
conformation des brosses ?

L’étude réalisée par spectroscopie SFG permettErmdiner de fagon quantitative la
conformation des molécules d’ODT a l'air mais égaat en contact avec un milieu
biologique. Nous avons démontré que I'adhésionéoactne a un effet sur la conformation de
la SAM d’ODT. Lorsque lI'adhésion des bactériesctococcus lactigst réalisée dans I'eau
distillée, la conformation des molécules d’ODT d@gbeu caractere hydrophobe / hydrophile
de la paroi bactérienne. En présence de bactégytmhiles, la surface hydrophobe évolue
de maniere a limiter les points de contact avemileeu biologique et le groupe méthyle
terminal des chaines d’ODT se redresse. Au coafrain contact de bactéries hydrophobes,
les interactions hydrophobe / hydrophobe ont péfet de coucher les groupes méthyle de la
SAM.

Lorsque l'adhésion des bactéries lactiques edisé@aen présence de protéines
modeles d’albumine de sérum bovin (BSA), adsorlagegréalable sur la SAM d’ODT (film
primaire protéique, « protein coating ») ou au s#énla suspension bactérienne (afin de
mimer au mieux I'environnement naturel), la confation de la SAM d’'ODT n’est plus la
méme que celle obtenue par I'adhésion bactérieams tleau distillée. Les chaines de la
SAM d’ODT sont en contact avec les protéines BSAraghiles, elles-mémes en contact
avec les bactéries hydrophobes ou hydrophilesg eedressent pour limiter les points de
contact entre une surface hydrophobe et un miligdrdphile. La nature de la paroi
bactérienne (caractére hydrophobe / hydrophile) adsts masquée par la présence des
protéines mais la présence des bactéries a unseffés film primaire protéique qui est percu
par les molécules d'ODT (probablement di a un charegnt conformationnel des protéines
BSA au contact des bactéries).

En conclusion, la présence des bactéries a uncinspa la conformation de la surface
« en brosse » qui dépend du caractére hydrophlopdréphile des bactéries lorsqu’elles sont
seules en suspension et qui ne dépend plus dereet@ra lorsque des protéines sont
présentes.

L'adsorption protéique sur la SAM d’ODT est-elle un atout contre la
biocontamination (i.e. colonisation de la surface re milieux aqueux par les
microorganismes) ?

Les résultats obtenus par spectroscopie SFG ontrénte méme effet de I'adhésion
bactérienne sur la conformation de la SAM lorsasedrotéines BSA sont présentes avant ou
pendant la colonisation par les souches hydrophobdsydrophiles. Rappelons que lors de
cette étude spectroscopique, l'adhésion bactérienest forcée (i.e. ringage
« précautionneux ») et qu’on réalise un dépbt ddébes sur la SAM (i.e. les bactéries
fortement et faiblement adhérentes sont préseritesuface).
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L’étude réalisée par microscopie confocale derélsoence sur le nombre de bactéries
fortement adhérentes sur le support (i.e. apresumetment de la surface, les bactéries
faiblement adhérentes se décrochant de la surfaogjre une différence selon le procédé
d’introduction des protéines sur la SAM. Lorsque fpeotéines forment au préalable un film
primaire protéique sur le support, le nombre dedvees adhérant a la surface revétue de BSA
est quasi nul. Au contraire lorsque les protéired présentes dans la suspension bactérienne
au moment de la colonisation de la SAM par lesdraet hydrophobes ou hydrophiles (i.e.
dans des conditions plus proches de I'environnematurel), le recouvrement des bactéries
fortement adhérentes au support est de I'ordre08&, Foit une valeur intermédiaire entre le
recouvrement des bactéries en I'absence de pretéamyiron 40%) et sur le film primaire
protéique £ 0%). Les bactéries solvatées par des protéineraathdonc plus fortement a un
film protéique que les bactéries nues.

En conclusion, la présence des protéines de B8éitrtadhésion des bactéries sur la
SAM d’ODT et cede maniere beaucoup plus radicale e souche hydrophile. Nos études
se rapprochent d’autres travaux montrant que léteevent d’une surface par un film primaire
protéique est un atout contre la biocontaminatiospproche originale de notre travail a été
de prendre aussi en considération que dans unoamement naturel, les bactéries adhérentes
sont elles-mémes solvatées par les protéines. &anas, I'effet antiadhésif du film primaire
protéique est réduit. Cet aspect devrait pris ensidération pour le développement de
nouveaux matériaux.

Limites de notre étude et perspectives

Lors de cette thése, I'étude de l'adhésion baamtée a I'échelle moléculaire s’est
focalisée sur une unique SAM au contact d’'une sesfgce bactérienne de la famille des
coques et d'une seule protéine plasmatique. De [@ushoix de mettre en ceuvre la SFG en
réflexion a travers le film d’eau nous a empéchétudiier le comportement de la SAM lors de
la formation du biofilm. Ce premier travail a pesntie sonder les propriétés de surface de la
SAM d’ODT mais la spectroscopie SFG offre égalentksitres possibilités.

Nous savons que l'adhésion bactérienne est unegsas multifactoriel et dépend
entre autre de la nature de la bactérie, de sesi@tés de surface, de sa concentration... Une
expérience complémentaire (cf. Annexe 3.B) utilisame souche hydrophobe de
Staphylococcus aurey&H1331 super GFP) a une concentration 1000 fdi&rieure a celle
utilisée pour les bactéries lactiques, confirmmiection antiadhésive de la SAM d'ODT.

Pour pouvoir généraliser les résultats de notravail, il faudrait eétudier
systématiguement l'adhésion de bactéries de stegt(bactéries pourvues d’appendices
extracellulaires, en forme de batonnets...) etrdpretés de surface différentes. Par exemple,
'UBBHM dispose d’'une souche de bactérieslactis modifiées recouvertes de pilis qui
pourrait faire I'objet d’'une étude a court termand les interactions protéine — bactérie, des
interactions spécifiques ligands-récepteur, qunhjoas été considérées dans le cadre de ce
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travail, peuvent étre mises en jeu : des protéiekess que la fibronectine, le fibrinogéne ou
la laminine du plasma sanguin peuvent interagirciipéement avec des bactéries
Staphylococcugl7).

La SAM d'ODT s’avere étre une surface trés intgmese pour ses propriétés
antiadhésives de bactéries hydrophobes ou hydesplsans ou en présence de protéines. Le
choix de la surface a été motivé par le contr@s tacile de son auto-organisation et par notre
connaissance approfondie de sa conformation etadmddélisation de son spectre SFG.
D’autres études ont montré que des SAM se termipantd’autres groupements que le
groupe méthyle tels que le tri-éthylene gly€®6), le tri-éthylene glycol méthyl éther ou un
groupement amide secondaif27), ont aussi des propriétés antiadhésives. Cestatesc
« brosses » sont stables et leur étude devrait gigemd’explorer des interactions plus
spécifiques et/ou plus fortes entre la bactéria eturface. On peut aller au-dela en greffant
des ligands ciblant spécifiguement certaines pme(157) plutét que des fonctions
chimiques simples.

Des améliorations expérimentales ouvriraient égalé d’autres perspectives. Le
changement de l'arrangement optique permettraisulere la cinétique de formation du
biofilm par spectroscopie SFG. Expérimentalememtjtdiserait un prisme fonctionnalisé par
des nanoparticules d'or sur lesquelles les molécdi®DT s’adsorberaienf158) (159)
L’émission SFG serait obtenue par réflexion tofakerne des faisceaux incidents et émis
grace aux ondes évanescentes a la surface du pesmeontact avec la suspension
bactérienne. On s’affranchirait alors de I'absamptipar la couche d'eau. La principale
difficulté de cette étude repose sur la fonctioisasion du prisme, sa reproductibilité et sa
stabilite.

La spectroscopie SFG offre 'opportunité de sordsrprotéines elles-mémes ce qui
permettrait de confirmer I'hypothése avancée lagscd travail selon laquelle les bactéries
provogueraient un changement de conformation det®ipes BSA au sein du film primaire
protéigue et de quantifier ces changements straucturElle repose sur I'étude vibrationnelle
de la fonction amide, connue pour étre sensibéechformation des protéines (entre 1500 et
1800 cm'). Dans le cas des protéines, différents groupdsemi & une fréquence
caractéristique dépendant de leur environnememigbe et donc dépendant de la structure
secondaire de la protéine dans laquelle ils évol(eglices alpha, feuillets béta, turns...).
Selon lintensité relative des différents modesviteation observée en spectroscopie SFG, il
est alors possible de déterminer le pourcentagélidds alpha (bande amide | autour de
1660 cn) et de feuillets béta (deux bandes amide | audeut630 et 1680 ch) au sein de la
protéine adsorbée et de relier cette valeur & anbmmation possible de la protéine. En effet,
plus la protéine présente un pourcentage d’héht@sa (ou de feuillets béta) important, plus
lintensité du mode de vibration associé est interlsa combinaison d’expériences SFG
réalisées avec des faisceaux visible, infraroug8Fgs polarisés s ou p (i.e. faisceaux ppp,
Ssp, spp, etc...) permet de déduire I'orientatiocatehélices et feuillets au sein de la protéine
(160).
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Ceci est plus difficile que de détecter les modeld (hotamment parce qu'il faut
s’affranchir de I'absorption par I'eau atmosphéajjumais la faisabilité de cette étude avec
notre dispositif expérimental a été démontré lduael étude préliminaire (cf. Annexe 3.A).

