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Adsorption de protéines à une interface eau/air fonctionnalisée 
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An optiCIII Ul-llp coupled 10 a mictWCope ·u tkw/Oped in orrkr m follow th� agiog k/Mtic1 of a planar alrlwater
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II(JjU 011110 lie a 2-D foam e111rapp.ed �m rwo_glau platu : a motlilling tak/1fg lnlo GCCOIUII dijfl,uion an4 allSD� 
rion Il stilvtd by jinlte element wrethod.

1 • INTRODUCTION 

Les systèmes de détection de molécules biologiques 

actuels (bio-puces) font intervenir un support solide (en 

verre ou silicium} préalablement fonctionnalisé ù l'aide de 

sites moléculaires récepteurs. L'échantillon liquide ù analy

ser est mis en conwct avec le support fonctionnalisé : si les 

molécules cibles à capturer sont en quantité suffisante dans 

l'échantillon liquide. un certain nombre d'entre elles 

s'adsorbe à la surface par diffusion puis reconnaissance spé
citïque avec les sites récepteurs. Pour la grande majorité des 

bio-puces, la distribution des récepteur est discrète et la sur

face fonctionnalisée présente une extension finie : ce qui 

conduit i1 une sensibilité de détection limitée. 

Cet article s'intègre dans une stratégie lll qui con iste à 
fonctionnaliser non plus une interface solide/liquide mais 

Détection des cibles 

- Electrique (potentiel de surface) 
Interface - Optique ( BAM. ellipsométrie . . microscopie 

plane optique. fluorescence) 

- Rhéologique (tension de surface) 

- Rhéologique (élasticité) 

Mousse 2-D - Optique (microscopie opt.iqur:, 

fluorescence) 

1. L:IUr�nt.I'J"'"oust@hmg.inpg.fr 

une interface 1 iquide/gaz pour i) adsorber/concentrer des 

molécules cibles, ii) fabriquer de l'aire interraciale en pro

duisant une mousse. Les caractéristiques de chaque configu

ration (interface plane ou mousse) sont rappelées dans le 

tableau suivant : les moyens de modélisation ou de détec

tion associés font intervenir des phénomènes multi-physi

ques caractéristiques de la microfluidique: importance de 

l'adsorption moléculaire. rhéologie inlerl'aciale. détection par 

le potentiel électrique de surface ... Les points abordés dans 

cet article sont soulignés dans le tableau ; ils sc rassemblent. 

autour d'un objectif commun : développer une méthode opti

que générique permeuant d'estimer l'adsorption de molécu

les cibles à une interface et dans une mousse 2-D constituées 

toUies deux d'eau et d'air. L'interface eau/air constitue un 

site privilégié pour l'adsorption d'objets amphiphiJes (déter

gents. lipides. colloïdes). 

Modélisation Avantages ( + )/lnconvénienl� (-) 

1-D: voir litlérature ( +) Géométrie et modéli. ation simples 

[2, 3] (-) Surface fonctionnaliséc finie 

( +) Surface fonctionnaliséc 

2-D : modélisation (+)Efficacité d'adsorption 

spécitïquc (-) Modélisation délicate 

(-)Géométrie complexe 
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Des expériences sont présentées avec l'exemple de parti

cules fluoresc.ente.s et d'une protéine très répandue en biolo

gie : la streptavidine. Les précisions sur la fonctionnalisation 

physicochimique de l'interface pour l'adsorption de cette 

protéine sont apportées. Finalement. une modélisation des 

phénomènes de diffusion/adsorption de molécules cibles est 

proposée pour une mousse 2-D eau/air. 

Il. ADSORPTION À UNE INTERFACE 

EAU/AIR PLANE 

Pour valider la fonctionnalisation d'une interface eau/air, 

il faut mesurer son efficacité d'adsorption pour les cibles 

choisies. La stratégie retenue est une technique de fluores

c.ence induite qui se décompose en trois étapes : l'excitation 

Filtre pour 
l'absorption tluo 

Caméra 
Hamamatsu avec 

temps de pause 

• 
Objectif): 1.8/75 

du fluorophore, le temps de vie de l'état excité et la désexci

tation du fluorophore (émission d'un photon) [4]. Chaque 

fluorophore possède un spectre d'absorption et d'émission. Il 
est préférable d'exciter le fluorophore avec une longueur 

d'onde correspondant à son pic d'absorption tout en prenant 

garde: 

o au plwtob/eaching : si le tluorophore est iUuminé trop 

intensément, il est tout simplement détruit. 

o au quenching : lorsque le fluorophore émet un photon par 
fluorescence, celui-ci peut aller exciter une molécule voisine 
plutôt que de partir vers le photodétecteur. 

o à toute émission de fluorescence parasite provenant de 

matériaux comme les plastiques. 