Le dispositif expérimental SFG permet aussi unéadacile a la gamme spectrale
permettant de sonder la présence et I'organisation film d’eau au-dessus de la SAM et
entre protéines et bactéries (3000 — 3300"cni existe une littérature abondante dans
laquelle les interfaces de I'eau liquide et gazemseéte étudiéefl6l) (162) (163) (164)
(165) Dans le cas présent, I'observation du film d’eaumettra probablement d’obtenir des
informations donnant accés a une compréhensioncplmpléte a I'échelle moléculaire de la
bio-adhésion.

Page | 131



Page | 132



Annexes

Page | 133



Annexe 1 : Complément au chapitre Il

A - Spectres SFG de la SAM d’ODT sur Au(111) sur mica

De facon générale, les supports d’or sur mica sonsidérés de meilleure qualité que
les supports d’or sur verre. Les images AFM ont imdoque pour les deux types de supports,
des terrasses d’or d’environ 1-2 figtaient obtenus et délimités par des « crevasstes »
20 a 30 nm de profondeur. Néanmoins, les supmbotssur mica que nous avons utiliés
(fournis par Phasis) présentent également des tteu2) a 30 nm de diameétre sur toute la
surface d’or. Ces défauts sont quelque peu inquitddans cette annexe, cette hypothése
sera vérifiée par des mesures de spectroscopie SFG.

La fonctionnalisation des supports d’or sur mish réalisée de la méme facon que
celle des supports de verre (cf. chapitre Il — 2)-avec une solution d’ODT. Les spectres
SFG de la SAM d’ODT / Au / mica sont acquis pendanméme temps d’acquisition que
ceux de la SAM d’ODT / Au / verre a I'air et daresalu distillée (Figure 75).

Nous avons obtenu des SAM d’ODT sur le mica quindo de bons spectres a lair.
L’ajustement du spectre SFG de la SAM d’ODT mesuléir est quasiment identique a celui
pour la SAM d’ODT sur du verre.

A. Air/SAM d’ODT / Au / mica B. Eau / SAM d’ODT / Au / mica
------ Spectre de référence
""""" Spectre expérimental
— Ajustement du spectre SFG
20 5FG ax SFG Bandes déconvoluées
om0k
1500
1000
sl
2800 25‘50 ZQ‘X Z9l50 I{I‘D 3050 3100
w (cm?)
Intensité maximale SFG = 2000 u.a Intensité maximale SFG =~ 150 u.a
Temps d’acquisition =100 s Temps d’acquisition =300 s
@;=5,07 rad = 290° (creux) @, = 6,7 rad = 24° (pics)
ri=7 r=7
R=4,5 R=0,6

Passage du substrat dans I'eau distillée :
déstructuration de la SAM

Figure 75 : Spectres expérimentaux SFG de la SARDT sur Au/mica (traits pointillés bleus) et
ajustement obtenu (courbe rouge) A. enregistréait Bt B. dans I'eau distillée. La courbe violette
représente le profil spectral du faisceau IR eniguilaqueux et les bandes vertes, les bandes
déconvoluées.
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Cependant, lorsque la SAM d’ODT sur mica est mis@ntact avec I'eau distillée, on
obtient des spectres 30 fois moins intenses. Bistdun signal du méthyle faible, sans que le
signal du méthylene n'augmente significativemengcaune phase\p = 24°) tres différente
de celle Ap = 260°) de la SAM sur du verre dans I'eau. Ce geament tres marqué de la
phase en présence d’eau est intrigant, de mémdaques forte perte d’'intensité globale.
Cette derniere nous a fait renoncer a utiliseriarnomme support.
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B- Déconvolution des spectres SFG et incertitudes

Les spectres expérimentaux SFG de la SAM d’ODTcamact avec les différents
environnements biologiques (eau, bactéries, pregeiretc...) sont déconvolués avec le
logiciel Mathematica en utilisant la formule suit@il) :

. Ay el¥r

LONR
XNRE + E -
Wir — wy, + I,
v

Les parametres ayant été définis au chapitre 23

Lspg(wir) < g(wig)

Le nombre de parameétres étant important, I'ajustgnautomatique réalisé par le
logiciel est long et donne parfois des résultata pbysiques. L'expérience montre que
'ajustement « manuel » a l'aide de la fonction aripulate » de Mathematica permet
d’obtenir I'ajustement plus rapidement tout en pettamt a I'expérimentateur de comprendre
comment les différents paramétres affectent letepevec cette fonction, chaque parametre
peut étre modifié a I'aide d’'un curseur en visualisinstantanément les variations du spectre
calculé, qui est superposé au spectre expérimgasgjy’'a I'obtention d’'un bon ajustement
visuel entre la courbe déconvoluée et le specpéraxental (Figure 76).

La reproductibilité des spectres SFG expérimentmuba SAM d’'ODT exposée a I'air
et de leur déconvolution sont représentées Figtire 7

L’incertitude estimée sur la valeur du rapport®R @e + 0,5 dans le cas de la SAM

d’ODT exposée a l'air ce qui correspond a une titcele de + 1° sur I'angle tilt du groupe
méthyle en bout de chaine aprés modélisation.
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R

Réponse non résonante

SFG

On ajoute les
bandes résonantes

W (cmY)

Parametres a ajuster :
B, : amplitude du mode de vibration i = A;
I, : demi-largeur a mi-hauteur du mode i
A, : différence de phase « du mode i »

i=1-7avec:

éponse non résonante + 3 bandes vibrationnelles de CH;
- SFG

W (cm?)

Ajustementl/

Réponse SFG totale
+ contraintes appliquées + optimisation de I'ajustement

SFG

n°1:
n°2:
n°3:
n°4:
n°5:
n°6:
n°7:

mode de vibration symétrique CH,
mode de vibration symétrique CH,
mode de vibration antisymétrique CH,
résonance de Fermi

mode de vibration antisymétrique CH,
mode de vibration symétrique CH,-S
mode de vibration antisymétrique CH,-S

—— courbe d’ajustement
— spectre SFG expérimental

N w (cm?)

Figure 76 : Ajustement (courbe rouge) du spectreédarmental SFG (traits pointillés bleus) de la
SAM d’'ODT exposée a I'air avec la fonction « Margpe » du logiciel Mathematica et en utilisant la

formule mathématique ci-dessus. Les contraintediqa@es afin d’obtenir une solution unique a
I’équation sont 7, constantes pour tous les modes de vibrationsty.gfixes = 290° = 5.07 rad pour
'ODT a I'air). La courbe en pointillés violets re@sente le profil spectral du faisceau IR en milieu
aqueux et les bandes vertes, les bandes déconsgoluée

SFG SFG
SFG 7000
2500r
2500 - 6000F
2000F a0 5000F
ﬁ 40001
15001 150CE E
\"L E 3000
1000F 100cF H
‘i 2000F
J’ 5001 { 10000
2800 28‘50 29’00 2é50 3000 3050 3100 20800 2?;50 2!;00 25;50 3[;00 3650 3100 2800 2850 2900 2950 3000 3050 3100
w (cm?) w (cm?) w (cm?)
05/06/09 04/12/09 31/03/10
R=33 R=38 R=4,2

Figure 77 : Spectres SFG expérimentaux de la SADDT a l'air (traits pointillées bleus) réalisés a
différentes dates et ayant conduit aux valeurs tesRlus éloignées. La courbe en violet représtente
profil spectral du faisceau IR, les bandes verta# s bandes déconvoluées.
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C - Spectres SFG de la SAM de PDT

Afin de confirmer I'impact de I'adhésion bacténmensur des « brosses » de chaines
alkyles (i.e. la SAM d’'ODT), un autre support a ééudié. Il s’agit du SAM de
PentaDécaneThiol (PDT), composé d’'un groupe thdel,quatorze groupes meéthylenes et
d’'un groupe méthyle, soit trois groupes méthylahesoins que 'ODT SAM. Si on se réfere
a la Figure 11 du chapitre Il, I'inclinaison du gpe méthyle est plus forte pour un nombre
impair d’atomes de carbone que pour un nombre fFagure ). On peut se demander
comment cette inclinaison initiale plus forte vatssluire lors de linteraction avec I'eau et
les bactéries.

CHj3 CH, CH, CH,

/// Jgss

SAM d'ODT SAM de PDT

Figure 78: Représentation schématique de la SAKMDT SAM et de la SAM de PDT en
conformation tout trans.