• 11.1 Description du montage (figure /) 

___,.Microscope Zeiss à épifluorescence 
et fond noirdoté 

__. d'un filtre d'excitation fluo 

\ 1 (Â.-490 11111)

\i Cuve de spectroscopie 
en verre 

Figure 1 : Montage optique pour les mesures de vieillissement de l'interface eaulmonocouche/air fonctionnalisée. 

Le but est de mesurer l'augmentation de signal fluorescent 

provenant de l'interface pendant l'adsorption de molécules 
cibles fluorescentes tout en surveillant la surface fonctionna
lisée (évolution de structurations ... ). Une cuve de spectros

copie contient un échantillon liquide à la surface duquel est 
étalée une monocouche de phospholipides (fluorescents). 
L'émission fluorescente ou l'éclairage en lumière blanche 

tangentiel (fond noir) sont assurés par un microscope Zeiss. 
La première solution pour visual.iser la fluorescence de 

l'interface est d'utiliser l'objectif du microscope mais la 
fluorescence de molécules solubilisées en sous-phase vient 

se superposer à la contribution de l'interface. Pour s'affran
chir de cette difficulté, un dispositif de visualisation latérale 

est instaUé. Le microscope réalise donc un faisceau de dia

mètre et de divergence réglables grâce à ses différents 
diaphragmes et objectifs. Un filtre permettant de régler la 

longueur d'onde d'excitation fluo est inséré juste avant 
l'objectif du microscope. Le faisceau obtenu est plus ou 

moins conique (selon l'objectif sélectionné) et son diamètre 

reste faible par rapport aux dimensions de la cuve (réglage 

par le diaphragme et l'objectif sélectionnés). Le diaphragme 

permet également de régler l'homogénéité en intensité lumi
neuse du faisceau émis. Le dispositif de capture latérale 
comprend une caméra, un objectif, des bagues allonges et un 

filtre dont le spectre est adapté au fluorophore. L'ensemble 

est monté sur un positionneur 3 axes et possède un réglage 

d'inclinaison. 
Les filtres sont caractérisés au spectropbotomètre afin de 

vérifier si leurs spectres ne s'entrecoupent pas et s'ils sont 

adaptés au fluorophore considéré . Les tests sont menés sur 

des particules taggées à la lluorescéine de type Tra11sjltw 
(granulométrie : 0, 1 mm, fournisseur : Mo/ecu/ar Probes). 
La figure 2 présente les spectres des filtres utilisés à com

parer avec les spectres d'absorption (} .. pic= 490 nm) et 
d'émission de fluorescence (Àpic = 519 nm) des particules. 

L'acquisition des données est réal.isée par numérisation du 
signal délivré par la caméra Hamamatsu. Lïmage obtenue 

présente une taille de 512*512 pixels et les niveaux de gris 

sont codés sur 8 bits. 

e 11.2 Caractérisation du montage 

• Le faisceau d'éclairage 

Le faisceau d'éclairage produit par le microscope est 

caractérisé à l'aide d'une mire (fréquence spatiale de 1 à 

12 paires de lignes/mm). La divergence du faisceau varie 

avec l'objectif utilisé ( 1,5° - 30°). Le diamètre du faisceau 
dans le plan de mise au point varie entre 45 Jlm et 5 mm. 

• Dispositif de visualisation latérale 

Un banc de caractérisation est mis en place pour mesurer le 
champ de vue, le grossissement et la profondeur de champ de 
l'ensemble caméra/bagues allonges/objectif. li comporte une 
source lumineuse, un diffuseur et une mire montée sur un 

positionneur 3 axes. Le champ de vue du dispositif est mesuré 
(3 mm horizontalement. 2.25 mm verticalement. rapport 4/3) 

en comptant le nombre de paires de lignes visibles pour une 
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Figure 2 : a) Spectres d'adsorption et d'émission de fluorescence des particules Transfluo. 

b). Spectres d'excitation(-) et d'absorption ( ....... )des 6.1tres impliqués dans le montage optique. 

fréquence spatiale donnée. Puisque la CCD de la caméra 
mesure lem de large, on en dédtüt un grossissement de 3. La 

profondeur de champ est la distance séparant deux points 

extrêmes de l'axe optique du dispositif dont les images sont 

vues avec une neneté suffisante ; elle dépend du grossisse

ment du dispositif, de son ouve1ture numérique et de la taille 

des pixel· du capteur. Plus délicate à déterminer, elle fait 
intervenir la notion de flou ; dans notre application. elle peut 
être estimée à 300 ± 50 mm. Cette gmndcur doit ensuite être 
comparée à la taille du faisceau : si elle est plus grande que le 

diamètre du faisceau (objectif de fort grossissement), tout ce 
qui est éclairé apparaîtra net sur la caméra. Dans le cas con

traire (faisceau d'éclairage de grand diamètre), seule une par
tie de l'image sera nette (situation indésirable). 

• Localisation de la surface 
L'image obtenue par le dispositif de capture latérale est 

assez complexe car le liquide de la cuve t'orme un ménis
que. La cuve étant carrée et le verre utilisé hydrophile, on 

a) 

obtient un memsque de forme concave avec une zone 

approximativement plane au centre de la cuve. La première 

expérience réalisée pour localiser l'interface est réalisée 

avec des phospholipides fluorescents (NBD-PE, 

fournisseur: Avanti Polar Lipid). De par leur caractère 

amphi phi le, il' se trouvent naturellement à l'interface et en 

délivrent ainsi une image précise sur la caméra CCD. La 

figure 3 montre comment. selon la position du faisceau 

incident par rapport au centre de la cuve, une ellipse plus 

ou moins aplatie se dessine qui figure 1' interface. En fait, 

l'élément surfacique éclairé par le faisceau peut être plus 
ou moins incurvé selon sa position par rapport à l'interface 

considérée. Dans la région centrale de l'interface (la plus 

plane), l'étendue géométrique selon l'axe z de l'élément 

surfacique éclairé est quasiment nulle. En revanche, si le 

faisceau s'approche du bord de la cuve, la courbure de 

l'interface augmente et en première approximation, on peut 
considérer que l'élément surfacique éclairé réalise l'inter

section d'un cylindre avec une surface concave. 

z 

b) 

Figure 3 : Localisation de l'interface par des phospholipides fluorescents : 

a) éclairage au centre de l'interface, b) éclairage à la périphérie de l'interface. 
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e 11.3 Ciné.tique d'adsorption pour de particules 

nuorescentes 

L11 deuxième xpérience de validation du montage e t réa
lisée à l'aide de particule Transfluo (0: 0.1 jlm, Mo/ecu/ar 
Probes). Ces particules présentent certains avantages par 
rapport aux molécules fluore centes : elles ont hydropho
be:, ce qui permet de 'affranchir de la fonctionnalisation de 
l'interface eau/air, et se distinguent les unes de autres sur 
l'image. Une solution aqueu e contenant des particule 
Transjluo e t introduite dans la cuve et une image e .. t pro
duite ur la caméra latérale. Cene fois, la sous-phase est éga
lement fluorescente (figure 4). La zone inférieure correspond 
aux rayons émis par les particules de la sou -phase (voir cas 
no 1 ci-après). L·ellipse trè lumineuse provient de particu
les à l'interface. La z ne lumineu e upérieure e t un arte
fact correspondant à l ' image de la sous-phase à traver le 

dioptre que con:titue l'interface. Quelques considérations 
d'optique géométrique . ont nécessaire pour voir l'origine 
de cette dernière interprétation (.figure 5). 

Figure 4 : Image obtenue pendant l'adsorption 

de particules Transftuo. 

Seuil 1er l'image à t=ti pour mieux di 

t
f 

ÛU\'Crturedu 
dispositiflatërnl de 

capture 

Fnisceau 
incident 

'.1 ... 1 Panicule 
�-----------T=nmsfluo 

Figure 5 : Trois trajectoires possibles pour des rayons 

lumineux émis à partir d'un ftuorophore en sous-phase. 

• cas /1° 1 : le rayon émis par le fluorophore à partir de la 

sou -phase traver em le liquide, sortent de la cuve puis ont 

captés par la caméra CCD. 

• cas 11° 2: les rayon. sont émi ver. l'interface. Leurs 

angles d'incidence ur l'interface. ont tel. qu'il y a réflexion 

totale (indice de 1 eau supérieur à celui de l'air, angle de 

réflexion totale de 41. 0). Ce rayons ainsi déviés ont 

en uite capté par la CCD. 

• cas 11° 3 : le rayon . ont perdu . 

Le cas 2 entraîne donc la formation d'une . econde image 
ur la CCD. Au final, cet artefact s 'avère trè utile pour 
'assurer du bon emplacement de l'interface. 

• Traiteme11t d'image et validation du moulage 

Pour valider le montage optique propo é, une cinétique 

d·adsorption est finalement réalisée avec les particules 
Transfluo. Un traitement d'image est réalisé afin d'i oler le 

ignal spécifique de lïnterface: le niveau de gri moyen 

intégré sur l'ellip e. Le diagramme ci-après pr6 ente le dif

férentes étapes du traitement d'image réalisé sur Matlab. 

elliptique 

Calculer le niveau d 
i=i+l 

L signal de fluorescence pro enant de l'interface aug
mente notablement comme le montre le c.liché de la 
figure 6. ne foi le traitement d'image réali é, nou obte
nons pour ces particules la courbe de cinétique pré entée ur 

la figure 7 qui montre bien l'augmentation du signal 
d'adsorption au niveau de l'interface ainsi qu'un processus 
de aturation explicable par le fait que la concentration inter
faciale en parti ule Transjluo a atteint . a valeur maximale 
( r - r � en mol/ml). 