Les SAM de PDT sont préparés comme ceux d'ODT.dhésion bactérienne
également. Des images en épifluorescence (non éemtont été acquises et ont donné le
méme recouvrement bactérien sur le PDT SAM que I'QIDT SAM soit d’environ
70 + 10 %.

Les spectres SFG de la SAM de PDT sont réalisas s mémes conditions que
ceux de I'ODT SAM. Dans un premier temps, la SAM BBT est exposée a lair
(Figure .A) puis dans lI'eau pure ou contenant duCKNFigure .B). A lair, du fait de
l'inclinaison plus forte du groupe méthyle dan$’IeT, le spectre est dominé par la bande de
vibration asymétrique, tandis que les deux auteeslbés du méthyle sont assez peu intenses.
Le rapport R devient nettement inférieur & 1. D#eau la bande asymétrique décroit
fortemen.

La déconvolution des spectres SFG de la SAM de PXpbsée a I'air ou dans I'eau
distillée est également réalisée avec les mémdsanaties décrites au chapitre 11l (Tableau 7).
Le spectre expérimental SFG de la SAM de PDT expaséine solution de KNOa
10 mol.L* n'est pas montré car identique a celui de la SAMRDT exposée a I'eau
distillée.

La présence d’eau distillée en contact avec la @Alimente le rapport R par rapport
a la valeur obtenue de R lorsque la SAM de PDExgsbsé a I'air. Le méme effet de I'eau est
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observé pour 'ODT SAM et la SAM de PDT confirmdes résultats obtenus sur la SAM
d’ODT.

L’adhésion des bactériesactococcus lactisnodifiées PrtP+ hydrophobes est ensuite
effectuée sur la SAM de PDT pendant 90 minutes tlaas distillée. Le support est ensuite
rincé délicatement afin d’'enlever toutes les baetéqui n'auraient pas encore adhérées et
d’obtenir un recouvrement bactérien homogene ssuttace. Des images en épifluorescence
(non montrées) ont été acquises et ont donné leemnéoouvrement bactérien sur la SAM de
PDT que sur la SAM d’ODT soit d’environ 70 + 10 ¥ne lame de Cafest ensuite ajoutée

au-dessus de la suspension bactérienne afin dedifi@paisseur de la couche d’eau et donc
I'absorption du faisceau infrarouge.

Finalement, le spectre expérimental SFG de la SEVPDT exposée aux bactéries
hydrophobes et sa déconvolution sont réalisés conathe de la SAM d’'ODT exposée aux
bactéries (Figure .C). Le meilleur ajustement dpscses expérimentaux est obtenu en
considérant un recouvrement bactérien de 70 % cesjuen accord avec les résultats de
fluorescence et avec une difference de phase d& @B8@port face a un environnement

hydrophobe, cf. chapitre 1ll). Le rapporbdt+bactéries hydrophobes,eMaut 1,8 = 0,5 : il diminue
par rapport a For+eau

A. Air

5000 -

sym CH,
sym CH3
sym S-CH,
Fermi CH3
asym CH3
sym CH,
sym CHs;
sym S-CH,
asym CH,
asym CH3

Fermi CH3

B. Eau

)
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.
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27 280( 285( 290( 295(

e . oSS e e
275 280 285 2 205( 300 305( 3100
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C. Bactéries hydrophobes dans I'eau, recouvrement 70 %
4000

””” Spectre de référence /\
""""" Spectre expérimental 2000
—— Ajustement du spectre SFG [

Bandes déconvoluées /\‘
2000 - \\
100C -

SFG (u.a)

0 L i 1 I
275 280 285( 2000 205( 3000 305 3100

w (em™)

Figure 79: Spectres SFG expérimentaux de la SAMPD& (traits pointillées bleus) et leurs
ajustements (courbe rouge) A. exposée a l'air posée a I'eau distillée et C. exposée aux bactérie
L.lactis modifiées PrtP+ aprés 90 minutes d’adhastans I'eau distillée. La courbe en pointillés

violets représente le profil spectral du faisce®idn milieu aqueux et les bandes vertes, les bandes
déconvoluees.
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Paramétres de I'ajustement SAM de PDT a ljair Sédé&/PDT dans I'eau
distillée

Fréquences des modes de vibrationp :

Symeétrique Chi 2851 cnt 2851 cnt

Symétrique Chl 2877 cnt 2877 cmt

Symétrique CHS 2905 cm' 2905 cm'

Antisymétrique CH 2918 cnm' 2918 cm'

Résonance de Fermi 2936 cm' 2936 cnm'

Antisymétrique de CH 2962 cn 2962 cm'

Phase fixe pour tous les modes de

vibrationse 290 ° 260°

Demi-largeur a mi-hauteuis

identique pour tous les modes de 8,5+1cn 11+ 1 cnt

vibrations

Rapport R obtenu 0,75+0,1 3+0,5

Tableau 7 : Données obtenues lors de I'ajustemestspectres SFG expérimentaux de la SAM de
PDT a I'air et dans I'eau distillée selon I'équati@l).

Une modélisation du spectre SFG expérimental d®Al de PDT est effectuée afin
de quantifier plus précisément les changementsoomtionnels de la SAM de PDT selon
'environnement biologique auquel il est exposélle€ze est décrite au chapitre Il — 2 et les
résultats obtenus sont groupés dans le Tableau 8.

PDT exposé a Paramétre R (£ 0.5) Anglgs (= 3°)  Angle tiltyg CHz(+ 1°)
I'air 0,75 258/ 348 39,9/64,9
'eau distillée 3 215/ 305 20/53,1
bactéries 1,8 229 /319 26,3 /60,7

hydrophobes, eau

Tableau 8 : Résultats de la modélisation des specBFG (angle twisp et tilt du groupe méthyle

pour les molécules A et B respectivement) et détmnvolution des spectres SFG (paramBtre
Isym CH3 + Ipermi

IAsym CH3

Tout comme pour la SAM d’'ODT, I'eau distillée a effet brosse sur les chaines
alkyles qui se redressent alors que l'adhésionbadeséries hydrophobes dans I'eau tend a
coucher le méthyle terminal de la SAM : I'angld @H; augmente de 6 et 7° (pour les
molécules A et B respectivement) par rapport ai cdda SAM de PDT en contact avec I'eau
distillée. Néanmoins, I'adhésion bactérienne nengeipas de retrouver la conformation de la
SAM de PDT a lair (conformation la plus « couchge L'ODT et le PDT étant des
molécules semblables, les mémes explications décaiti chapitre Ill — 5 s’appliquent pour
décrire le comportement de la SAM de PDT face au'®u a I'adhésion des bactéries
hydrophobe.
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Malheureusement, I'étude de I'adhésion des basErilactis hydrophiles dans I'eau
distillée et celle de I'adsorption des protéinea pas pu étre réalisée par manque de temps.
On peut néanmoins supposer que les résultats medtt des milieux biologiques sur la
conformation de la SAM de PDT seraient les mémesogux sur la conformation de la SAM
de I'ODT (ce qui est le cas pour linstant pourirld’eau et I'adhésion des bactéries
hydrophobes).

En conclusion, les expériences réalisées sur | Ske PDT confortent les

conclusions faites sur la SAM d’ODT qui peuventralétre étendues a toutes les brosses
composées de chaines alkyles.

Page | 141



Annexe 2 : Complément au chapitre 11|

A - Dénombrement des bactéries

Le dénombrement est une technique permettant datifiar a I'ceil le nombre de
d’unités bactériennes formant colonies (UFC) conilastré sur la Figure 78.

De facon classique, on effectue des dilutions esgiges au dixieme dans l'eau
physiologique d’'une suspension bactérienne coneemr on dépose 1 mL de chaque dilution
sur une boite de pétri contenant la gélose nuritdd7A (CarlRoth) en surfusion (afin
d’obtenir une bonne répartition des bactéries dante la gélose). Aprés solidification de la
solution, les boites sont retournées pour évitecoladensation et mises a I'étuve a 30°C
pendant une nuit afin de permettre la multiplicataes bactéries. Une bactérie aura donné
lieu & une colonie bactérienne et on dénombre #ansmbre de colonies contenues dans les
boites, typiqguement entre 30 a 300 colonies. L'erpée est répétée deux fois pour chaque
dilution (Tableau 9). Cette méthode permet un ddsrement facile mais est consommatrice
de matériels microbiologiques.

Une seconde méthode peut étre utilisée appeléent#ament par micro-spots
(Figure 78). Seul 10 pL de chaque dilution bactérée(spot) est déposée sur une surface de
gélose M17A déja gélifiée. Chaque spot est reptaiuifois. Apres séchage des micro-spots,
la boite de pétri est ensuite retournée puis ineubdétuve a 30°C durant une nuit. Les
micro-spots contenant 3 a 60 bactéries sont déré&smbr

Dilutions a 10510 107 108 10° UFC/mL

Figure 78: Boites de pétri contenant la gélose W1Ju sein desquelles sont déposées des
suspensions bactériennes a différentes dilutioes1@ & 16 UFC/mL) aprés une nuit & I'étuve a
30 °C (a gauche) et son dénombrement (a droiténpthbrement par micro-spots.