·Figure 6 : Images obtenues pendant le processus 

d'adsorption des parlicuJes Transftuo à 3 instants 

différents : t = 10 nm, 40 mn, 60 mn. 
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Figure 7 : Courbe de cinétique obtenue 

après traitement d'image. 

m• INTERFACE EAU/AIR 
FONCTIONNALISEE 

0 111.1 Montage moléculaire 

80.00 

Si l'on souhaite capturer une molécule cible non spéciale

ment amphiphilc. il est nécessaire de créer une aflïnilé chi
mique entre œllc-ci cl J'interface cau/air support. Cene der

nière est donc fonctionnali.ée i1 l'aide. d'une couche de 

mol écule-s :unphiphiles ayanl des sites chimiques spécifiques 
de la cible i1 capturer par adsorption. 

La molécule cible choisie dans celle étude est la streptavi

dinc 151 : c'est une protéine, soluble d:ms l'eau, bien connue 
en biologie moléculaire. Les molécules mnphiphile. choisies 
dans celle étude sonl des phospholipides insolubles dans 
l'eau qui possèdent une lête polaire hydrophile reliée à deux 
chaînes carbonées hydrophobe ... Lorsqu'ils sont. étalés sur 
reau. ils poiment leur tête hydrophile vers l'eau (sous
phase) ct laissent leurs queues hydrophobes hors de l'cau 

dans l'air (figure 8): ils s' organisent sous la fonne d ' un film 
plus ou moins lluidc selon leur concenlralinn surfacique 

(phase gazeuse. liquide ou solide. figure 9). Pour achever lu 
fonctionnalisation de la surface. la stratégie adoptée consiste 

Solide 
50 

E 
z 40 

-
-

5 30 
� :,) f� 
... 20 
-<Il 
!!) 

-a 10 
0 
'JI ·:/': 0 !!) ... 

0.. 

:1 greffer au niveau de la tête hydrophile de œs phospholipi
des une molécule de biotine. Un tel montage moléculaire fait 

l'objet d'un travail d'ingénierie spécifique: ces phospholipi
des " biotinylés, som donc directement achetés (Bioline
DiPalmitoii-PhosphmidyleEthanolumine ou BDPPE, fournis
seur : Ammi Polar Lipid). Les phospholipides biolinylé . 

présents à l'interface cau/air fonctionnalisent celle-ci pour la 
�lreptavidine 1 ia la réaction Slreptavidine-bimine. La bioline 
(ou vitamine H), remplit donc un rôle de médiateur: elle 

p()ssède l'affinité recherchée pour les sites récepteurs de la 
. rreplavidinc. La réaction de reconnaissance moléculaire 
emre . lrepravidinc el biotine. de type clé-serrure est très 

énergétique (interaction ligand-récepteur: 88 kJ .moJ·1) ; elle 
est caractérisée par une constante d'affinité très élevée 

Ka= I0•15M·1 qui traduit le filit que l'association biotine

streplavidine n ' est que 1rè� peu réversible. Finalemem. les 
phospholipides binlinylé.� sont mélangés avec des phospholi
pides neutres et in tercalants (DiOieoyi-PhosphatidileCholinc 
ou DOPC. fournisseur : Sigma-Aldrich) qui permettent de 
conserver la diffusion interraciale dans la monocouche si des 
molécules de slreptavidine sonl adsorbées (jigure 8). 

� Phospholipide

� Phospholipide biotynilé

)? Streptavidine liée à 
lm un phospholipide

.Figure H : Interface cau/air f'onctionnnliséc. 

Liquide condensé/expansé Gaz 

., -- BDPPE pur 

160 210 

Aire par molécule en A 2 
Figure 9: Isothermes de compression réalisées pour une monocouche de phospholipides biotinylés (81>PPE), 

une monocouche mixte constituée de ROPPE et phospholipides intercalants (DOPC) avec deux rapports de dilution. 
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1 1 1.2 Fabrication et caractérisation d'un film 

de phosphol ipides 

Le film est fabriqué par dépôt ( s )  sur la sous-phase aqueuse 
de quelques ml d'un solvant organique volatile (chlorofonne. 
hexane) contenant les phospholipides dilués. La nature du sol
vant et la concentrat ion en phospholipides u t i l i sés pour l ' étnlc
ment constituent des paramètres à prendre en compte dès lors 
qu'i ls  conditionnent la structuration de la monocouche l ipidi
q ue ( fonnation d ' îlots l i pidiques . . .  ) 1 6.7 ]. Finalement. le pro
tocole expérimental ut i lisé pour réaliser nos monocouches est 
le suivant : 
• lu sous-phase est const i tuée d' eau pure m i l l iQ et d' une 
solution tampon ( NaCI 0. 1 M. Tris-HCI 20 mM ) pour tïxer 
le potent ie l  é lectrique de surface et le pH. 
• le sol vant est  constitué de ch loro forme, d ' hexane ou d ' u n  
mélange i sovolume d e  ces solvants. 

En pratique, deux cuves sont ut i l i sées : une cuve de Lang
muir en Téflon ( surface : 240 cm2) et une cuve de spectromé
trie desti née à la visuali sation sous microscope (surface : 
1 cm2 ). Une attente de 30 minutes est respectée après dépôt 

des phospholipides pour que le solvant s'évapore complète
ment et que la monocouchc s' homogénéise. Une cinétique 
d ' évaporat ion t rop rapide engendre des i nhomogénéités dans 
l a  monocouche : afin de la ralentir. un couvercle est placé sur 
la cuve. Les tïlms de phosphol i pides sont ensuite caractérisés 
mécan iquement à J ' aide de courbes de compression obtenues 

ur cuve de Langmui r ct optiquement I'ÙI la microscopie par 
épi fluorescence. 

• Courbes de compre.5sioll sur cuve de La11gmuir 

Les manipu lations sur cuve de Langm u i r  pem1ettent de voir
l 'évolut ion de la tens ion de surface en fonction de la compres
sion 2-D de la monocouche de phospholipides 1 8 1 .  Il est ainsi 
possible de rel ier l a  tension de surface i1  la concentration inter
fac iale en phosphol i pides. La cuve de Lang muir est entière
ment remplie par l a  sous-phase, laquelle est ensu i te recouverte 
de sa monocouche. A la surface. une barrière en Téflon 
mobi le moui l le le l iquide et comprime la monocouche en se 
déplaçant. La tension de surface est s imultanément mesu rée 
par une bal ance de W ilhelmy. Les sol utions ut i lisées pour 
fabriquer les monocouches sur la cuve de Langmuir sont 
généralement assez concentrées (2 mg/L) pour éviter d' avoir 
une trop grande quantité à déposer ( typiquement 4 ou 5 fois  
2 1J L). Les phases gazeuc e, l iqu ide et  solide sont observées sur  
les  courbes obtenues (figure 9). Dans la phase gazeuse, les 
phosphol ipides sont di spersés et interagissent peu entre eux.  
Dans la phase liquide. J ' a i re par molécule est u n  peu plus 
réduite et les phospholipides i nteragissent entre eux : la sur
face conserve une certaine lluidité. Lorsque la compression de 
la monocouche est telle que la phase solide est atteinte. les 
phospholipides sont collés les uns aux autres. s ' i nclinent et 
leurs chaînes carbonées s'entrelacent.  Au-delà. si la compres
sion persiste. la monocouche se déstructure (col/apse). Les 
isothem1es de compression ont été réal isées pour les DOPC, 
les BDPPE et le mélange B DPPEIDOPC pem1ettant de fonc
tionnaliser l ' interface eau/air. 

Pour des monocouche pures composées. soit de DOPC. soit 
de BDPPE. J ' a i re disponible par molécule varie entre 70 Â2 et 
2 JO Â2• Cependant, les deux types de phospholipides adoptent 
des comportements différents durant la compression puisque 
les ai res par molécu le associées au col/apse sont di ffé
rentes : 70 Â2 pour les DOPC. 1 20 Â2 pour les BDPPE. L'iso
therme de compression réalisée sur monocouche mi xte 

BDPPE: DOPC ( 1 : 4mole, figure 9) présente un épaulement i1 
une a ire moléculaire - 1 00  A2. Si on effectue l ' i sothem1c pour 
un mélange ( 1 : 1 mole).  l 'épaulement. p l us précoce et plu!� 
prononcé, survient à une aire par molécule - 1 20 � qui coïn
cide avec le cul/apse des BDPPE : il est donc possible que les 
phospholipides ne soient pas miscibles. 

• Visualisatio11 par fofld floir et épifluoresceflce. 