Quelques résultats détaillés pour les deux tymesndsures du déenombrement sont
répertoriés dans le Tableau 9 : ils sont identiques
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Méthode de dénombrement

Classique (UFC/mL) Micro-spots (UFC/mL)

Suspension de. lactis hydrophobe 148.10 10.10
136.10 2 uspots a 13.f0
(14.10 18.10
15.10) 19.10
20.10
2 uspots a 1.£0
2.10
___________________________________________________________________________________________ 510 .
Résultat dénombrement 1,4.10 1,6.10
Suspension de. lactis hydrophile 45.10 46.10
49.1¢ 37.1¢
2.10
2 uspots a 4.£0
5.10
8.10
___________________________________________________________________________________________ 910
Résultat du dénombrement 8,7.10 9.10

Tableau 9: Comparaison de la détermination du n@rdiunités formant colonies (UFC) par micro-

spots et par la méthode classique.
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B - Caractéere hvdrophobe / hvdrophile et acide / base de Lewis des bactéries

Lorsqu’une particule colloidale idéale (ici, ldlake bactérienne) est immergée dans
un solvant, différentes interactions existent elangarticule et le solvant :

- des interactions de van der Waals. En milieu aguées< forces de Keesom
(interaction dip6le-dipble) et de Debye (interactidiplle-dipdle induit) sont
négligeables. Seules sont a considérer les foreed.ahdon (interaction de
dispersion) aussi appelée interaction de Lifsh#a-der Waals en milieux aqueux
(11).

- des interactions acide / base de Lewis (interast@ectrostatiques)

- des interactions polaires (hydrophobe / hydropdfdlies le cas du solvant eau).

Le caractére hydrophobe / hydrophile et acidedebde Lewis des particules
colloidales en solution et en particulier des haet¢ peut étre déterminé par la méthode de
I’Adhésion Microbienne aux Solvants (MATS pour Mibial Adhesion To Solvent$)66)

Afin de comparer le caractere acidobasique d’uadiqule, il faut choisir deux
solvants ayant des caractéristiques accepteurnedmrd’électrons différentes mais possédant
les méme tensions de surface de Lifshitz-van denl¥Vat le méme caractére polaire /
apolaire. De la méme facon, le caractére hydrophobgdrophile d’'une particule sera
déterminé en utilisant I'eau et un solvant apolaire

Pour caractériser les deux souches bactérienmes, avons utilisé les couples de
solvants (Tableau 10) :

- le chloroforme (accepteur d’électron, acide de Ispwat I'hexadécane afin de
déterminer le caractere électron-donneur de lalsobactérienne

- lacétate d'éthyle (donneur d'électron, base de ikgwet le décane afin de
déterminer le caractere électron-accepteur dedehsobactérienne

- l'eau et 'hexadécane (apolaire) et I'eau et leaéc(apolaire) afin de déterminer
le caractére hydrophobe / hydrophile de la souettébhenne

Solvant YLLW ’Y|_+ ’YL_
Chloroforme 27,2 3,8 0
"~ Hexadécane | 277 | o | 0o
Acétate d’éthyle 23,9 0 19,4
"""""" Décane | 239 | o0 [ o

Tableau 10 : Caractéristiques énergétiques (rif).des solvants utilisés pour la MATS selon la Ref.
(166) :y."" représente la composante de Lifshitz-van der Wadl$a composante électron-accepteur
ety " la composante électron-donneur.

Les mesures de MATS sont réalisées en mélangedntm2 de la suspension
bactérienne (fOUFC/mL) avec 0,4 mL de chaque solvant sous agitatia solution est
ensuite laissée au repos pendant 15 minutes adissuler la complete séparation entre la
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phase aqueuse et la phase organique (phase dutyolvaffinité microbienne pour chaque

solvant est alors calculée de la fagon suivante :
D.0.,— D.O;

Yoar finite = D 0. x 100
0.

ou D.O;, la densité optique mesurée a 400 nm de la suspehactérienne dans 'eau
avant ajout du solvant

D.Oy, la densité optique mesurée a 400 nm de la sugpebactérienne dans I'eau
apres I'étape de séparation de phase

Si Y%gsrinite — 0% alors D.Q.~ D.Oy : les bactéries n’ont aucune affinité pour le antv
Si %qrrinite = 100 % alors D.O.~ 0 : les bactéries ont une grande affinité posolgant.

Pour chaque mesure, sept échantillons sont pe@neé de faire varier le temps
d’agitation de 10 a 120 secondes.

Résultats

Les suivis cinétiques par la méthode MATS du pentage d’affinité des deux
souches de bactéries dans différents solvantgsprésentés sur la Figure 79.

A. Bactéries L. lactis PrtP+ B. Bactéries L. lactis sauvages
100~
100+

804
804

60+
60+

04 404

204

% solvatation
% solvatation

204

0 0+
VY yvVv Vv ——

20 : : : : : : 20 —— : . —

0 20 40 60 80 100 120 0 20 40 60 80 100 120
Temps (s) Temps (s)
Figures A. et B.
@ Chloroforme C. Différence d'affinité| Chloroforme — Hexadécane| Acétate d’éthyle — Décane
® Hexadécane Bactéries PrtP+ 0,1 -23,2
A Dé .
Decane Bactéries sauvages -4,7 -30,7

¥V Acétate d’éthyle

Figure 79 : Suivi cinétique par la méthode MATSAdda souche bactérienne modifiée PrtP+, B. la
souche sauvage, C. Tableau récapitulatif de la@dsfice d’affinité observée at =120 s pour lesxdeu
couples de solvants utilisés et pour les deux sEsibactériennes.

On remarque que quelque soit les solvants, I'étationnaire de solvatation des
bactéried.. lactis non modifiées est immédiat alors que pour leséadl . lactis modifiées
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PrtP+ il est atteint au bout de 60 secondes. s, gda souche modifiee présente une plus
grande affinité pour tous les solvants que la seszuvage.

Le caractére hydrophobe / hydrophile des bact@stgdirectement déterminé par le
pourcentage de solvatation des bactéries pourdd&sane et le décane : 95% d’affinité est
obtenu pour la souche modifiée PrtP+ et seulen288 pour la souche sauvage (Figure 79).
Ceci montre que la modification génétique portamtla protéase de la paroi bactérienne a
rendu la bactérie. lactis PrtP+ beaucoup plus hydrophobe que la bactérieagau(qui est
plutét hydrophile).

Au contraire, les propriétés acide / base de Lalgida paroi bactérienne des deux
souches bactériennes sont les mémes : les diffsed@affinités des couples de solvants
« chloroforme / hexadécane » d’'une part et « aeétd@thyle / décane » sont du méme ordre
de grandeur pour chacune des deux souches etft&emtes sont plus importantes pour le
couple « acétate d'éthyle / décane » (envird@54 %, Figure 79.C). Ces résultats indiquent
gue les parois bactériennes des bactéltieslactis sauvages et modifiées PrtP+ ont
essentiellement un caractere acide de Lewis.
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C - Cinétique de croissance des bactéries L. lactis

Afin d’obtenir une suspension bactérienne homogenelans un état stationnaire
précoce (i.e. la population bactérienne est homag@tipeune : les bactéries ne se dénaturent
pas encore et ont toutes les mémes propriétésquicysmiques), la cinétique de croissance
des bactéries est étudiée.

Protocole

La croissance des bactéries est un phénomeéndigpéa@ chaque souche. La courbe
de croissance pour atteindre un état dit statisenaist une donnée importante en
microbiologie permettant de caractériser I'état blpgique de la bactérie en fonction du
temps. La cinétique de croissance des cellulegbeches est obtenue a partir de mesures de
densité optique a intervalle de temps réguliertelle schématisée sur la Figure 80. En
utilisant le modele de Gompert£(¢,6,)), on peut avoir accés au taux de croissance
maximumy,,, ., €t au temps de latence lag (Figure @®)7):

D.O. el
f(t,6,) =In(D.0.4) +1n (ﬂ> X exp|—exp _ Pmax® X (lag—t)+1
D.0.,

avec t,letemps

91 = (D.Omax, D.OO, |ag, Hnax)
D.Omax la densité optique maximale mesurée
D.O,, la densité optique minimale appelée densité opttgmoin.

phase de latence : vitesse de multiplication nulle,
période d’adaptation des cellules
a leur nouvel environnement.

phase exponentielle : phase de croissance
exponentielle, la vitesse de
croissance passe de zéro a la
vitesse maximale.

phase stationnaire : arrét de la croissance d( a
I’épuisement des substances

i i i i i , nutritives (ou autres modifications

lag temps environnementales).

In(D.0.y) -

Figure 80 : Modele de Gompertz.

Des courbes de croissance des bactéries ont @liéées a partir de suspension
bactérienne a trois concentrations différentes.

Expérimentalement, la souche est mise en cultamres de milieu {M17 + 0,5%
(masse/volume) glucose} durant toute une nuit pemBquée une fois et remise également
durant toute une nuit a I'étuve. Lors du troisierapiquage, trois solutions sont préparées :
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1 mL de la solution bactérienne du deuxieme regguest preleve puis placé dans 100 mL du
milieu {M17 + 0,5% (masse/volume) glucose} formaaihsi la solution §; 0,5 mL de la
solution bactérienne du deuxiéme repiquage esey#égbuis placé dans 100 mL du milieu
{M17 + 0,5% (masse/vol) glucose} formant ainsi laludion S ; 0,25 mL de la solution
bactérienne du deuxieme repiquage est prélevépbaicg dans 100 mL du milieu {M17 +
0,5% (masse/vol) glucose} formant ainsi la solutian

Chague solution est ensuite suivie par dénombremernprélevant de 1 mL de la
culture bactérienne a des intervalles de tempdiegg{60 min) et pendant une durée de 24 h.
En paralléle, les concentrations de suspensiongrEmes sont également déterminées par
mesure de la densité optique au spectrophotomé&trerfhoSpectronic, H@s €) a une
longueur d’onde de 620 nm : longueur d’onde seeasildh biomasse bactérienne par diffusion
de la lumiére par les bactéries.

Résultats

Les courbes de la densité optique et du dénomimteemefonction du temps donnent
des tendances identiques (Figure 81) : lorsqueb&téries sont re-suspendues dans un
nouveau milieu de culture, un temps de latencerafip@as de développement bactérien car
les bactéries s’acclimatent d’abord a ce nouvealieuhi suivi par une croissance
exponentielle du nombre de bactéries dans le mda@ur finir par atteindre un palier (phase
stationnaire). Pour une faible concentration itétian bactérie (solutionsfs on peut voir un
temps de latence d’environ deux heures. On remaggakement que la phase de croissance
est exponentielle et gu’elle dure environ 7 hepi@as la solution § 8 heures pour la solution
S, et 9 heures pour la solution. ©n atteint alors la phase stationnaire ou ilunaquilibre
entre les bactéries qui se divisent et celles geurent. Les trois solutions donnent des
courbes paralleles entre elles pour la phase expieile, comme attendu car les trois
solutions sont composées des mémes bactéries @uesntrations différentes. Le décalage
vers la droite pour les suspensions bactérienrfagpl@ concentrations initiales en bactéries
s’explique par le fait que les bactéries ont acc@dus de milieu nutritif par bactérie que les
suspensions a forte concentrations bactériennephlae stationnaire est donc atteinte plus
tard dans le temps.

Apres analyse des courbes de croissance par ldenel&ompertz, on obtient :

- temps de latence : lag = 1,01

- taux de croissance i = 1,38 mift

- temps de génération (i.e. temps nécessaire au etoeht de la population) :
T4 = 30,15 minutes.
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Dans 100 mL de milieu de culture, on ajoute un
volume de suspension bactérienne R, de :

8 ImL:solution S,

® 0,5mL:solutionS,

A 0,25 mL:solution S

Figure 81 : Courbe de croissance des bactériesattis modifiées PrtP+ en fonction du temps A.
selon le log(dénombrements) et B. selon la mesaita densité optique (D.6enm pour la solution §

en noire, $en rouge et sen bleue.

On souhaite obtenir une suspension bactérienre wtagtat stationnaire précoce a une
concentration de I'ordre de 1QWFC/mL aprés une nuit d’incubation & 30°C (c’estiz au
bout de 17 heures). Il s’agit donc d’obtenir la neésnspension bactérienne que la solution S
au temps t = 10 heures. A partir de I'analyse deomirbes, il a été déterminé gu'il fallait
ajouter 16 pL de suspension bactérienne provenaﬁ‘f”t? repiquage a 100 mL de milieu de
culture frais pour obtenir la suspension bactéeedans un état stationnaire précoce au bout

de 17 heures d’incubation.
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D - Principes théoriques de la microscopie de fluorescence

Le diagramme de Perrin-Jablonski montre les psaephotophysiques primaires
(Figure 82). Il représente des niveaux d’énerggetébnique et les sous-niveaux vibrationnels
d’'une molécule organique ainsi que les transiti@atives (avec émission ou absorption
d’'un photon) et non radiatives qui ont lieu entes miveaux et ces sous-niveaux. Ces
différents processus sont :

- la fluorescence : processus radiatif de I'éted S.

- et deux processus non radiatifs : la converamerne (C.I.) qui est une transition
entre états électroniques de méme spin. On pasee dd $ a S, ; et la conversion inter-
systeme (C.I.S.) qui est une transition entre ddats de spin différents. On passe alors,de S
aT,.

Une fois peuple, I'état triplet,Ipeut lui aussi se désactiver :
- par phosphorescence : processus radiatif d lfeia To.
- et par la conversion inter-systemgvérs 3.

Quand on excite en phase condensée une molécudeutiaétat électronique excité
singulet @, il intervient tres rapidement une conversion rimée suivie d’'une relaxation
vibrationnelle ou les molécules excitées arrivemtls niveau vibrationnel le plus bas de I'état
S, se désexcitant par les processus radiatifs ouwl@orits au-dessus.

Lors de I'excitation d’'une molécule, deux problemegeurs peuvent étre rencontrés :

- le photo-blanchiment : suite a I'excitation photpre, la molécule a I'état excitée a
tendance a étre plus réactive ou photodétruitenaitnnaissance a des photo-
produits. Ces derniers sont souvent non fluoresc&#ci se traduit donc par une
perte progressive de l'intensité de fluorescencis&par un échantillon.

- la saturation : lorsque l'intensité de fluoresceneevarie plus linéairement avec
I'énergie incidente (processus monophotonique)katalré de I'énergie (processus
biphotonique), il peut se produire des effets namédires d’interactions
rayonnement / matiére conduisant a des problemategrétation des résultats
(ionisation, etc...).

Dans ces deux cas, le signal de fluorescence preudifficile a traiter.

Pour que la molécule absorbe, il faut lui apporee certaine énergie. En effet,
lorsqu’une molécule absorbe un photon, elle pewt @brtée dans différents niveaux
vibrationnels d’un état excité selon I'énergie Ppaypée par la source excitatrice :

C
E - hz
avec c, la célérité de la lumiere

h la constante de Planck

A, la longueur d’onde de la lumiére incidente.
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Figure 82 : Diagramme de Perrin-Jablonski. Les tgapleins verticaux représentent les divers
processus radiatifs et les lignes pointillées watts la relaxation vibrationnelle. Le sigle C.I.
représente la conversion interne et C.1.S. la cosiva inter-systéme.

En phase gazeuse, I'énergie absorbée par une utolée peut prendre que certaines
valeurs discrétes d’énergie et le spectre d’abgorgbrrespond donc a un spectre de raies.

En phase condensée, les molécules ne sont pléssset de nombreuses interactions
ont lieu avec le milieu environnant, ce qui condliun continuum d’états vibrationnels.
L’ensemble des transitions possibles entre I'étatdamental et ce continnum crée une
« enveloppe » qui correspond au spectre d’absaorptio

Les conversions internes qui se produisent lola désexcitation d’'une molécule sont
a l'origine des pertes d’énergie entre les photbescitation et les photons d’émission. Ainsi
la longueur d’onde correspondant au maximum d’é@ons®st toujours supérieure a la
longueur d’'onde centrale d'absorption car I'émissg® produit le plus souvent a partir de
I'état vibrationnel de plus basse énergie de I'étagulet excité. Ce phénomene est appelé
déplacement de Stokes. Ce déplacement est uneé&aidgue importante : en effet si le
déplacement de Stokes est faible, il sera diffiddeséparer les longueurs d’onde d’excitation
et d’émission au moyen de filtres. La détectioncaffe du signal de fluorescence sans bruit
parasite provenant de I'excitation sera alors campge. De plus, si le recouvrement entre les
deux spectres est important, une réabsorption desops de fluorescence émis peut se
produire et provoquer des distorsions dans le spd&mission.

Il faut donc connaitre parfaitement le spectrébsiaption de la molécule a étudier
pour accorder la longueur d’onde du laser / lampesur I'absorption désirée et le spectre
d’émission pour I'observer aux bonnes longueursidéo
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E - Adsorption protéique sur la SAM d’ODT, mesures d’angle de contact

Des études cinétiques d’angle de contact, compitaines aux mesures effectuées sur
la SAM d’ODT recouverte de protéines, ont été s&aé au goniometre « macroscopique ».