Ces isothennes de compression ne donnant accès qu'aux
propriétés macroscopiques moyennées de la monocouchc. i l  
est  in téressant de mener une caractérisation plus microscopi
que par fond noir ou épi fluore cence. La v isual isation par 
fond noir pennet de sui v re l 'étalement et ! "évaporation du sol
vant .  Lorsq u ' i l  est déposé sur une surface aqueuse. le chloro
fomle a tendance i1 rét iculer à la su rface de l ' eau alors que 
J ' hexane s' étale su r toute la surface et fom1e un fi l m  mince. 
Cette di fférence de comportement v ient de la solubi l i té du sol
vant dans l 'eau qui conditionne la tension de surface. Par 
exemple le chlorofom1e se dissout sufnsamment dans l 'eau 
pour suturer la surface eau/air ce qui modifie l 'équil ibre des 
tensions superficiel les et pennct d ' avoir un angle de contact 
non nul entre l 'eau et le chlorofom1e ( fom1ation d' une lentille 
en surface ). Ce phénomène n ' est pas observé avec l ' hexane 
dont la solubi l ité dans l'eau est bien plus faible. Par ai l leurs. 
on observe lors de J 'évaporat ion.  un brassage au niveau de 
l ' i nterface du à l 'effet Marangoni chi m ique (gradient en con
centration interfaciale de phospholipides ) et thermique (évapo
rat ion du ol vant ). 

Une caractérisation de l a  monocouche par épitl uon:scence 
est également réal isée. Pour cela. des phospholipides fl uore. 
cents ( N BD-PE, Avant i  Polar Lipid) sont mélangés à des 
phospholipides classiques ( DOPC) et déposés sur un tampon 
( 0. 1 M NaCI. 20 mM Tris HCI ). La v isualisation de la surface 
révèle l a  présence d 'îlots fluoresœnts très denses. compati bles 
avec la non-miscibilité suspectée à l ' issue des isothemu::. de 
compression. Les couches de phospho l i pides ainsi fabriquées 
se révèlent i nhomogènes et la présence d 'îlots constitue un 
réel problème pour mesurer la cinétique d'adsorpt ion de toute 
molécule cible. P lusieurs études portant sur des phospholipi
des ont été réal i sées en épifluorescence dans la l ittérature 1.6,7. 
91. Toutes montrent que la monocouche obtenue est effective
ment composée de domaines plus ou moins condensés. Le 
comportement de l a  monocouchc est complexe puisque selon 
son état de compression et selon la nature des phospholi pides. 
la taille ou le nombre de ces domaines changent. 

UI.J Montage optique appliqué à l'adsorption 

de la streptavidine : expérience préliminaire 

A vec u ne seringue Ham i l to n .  un vol u me de 3 J..LL d ' une 
solution mi xte de phospholipides ( l i pides l igands B DPPEI 
l ipides i ntercalants DOPC. ( 1 : 4) mol. 230 IJM )  est déposé 
sur u ne sous-phase aqueuse consti tuée de 0.8 mL de sol ut ion 
tampon ( NaCI 0. 1 M. Tri s-HCI 20 mM ).  Aprè. 30 m i n utes 
d ' attente, 200 IJL de solution de streptav idine fluorescente 
( fournisseur : Mo/ecu/ar Probes ) à 40 IJM sont injectés dans 
la sous-phase. La courbe de c i nétique obtenue n'est pas 
satisfaisante : l ' émergence aléatoire d ' agglomérats condensés 
de phospholipides tluorescents dans le champ de la caméra 
pertu rbe la mesure (saturat ion du capteur CCD, traitement 
d ' i mage très dé l icat).  Ce phénomène est attribué à la 
mobil ité de l ' interface. La fonetionnalisation n' étant pas 
homogène, le signal capté par la caméra latérale est i nsta
t ionnaire et ne rend pas compte de la c i nétique d 'adsorpt ion. 

6



� 

IV • .PH ENOMENES DE DI FFUSION/

A DSORPTION DANS UNE MOUSSE 2-D 

Paral lèlement aux développements expéri mentaux. une 
approche de modélisation pour une mous. e 2-D a été init iée 
avec trois hypothèses fondamentales préalablement émi es : 

H l .  les i nterface l iquide/gaz constitutives de la mous. e 
sont dotées de sites récepteurs fonct ion nal isés pour adsorber 
des molécules ci bles ; ces sites récepteurs sont u n i fom1ément 
distribués le long des i nterfaces. 

H2. Le. phénomène-s hydrodynamiques tels que i) le drai
n:lge des tï l m  interst i t ie ls .  i i )  le pompage lié à l 'effet Maran
goni ch i m ique aux i nterfaces, i i i )  la convection des molécules 
c ibles dans le-s fi lms ou les interfaces sont négl igés . 

H3. La di ffusion interfac ia le. est également négl igée . 
La première étape de la modélisation consiste à calculer 

l ' évolut ion de la concentration en c i bles dan s les f i lms 
i n terstitiels. Ceue concentration dépend de la d i ffusion molé
cu la ire au sein de ces lî l ms e t  des phénomènes d'adsorpt ion/ 
désorption aux i nterfaces fonctionnalisées. Dans notre cas. le 
pr i nc i pe de la fonctionnalisation des i nterfaces est tel que la 
désorption est négl igeable devant l ' adsorption ( l iaison 
l igand-récepteur très énergétique ). Par conséq uent. on 
s ' auend à ce que, progre. s i vement, l a  concentration en 
c i ble. d i mi nue dan les fi lms i nterstit iels jusqu'il une valeur 
asymptotique proche de zéro si tous les s i tes récepteurs ne 
'0111 pas .. murés il la li n du calcul  ( r  < r ) . 