Une goutte de solution protéique a la concentmadi® 0,1 mg.mt: dans I'eau distillée
a été déposée sur la SAM d’ODT nue. L'étude cinéti(Figure 83.A) montre que I'angle de
contact diminue au cours du temp@sofinopT+Bsa) = 80°) reflétant une adsorption de la
protéine sur la surface hydrophobe de la SAM d’Qlahs un temps trés court.

[ ] [ ]
A L 4— 120-B- = ODT + BSA (0,5 mg.mLY)
1 / Vi © ODT + BSA (0,1 mg.mL1)
2 ° 1 ¥ ODT + BSA (0,05 mg.mL™%)
A ] ° A .
100 'lnﬂﬂ:f"' 100 | A ODT + BSA (0,01 mg.mL?)
AA R ] A
A
o 804 4 8o A,
3 \ La
] v =
‘g " ] AAa, A 4 A
g 604 ® ODT seul + goutte d'eau 60+ Ty "m,
@ ® ODT + eau — séchage + goutte d’eau ] oV o LI
° A ODT + goutte de BSA (0,1 mg.mL?) 0 & ° o Vv vy LI
o ] i
2 ° Vv
<
[ ]
7 204 -
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Figure 83: Cinétique de I'angle de contact sur lAN6d’ODT A. mesures de contrble et B. mesures
suite a I'adsorption de différentes concentratialesprotéines BSA. Les images de I'étalement de la
goutte d’eau en fonction du temps sont égalemésemtées.

Apres adsorption protéique sur la SAM d’ODT perid2t minutes (i.e. les protéines
BSA ont eu le temps de s’adsorber sur la surfaqpedlque-soit la concentration protéique
(variant de 0,05 & 1 mg.ril), la cinétique montre que l'angle de contact ahitvaut
Bi(opT+BSA 0,05-1 mg,le) = 73 £ 3° et qu'il diminue au cours du temps (Feg@3.B). Cette
diminution est le reflet de la compétition de diéfiBts facteurs : réarrangement des molécules
au sein de la goutte sur la surface (qui a tendanégler la goutte d’eau s'il y a une forte
affinité entre I'eau et la surface sondée) et éxatmmn de la goutte (i.e. rétraction).

Seule la cinétique d’angle de contact réalisedass@®@AM d’ODT apres adsorption de
BSA & une concentration de 0,01 mg:nést différente. En effet, 'angle de contact aditi
vaut 6iopT+esa001mgmi) = 91 £ 2° et la courb@ = f(t) présente deux régimes : elle diminue
fortement puis présente tres rapidement (en moind50 secondes) un plateau avec une
valeur d'angle de conta®pjateau, ooT+BsA 0,01 mg_n}{) = 68 = 2° (donnée incluse dans le
Tableau 3) proche de la valeur de l'angle de caoniaitial obtenue pour les autres
concentrations de BSA utilisées. Les phénomeénesi@rghimiques ne sont pas encore
totalement élucidés mais on peut supposer queelaipr régime correspond a une étape de
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« mouillage » : la goutte d’eau relaxe de son adgleontact initial vers une valeur pseudo-
équilibre Bpiaea 0l la couche de protéines est modifiée (changemerdonformation de la
protéine ou modification de I'assemblage des pnetia la surface). Cette premiere étape
interviendrait uniquement pour des concentratiasea faibles de protéines afin de permettre
la réorganisation structurale des protéines etloudrotéique. Au contraire, le second régime
résulte de I'adsorption de la goutte d’eau suruidase BSA / SAM d’ODT: on se retrouve
dans le régime initial pour des concentrations@aqoies plus imgrtantes et on obtient alors

0 (plateau, ODT+BSA 0,01mg/imiF 0i(ODT+BSA 0,05-1 mg/mL)

Comparaison des résultats obtenus au goniometre «amroscopique » et
« picolLitre »

La faible divergence des angles de contact initiaentre le goniometre
« macroscopique » et « picoLitre » observé (cf.|@ab 3, chapitre 1l — 3 — 2) peut
s’expliquer par le fait qu'au goniométre « macrgsgae », le temps initial n'est pas le vrai
temps «t = 0» =(depot goutte)Car ce temps est décompté par un chronometre nbéeée
manuellement (le temps indiqué correspond a un derdel de 2 & 10 s). Au contraire, les
images et les angles de contact initiaux donnédepgoniometre « picoLitre » permettent
d’obtenir le véritable temps initial car I'acquisit des images par la caméra commence avant
le dépdbt automatique de la goutte d’eau distilléda surface.

De plus, les gouttes sont réalisées de maniére uellan au goniomeétre
« macroscopique » et n‘ont donc pas toutes exactefeeméme volume au contraire du
goniomeétre « picolLitre », un facteur influencardniyle de contact de la goutte d’eau. En
effet, I'angle de contact dépend du réarrangemestndolécules au sein de la goutte sur la
surface : plus une goutte sera volumineuse, plies aintiendra de molécules pouvant
interagir avec la surface, au cours du temps cdéamles peuvent se réorganiser et donner
lieu a un étalement ou a une rétractation de latg@t donc a une modification de I'angle de
contact. Enfin, la valeur de l'angle de contact etép des conditions de température et
d’humidité de la piece influant sur I'évaporatioe th goutte déposée sur le support. Au
laboratoire, les deux goniomeétres ne sont pas pldags la méme piéce.

En conclusion, les données obtenues au gonioregbieoLitre » apparaissent plus

fiables que celles obtenues au goniométre « mampagpee » et refletent la réalité de
'adsorption protéique sur la SAM mais sont pluicies a acquérir expérimentalement.
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F - Caractérisation de la SAM d’ODT deutéré

La surface SAM d’'ODT deutéré a été caractérisée spactroscopie SFG et par
mesures d’angle de contact. L’angle de contactaind’'une goutte d’eau déposée sur le
support mesurée au goniometre « macroscopiqu »= (109 +2°) révele une surface
hydrophobe homogéne identique a la surface d’ODWM $#drogéné.

La spectroscopie SFG de la SAM d’'ODT deutéré egpasl’air a été réalisée dans la
gamme spectrale des groupements; @D CD» soit entre 2000 et 2300 EnfFigure 86).

La déconvolution du spectre expérimental a été is@al selon [I'équation (1)

(cf. chapitre 1l — 3 — 2) dont les contraintes legrparamétres sont les mémes que celles sur la
SAM d’ODT hydrogéné. En particulier, la différende phase est fixée a la valéus = 290°,

les demi-largeurs a mi-hauteurs sont fixes et amsiciere tous les modes de vibrations des
groupes Clhyet CD;.

La déconvolution des spectres montre qu'il exstpt modes de vibration dans la
SAM de molécules d’ODT deutéré en accord avedtditure(170):

- la vibration d’élongation symétrique et antisynmgitieé du groupe CPa 2073 et
2218 cni respectivement

- la vibration de la résonance de Fermi du groupe & pulsation 2130 cfn

- la vibration d’élongation symétrique et antisynuie du groupe Cpa 2100 et 2200
cm* respectivement

- les deux vibrations de la résonance de Fermi dupgr€D & 2142 et 2165 cth

En conclusion, la fonctionnalisation du substrat gar les molécules d’'ODT deutéré
permet d’obtenir une SAM d’ODT deutéré homogendaute sa surface.
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Figure 84 : Spectre expérimental de la SAM d’ODTuitdee exposée a l'air (en traits bleus pointillés)

et du cristal GaAs exposé a lair (courbe poingllésiolette). L'ajustement réalisé suite a la

déconvolution du spectre expérimental est égalemergent (courbe rouge) ainsi que les bandes
déconvoluées (courbes vertes).

Page | 154



G - Mesure de l'interaction bactérie - protéine par la méthode de Bradford

Méthode de Bradford

La concentration des protéines « adsorbées >aquarbi bactérienne a été déterminée
par la méthode chimique de Bradford. Elle consigteautiliser le bleu de Coomassie
(Coomassie Brilliant Blue G25@168) (169)dont le spectre d’absorption se modifie lors de
son interaction non covalente avec les protéiniggi(€ 85).

Expérimentalement, on détermine dans un premiempseune courbe étalon qui
mesure I'évolution de l'absorbance a 595 nm d'uotton de bleu de Coomassie en
fonction d’ajout de concentration croissante degines BSA (Figure 86.A).

Il n'est pas possible de mesurer directement leceotration de protéines liees aux
bactéries dans une suspension {bactéries + BSA§ damesure ou :

- au sein de cette suspension, coexistent de laipeotdre et de la protéine
« fixée »

- le bleu de Coomassie n’'est pas spécifique a la BiSgeut se fixer aux protéines
de surface des bactéries

Pour s’affranchir de ces possibles artefacts deunee la suspension {bactéries +
BSA} a été centrifugée (10 minutes, 7000xg) puimll du surnageant (contenant la BSA
libre et éventuellement les déchets bactériensjéaddéuée dans 0,8 mL du colorant de
Bradford. On mesure I'absorbance de cette solui@95 nm que I'on compare a la courbe
étalon pour déterminer la concentration protéigeiealsurnageant. De facon complémentaire,
une suspension de bactéries seules est aussifugdgridans les mémes conditions puis
mélangée au bleu de Coomassie pour déterminentzentration du colorant fixé aux déchets

bactériens. Par différenciation on a alors accks Gncentration de protéine BSA liée aux
bactéries.

Résultats

La concentration des protéines adsorbées sualesspbactériennes, déterminée par la
méthode de Bradford, donne les résultats suivé&ingsie 86) :

- 86% des bactéridslactis PrtP+ hydrophobes sont recouvertes de protéinéds BS

- 56% des bactéridslactis hydrophiles sont recouvertes de protéines BSA
lorsque I'on considere que les protéines a la sarées bactéries ont la méme forme que celle
en solution (forme « normal ») et recouvre totale& paroi bactérienne.
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A 1 Complexe C. Structure du bleu de Coomassie
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Figure 85 : Spectres d’'absorption A. du bleu de Bassie en interaction avec des protéines, B. du
bleu de Coomassie seul dans 'eau distillée, fiqadaptée de la Ref (169) et C. structure du colbran
de Bradford.

A. B.

Surnageant de: D.0 (595 nm) [BSA]surnageant [BSA]paroi bactérienne

Courbe étalon D.O=f([BSA])

1,09

Bactéries phobes 0,284

Bactéries phobes + BSA 0,787 0,038 0,062
g Bactéries philes 0,132
g Bactéries philes + BSA | 0,769 0,06 0,04
0,2 - : E [BSA]surnageant+ [BSA] paroi bactérienne = [BSA]totale = 011 mg'ml'il
000 002 004 006 008 | ol0 I
[BSA] (mg.mL?) Données : Mgg, = 66 267 g.mol?!
AD‘Ophobes =0,5 Sforme N de la BSA™ 30x80A2=2.4x 10 m?
AD-Ophiles = 0'64 Asurface d'une bactérie — 4.1 X r2 =3.14x 10_12 m2

Na = 6,02.1023 mol*
nbr total de bactéries/L = 5x1012UFC/L

Calculs: A/S =130 833 BSA sur 1 bactérie
or [SAB] = Nbr BSA/L x Mgga/ Na
donc nbr de bactéries+BSA/L = Nbr BSA/L / (A/S)

Taux de bactéries recouvertes totalement de BSA =

nbr de bactéries+BSA/L / nbr total de bactéries/L x100
= 86 % de bactéries hydrophobes
=56 % de bactéries hydrophiles

Figure 86: A. Courbe étalon de I'absorbance (D.@ensité optique) en fonction de la concentration
de protéines BSA et B. Résultats de la mesure@eour les différentes solutions.
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La valeur pour les protéines « adsorbées » arfacgides bactéries hydrophiles est en
accord avec les mesures de mobilités électropljoedi mais celle pour les bactéries
hydrophobes non. En considérant les deux méthoaesufes de M.E. et méthode de
Bradford), les mesures de mobilité électrophoré&tigont plus pertinentes et plus fiables que
celles obtenues par la méthode de Bradford.

En effet, il y a une incertitude sur la concembraides protéines au sein de la solution
car celles-ci peuvent s’adsorber sur les paroidrive. Une étude concernant I'adsorption
de la BSA sur les cuves d’absorbance au coursmpgevec et sans colorant de Bradford
aurait d0 étre menée. De plus, le fait que le emibde Bradford ne soit pas spécifiqgue aux
protéines BSA ajoute de lincertitude car peut-&ee les bactéries au cours de temps
relarguent d’autres protéines qui peuvent enswtemnplexer avec le bleu de Coomassie.

Enfin, le taux de recouvrement des protéinesayaloi bactérienne est déterminé en
supposant que les protéines en interaction avduaetgries gardent la méme forme que celle
en solution et que les protéines tapissent la gecierienne en se couchant et en ne formant
gu’'une monocouche. Il est possible qu'une prot@&SA en interaction avec les bactéries
interagisse également avec d’autres protéines.

En conclusion, les mesures de concentration puaeésuite a I'interaction entre la
protéine BSA et les bactéries lactiques ne sonppasantes et les valeurs données ci-dessus
sont surestimées. Par la suite, seuls les résuléatetamétrie sont utilisés, soit un taux de
recouvrement des bactéries par les protéines aamvb0% pour les deux souches de
bactéries.
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H - Effet de I’'hétérogénéité du recouvrement bactérien sur les spectres SFG

L’adhésion des bactérigéslactis dans I'eau distillée sur la SAM d’ODT peut con@uir
a deux systemes selon le protocole de rincagehapitre 111) :

- sans prendre de précautions particulieres, la SADMD@ est recouverte de bactéries
formant des réseaux (i.e. recouvrement bactéeriggrdgene)

- en prenant des précautions particulieres lors mitage, le recouvrement bactérien de
la SAM d’ODT est homogeéne et est estimé a 60 + 1ff&8b6e a diverses techniques.

Dans cette annexe, les spectres SFG de la SAM TO'@Dcontact avec les bactéries
lactis modifiées PrtP+ hydrophobes formant un tapis b&ctéhomogene (Figure .A) ou un
réseau bactérien (Figure .B) ont été acquis puisrd@®lués selon la méthode expliquée au
chapitre Ill — 2. Selon le type de recouvrementtérden de la surface, différentes formes
spectrales sont obtenues. En particulier pour pesties SFG réalisés le méme jour et avec le
méme temps d’acquisition, I'intensité maximale gedre SFG est deux fois plus importante
dans le cas ou le recouvrement bactérien est Igééeo sur la SAM que pour un
recouvrement homogene. Ceci indique que les faiscedasible et infrarouge sont
probablement moins absorbés par le milieu biologigavironnant la surface ce qui est en
accord avec 'obtention un recouvrement hétérogienia surface (i.e. moins de bactéries sont
présentes sur la surface analysée par les faisdesexmoins d’absorption).

A Recouvrement bactérien homogéne B Recouvrement bactérien hétérogene
(60 £ 10 % pour I'ajustement) ’ (20 £ 10 % pour I'ajustement)
20000 R=3,8+0,5 W R>100

1500

1000

SFG (u.a)

;
2

5001~

0 I ! L 0
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Figure 89 : Spectres SFG expérimentaux de la SAMD® (traits pointillées bleus) et leurs
déconvolution (courbe rouge) A. lorsque la surfast recouverte de fagcon homogéne par les
bactéries L. lactis modifiées PrtP+ et B. lorsqaeslrface est recouverte de facon hétérogene par le
bactéries L. lactis modifieées PrtP+. La courbe amintillés violets représente le profil spectral du
faisceau IR en milieu aqueux et les bandes vdesfandes déconvoluées.

Lorsque la SAM d'ODT est recouverte par les baesérde facon hétérogene
(Figure .B), le meilleur ajustement du spectre expéntal SFG est obtenu pour un
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recouvrement bactérien de 20 £ 10 % ce qui paagbnnable. Malgré la prise en compte
d'un recouvrement bactérien plus faible que dansde d'un recouvrement bactérien
homogene de la SAM, la valeur du rapport R (i.ef@onation des molécules d’ODT) n’est
pas du tout la méme que celle obtenue pour un veement homogene : R augmente
drastiquement (R > 100).

Lorsque la valeur du rapport R est trop importdtyeiquement R > 20-30), le spectre
SFG expérimental ne peut plus étre modeélisé saasgehn uniquement la valeur de I'angle
twist. Pour modéliser correctement le spectrgubifait changer I'angle ti& voire les angles
y1 des molécules A et B: les molécules d’ODT ne fmaient plus une structure en
monocouches autoassemblées. De plus, les spe&tesi&Sla SAM d’'ODT en contact avec
des réseaux bactériens ne sont pas reproductitdesonséquent, I'analyse de spectres SFG
et 'obtention des conformations de la SAM d’ODT ewntact avec un milieu biologique
hétérogéene ne sont plus possibles.

En conclusion, il est important de controler Itétke la surface en contact avec les
bactéries et de s’assurer du bon recouvrement riEactBomogéne de la SAM d’ODT en
réalisant des rincages dits « précautionneux ». réssltats montrent encore une fois la
sensibilité de la technique SFG.
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Annexe 3 : Complément aux Perspectives - expérierscpréliminaires

A - Conformation de la protéine BSA adsorbée sur la SAM d’ODT par SFG

Il existe differentes méthodes permettant de deter la conformation ou d’obtenir
des informations structurales sur une protéineamatent le dichroisme circulaire (une
spectroscopie d’adsorption basée sur la mesura différence d’adsorption de composés
chiraux) qui permet de déterminer entre autresehtespourcentage relatif d’hélices alpha et
de feuillets béta au sein de la proté{i€l) Cette derniere méthode est d’une utilisation
relativement facile pour étudier les protéines @nton mais s’avere tres difficile a mettre en
ceuvre dans le cas de protéines adsorbées. Laidétdes bandes vibrationnelles (i.e. bandes
amides) d'une protéine par la spectroscopie de rgéag de fréquence somme (SFG)
constitue une alternative plus sensible au dichreisirculaire afin d’étudier la conformation
des protéines a une interfgdg'2)

Dans le cas des protéines, difféerents groupesléaabll) vibrent a une fréquence
caractéristique dépendant de leur environnememigbe et donc dépendant de la structure
secondaire de la protéine dans laquelle ils évol{eglices alpha, feuillets béta, turns...).
Selon l'intensité relative de ces différents modesibration observés en spectroscopie SFG,
il est alors possible de déterminer le pourcentdibélices alpha (bande amide | autour de
1660 cnT) et de feuillets béta (deux bandes amide | audeut630 et 1680 ch) au sein de la
protéine adsorbée et de relier cette valeur a anfommation possible de la protéine.