Les hypothèses H2 et H3 i m pl iquent que la di ffusion 
( volumique) dans les lî lm. i nterst i tiel.. est le seu l  mécanisme 

i)C 
de tran pon moléculaire considéré. "'\ = D 6C .  avec 

CJ/ 
C moles/m ), la conce n t rat ion en moléc u les c i bles et 

D ( m2/s ).  le coefficient de diffusion.

La lo i con t i tu t i ve de Langmuir rend compte de 
r adsorpt ion au x interfaces fonct ionnal i sées, 

c� r  
dr = k0,. C,( r.., - r ) - k.,11 r .  avec roo ( moles /m2), la

concentration maxi male. e n  molécu les cib les adsorbées, sup
posée u n i forme ( H  1 ), r ( moles /m2 }. la concentration de su r

face en sites occupés, k0,. ( m3/mole/s), le coefficient. 

d ' adsorption. k.,11 ( 1 /s). le coeflîcient de désorption. 

C, ( mole/m3 ). la concentration volumique en c ibles au 

voisinage de l ' i nterface. Les deu x  équat ions précédentes sont 

couplées via la loi de Fick, ldl r
= - D Vq . · n .  avec 

t ·' 

·'!:.___ r-• .._. c.. .u 
lu .. ... 

� 
M 
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:t 
.. ' 
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a) 
.... b) 

V C J ., · n ,  le flux: so l utal nomml à l ' i merface . Le système est 

ré,ol u  à 1 aide du loeiciel aux élément -fi nis FEMLABrM 
[ 1 0 ] .  Les valeurs caractéristiqu utilisées dans le. ca lculs , 

D = 1 0- 10 m2/s, k,,., = 1 00  m /mot� s. koff = 10- 1 /s, 

r = 10-8 mole/m-. ont été obtenues à panir  d'expériences 

réa] isées dans la méthode classique de capture sur suppon 
solide. On fait donc l 'hypothèse que l 'on peut fonctionnaliser
les interfaces i mp l iquées dans la mousse de façon similaire à 
une i nterface solide/l iqu ide. 

Du point  de vue géométrique . le modèle proposé s ' appli
que à un réseau de b u l les c i rculaires et tîxes. typiquement 
représentati f  des mousses 2-D eau/air que nous avons obtenu 
expérimentalement à l 'aide de la m icroscopie par épi tluores
cence Uigure 1 0).  Ces mousses sont stabil isées par ajout de 

Figure 10. Obsen·ation par épifluorescence 

d'une mousse 2-D eau/air. 

La taille mO)'enne des bulles est d 'environ 500 J.l.m.  

tensioact. i f  (Triton) e t  coincées entre d e u x  plaques de verre. 
Les panicules Tra/1.\jluo pem1ettent de v isual iser les fi l ms 
i nterst i tiels et de valider l ' hypothèse H2. En s' inspirant de l a  

_figure 10, on délîn.it pour le caJcul autant d e  rég ions q u e  d e  
b u l les et u n e  seu l e  rég ion pour tous l e s  fi l ms i nterst i t ie ls  
(domaine connexe). Pu is le domaine de calcul  est  mai l lé  
avec des éléments t riangulai res de De la une y .  La figure I l
représente les isova.leurs en n i veaux de gri s de la concentra
t ion en c ibles il 3 i nstants t = 1 , J O, 100 secondes. Les bul
les pér.iphériques permettent de montrer que l ' épaisseur 
caractéristique de la couche l i mite di ffusionnelle est com
mensurable avec les films m i nce, insterst itie l s . I l  n 'est donc 
pas étonnant de constater que l ' adsorption est l imi tée dans 
les fî lms les plus minces : la composante normale du gra-

" 

" 
,, 

,, 

Figure I l . Concentration volumique en molécules c.ibles dans les films minces, a) t = 1 s : l.a diffusion n'est pas encore 

visible, b) t = 10 s : la diffusion/adsorption commence à affecter une zone c.irculaire autour des bulles, c) t = l OO s :  

la capture des molécules cibles est pratiquement t.erminée dans les films interstitiels entre les bulles. 
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Figure 1 2. Profils de concentration r(s )  à la surface de la 

bulle n ° 1 ( voir figure I l )  aux temps 1 = 25, 50, 75 et 1 00  s. 