Structure secondaire | Vibrations w(cm) o
Hélice alpha stretching C=0 1650 — 1670 Vibration  /0\
bande amide | de la bande I I —
Amidel ---C- ||\|'“
couplage entre 1530 — 1570 s H
. o)
les modes pliage N-H I o
et le stretching C-N ---C5N--- V'blraEO”
bande amide Il l de @ ande
KX Amide I
o
stretching N-H 3050 — 3060 I Vibration
bande amide A -—-C- | I“' de la bande
H Amide A
Feuillets béta stretching C=0, mode B, 1620-1630-1640
stretching C=0, mode B,/B, 1680
bande amide |
Turns 1672-1682
Structure 1650
désordonnées

Tableau 11 : Modes de vibration des différenteacstires secondaires au sein d’'une protéine dans
I'eau distillée. Données provenant des R¥T2) (173) (174).
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La principale difficulté de la spectroscopie SF&hsl ce domaine spectrale provient de
I'absorption de I'eau atmosphérique qui était iseite entre 2750 et 3100 ¢ret qui
perturbe le spectre SFG des protéines. L’'OPA sy#eme permettant la recombinaison des
faisceaux infrarouge et visibles jusqu’a I'échdatil sont alors enfermés dans des boites
hermétiques et purgés (systeme FT-IR purge gasrgfeneWhatman, USAjui desseche
I'air.

Une expérience préliminaire a consisté a réalisgisorption protéique dans l'eau
deutérée (I'eau liquide absorbe & 1645%mn déposant une goutte (environ 50 pL) de BSA
a 10 mg.mL* dans I'eau deutérée sur la SAM d’'ODT avant d’aola lame Caf Aucune
rincage n'a été effectué afin d’obtenir une coneditdn la plus importante possible en
protéines ce qui pourrait donner lieu a un sigria $lus important. On observe alors les
bandes caractéristiques des protéines sur le spagierimental de la protéine adsorbée sur la
SAM d’ODT (Figure 87) :

- la vibration d’élongation C=0 de la bande amide I'tlélice alpha & 1633 chn

- la bande amide | attribuée aux feuillets béta 168",

- la vibration d’élongation C=0 des groupes —COOH agdes aminés de la structure
primaire de la protéine BSA & 1734 ¢m

Le déplacement de la fréquence de la bande amige~110 crit par rapport & la valeur de
1652 cnt donnée par des mesures FTIR (175) est dii au $alearéré et a déja été observé
dans la littérature.

2 3
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0 = O
2 29
~ soct i e Spectre de référence
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= 600L / \ — Ajustement du spectre SFG
% i Bandes déconvoluées
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9 200-
i 4
07 - L L I ‘:
1400 1500 1600 1700 180( 1900

Wavenumbe(crhl)

Figure 87 : Spectre SFG expérimental des protéB®a (10 mg.nit) adsorbées sur la SAM d’'ODT
(courbe bleue) dans I'eau deutérée et I'ajustenwdienu (courbe rouge). La courbe en pointillés
violets représente le profil spectral du faisceRuet les bandes vertes, les bandes déconvoluées.

Par la suite, 'adsorption des protéines de BSA&$AM d’ODT pourra étre réalisée
dans les mémes conditions que I'étude SFG entr® 273100 crit : adsorption de BSA &
0,1 mg.mL* dans I'eau deutérée pendant 90 minutes puis rirscag
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De plus, I'adsorption de BSA sur le substrat paudtre réalisée a différentes valeurs
de pH dans une solution acide de D-CI et basiqgue@aeafin de faire varier la conformation
de la BSA. Ainsi il sera possible de corréler lesrdéuels changements d’intensité de la bande
amide | attribuée aux hélices alpha et de cellebatie aux feuillets béta aux différentes
conformations de la protéine.

En conclusion, I'étude de I'adsorption protéique sne surface fonctionnalisée par
spectroscopie SFG permet de déterminer I'effedadtéine sur la conformation de la SAM
d’ODT mais elle pourra également déterminer I'effeta SAM d’ODT et des bactéries sur la
conformation de la protéine BSA. Ainsi, les int¢i@ags mises en jeu entre une protéine et un
substrat ou des biomolécules pourront étre déatgefacon plus complete.
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B - Effet antiadhésif de la SAM d’ODT pour I'adhésion de bactéries Staphvlococcus
aureus

Nous avons étudié l'effet antiadhésif des suppertsutilisant une concentration
bactérienne plus conforme aux études microbiolagguavec une procédure de rincage
adoptée par une grande majorité de microbiologettes n’utilisant non plus les souches non
pathogenes des bactérieactococcus lactisnais une souche pathogene Staphylococcus
aureus (souche Staph. Aureus AH1331 super GFP morphologiguement et
physicochimiquement proche de la southedactis modifiée PrtP+). Seule I'étude par la
microscopie confocale a été réalisée.

L’adhésion bactérienne sur la SAM d’ODT est ré&aien immergeant le support dans
la suspension bactérienne {10FC/mL, c’est-a-dire 1000 fois moins que la susjpem de
bactériesL. lactis pendant deux heures. Le support est ensuite pacgassage successif
dans I'eau distillée (six fois) (i.e. rincage «@ir»). Finalement, la SAM d’ODT colonisée
par les bactéries est retournée puis déposée dansoite de pétri contenant de I'eau distillée
(observation de I'adhésion bactérienne au micrasammfocal) ou contenant du milieu de
culture (mise a I'étuve pendant 24 heures a 379@ dbbserver le biofilm résultant).
L’adhésion bactérienne et la formation du biofilésultant a également été réalisée sur un
support verre (préalablement nettoyé par une swmiutietergente RBS a 5% et par une
succession de rincages a I'eau distillée a 50°6 auempérature ambiante) afin de comparer
les résultats obtenus avec la SAM.

Les images de fluorescence (Figure 88) montremt diminution du nombre de
bactériesStaphylococcus aureusydrophobes adhérentes sur la SAM d’ODT par rappor
support verre : les forces d’adhésion des bactéydsophobes sont plus faibles sur la SAM
(lui aussi hydrophobe) que sur le support verrerdyhile. L'incubation du support colonisé
par les bactéries pendant 24 heures a I'étuve dbenea peu de biofilms dans le cas du
support verre (Figure 88.C) et a aucun biofilm densas de la SAM (Figure 88.D).

La structure «brosse » des chaines d’ODT confresi une forte propriété
antiadhésive des bactéries hydrophobes pathogeieasmeilleure qu’un support hydrophile
qui limite pourtant 'adhésion des bactéries hythalpes par des interactions défavorables.

En considérant les résultats obtenus sur la sdwgth@phile des bactérids lactis sur
la SAM d’ODT dans des conditions microbiologiqueanermales » (i.e. forte concentration
bactérienne et rincage particulier, cf. chapitie-1I3), on peut supposer que I'adhésion de
souches bactérienn&taphylococcus aureusydrophiles sur la SAM d’'ODT serait quasi-
inexistante dans des conditions microbiologiquemrnales ». En présence de protéines
(avant ou pendant la colonisation bactériennepAM devrait rester totalement antiadhésive
gue ce soit avec des bactéries hydrophobes ou ityites.
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Verre SAM d’ODT

Adhésion

Biofilm
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Figure 88: Images de fluorescence au microscopafomal (780x780 ufh des bactéries
Staphylococcus aureus A. aprées deux heures d’anthésr le verre, B. aprés deux heures d’adhésion
sur la SAM d’ODT (les deux images correspondeng@xdones différentes du support), C. apres 24
heures d'incubation a I'étuve sur le verre et Dregp 24 heures d'incubation a I'étuve sur la SAM
d’ODT (les deux images correspondent a deux zorféérethtes du support). L'ombre noire
correspond a la projection de la profondeur du iof Les supports verre et ODT SAM ont été
retournés apres I'adhésion bactérienne et plusieungages.

La SAM d’ODT s’avére donc étre une surface tréérassante pour une application
antiadhésive de bactéries pathogenes ou non.
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