Les petites Ouctuations obse.rvécs sur f(s, 1 = 25 s)  sont la 

signat u re d'un léger bruit numérique ( effet des mailles). 

La Dèche indique la plus faible \'alcur de r qui coYncide 

avec la région la plus amincie d'un film interstitiel ; la fin 

du régime transitoire y est rapidement atteinte, en moins 

de 25 secondes. Les profils à 1 = 75 s ct 100 s tendent à 

se superposer, ce qui montre que l 'équilibre global 

est atteint au-delà de 100 s. 

dient . oluta.l en molécules c ible!; s'y  trouve plus faible.  Ce 
phénomène peut être i l l u  tré quantitat i ve melll avec l a  
figure 12.  A un in. tant t donné, o n  trace la  di.Lribut ion d e
concent ration i nterfaciale r s )  en molécules c ib le. adsorbées 
le long de l ' i nterface d ' une bul le-test { bu l le n° 1 sur l a  

figure I l )  : cette opérat ion est réitérée à d 'autres in tants
durant le calcu l .  On observe une suc.ce-ssion de bo. e et de 
creux correspondants aux régions le, plus larg� ou les plus 
m i nces du fi lm inter t .i tiel enveloppant la bul le-test . On 
observe que les courbes se resserrent dan le. creux confir
mant q ue l 'équ i l i bre est rapidement aneint dan les régions 
les plu m i nces des fi l ms i nterst i t iels tandis que les concen
trations inte rfaciales y sont les plu fai b les. En accord avec 
la l i t térat ure sur les mous e , la concentration i nterfac.iale est 
Lrouvée max i male nux extrémité. des tï l ms instet1 i t ie l s  
( méni.  que. de Platea u ). 

V • CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Le rnontage optique présenté dans cet art icle a été entière
ment caractérisé (propriétés de l 'écla irage, du d ispo i t i f  de 
capture. traitement d' i mage ) : il permet de mesurer avec une 
préc i s ion · u ffïsante l a  cinétique d'ad orption de particules 
ou molécules lluorescentes solubl� ou amphiphi les à 
l 'échel l e  mit:roll uid .ique d'une interface l iquide/gaz. 

Dans le ca où une interface cau/air  est fonctionnal isée par 
des phosphol i pides, de d i ffïcul t� ont été mises en évidence 
quant 1t l 'obtention d'une moncx:ouc.he homogène. La fluidité 

de l ' i nterface fonctionnalisée autorise la mobi l ité 2-D d' îlots 
denses en phospholi pides fluorescents ; ces îlots sont capables 
de provoquer une augmentation soudaine du signal de fluores
cence émise lorsqu ' i ls  croisent le faisceau l u m i neux d'excita
t .ion. Le signal reçu par la caméra latérale est donc instation
naire ct ne peut rendre compte de la cinétique. d 'adsorpt ion. 

La cuve de spectroscopie uti l isée jusqu 'alors dans no · expé
riences devra donc être transformée en une cuve de Langm u i r  

permellant la compression progressive de la monocouche de 

phospholipides et l 'application simultanée de la méthode de 
caractérisation optique propo .. ée dans cet an icle. Il devrai t  
donc être possible de connailrc l e  condition de température 
et. de pres ion de la monocouche qui rendent l ' i nterface t'onc
tionnal isée homogène. Dans ce cas seulement, la mesure de 
l 'adsorpt ion de la streptavidine à une interface eau/ai r  fonc
t ionnal isée par des pho phol.ipides est envisageable. 

En accord avec la  l illérature sur le mous.es. la modél isa
t ion du transpon par di ffu ion/adsorpt ion au ein dt:. fi lms 
minces i nterstit iels d 'une mousse eau/air 2-D a mis en évi
dence une densification des molécules cible adsorbées au 
niveau des régions de Plateau. Outre l e  fait que l 'e ffet Maran
goni chimique n·e .. t pas i nclu dan. la modél isation ( phéno
mène pounant usceptible de s'opposer à la densification 
locale de cibles adsorbées ), le modèle mis en œuvre e base 

ur des hypothèse.s simpli ficatrices portam notamment sur 
l 'ab ence de convection et sur une fonctionnalisation homo
gène de. interfaces. éanmoins. on obtient un ordre de gran
deur du transitoire néce.saire it la diffusion/adsorption com
plète de l 'ordre de 1 00  seconde. pour le cas d' une 
fonctionnal isation d ' i nterface liquide/gaz équivalente à ce l le 
d' une puce solide. 

Parrn i les compléments u t i le it cene modé l isation. i l  
parai'! opportun d'envisager à terme. l e  couplage avec l a  
microfl u idique dans le. f i lms interst itie l s. couplage qui  appa
raît à travers l e  bi lan des contraintes aux interfaces et la 
rhéologie i n terraciale. 
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