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GLOSSAIRE

Synthése du diamant

CVD : Chemical Vapour Deposition (dépbt en phageeua)
- MPCVD : Micro-Wave Plasma enhanced CVD (CVD assgar plasma micro-onde)
- HFCVD : Hot Filament CVD (CVD assistée par filamehaud)

HPHT : Haute Pression Haute Température

PD : Pate Diamantée

TMB : TriMéthyl Borane

Matériaux :

Diamant:
BDD : Boron Doped Diamond (diamant dopé bore)
- F-BDD : Fluorinated BDD (BDD avec une surfaceofiée)
SCD : Single Crystalline Diamond (diamant monoeitist)
- B-SCD : Boron doped SCD (SCD dopé au bore)
PCD : PolyCrystalline Diamond (diamant polycristall
- B-PCD : Boron doped PCD (PCD dopé au bore)
UNCD : Ultra-Nano Crystalline Diamond (diamant alnanocristallin)
NCD : Nanocrystalline Diamond (diamant nanocrigtall
- NID-NCD : Non Intentionally Doped NCD (NCD nonténtionnellement dopg€)
- B-NCD : Boron doped NCD (NCD dopé au bore)
HCD : microCrystalline Diamond (diamant microcristg
- NID-uCD : Non Intentionally doped pCD (uCD nonentionnellement dopé)
- B-uCD : Boron doped uCD (uCD dopé au bore)
p" : diamant lourdement dopé au bore
p : diamant faiblement dopé au bore

Autres:
GC : Glassy Carbon (carbone vitreux)
HOPG : Highly Oriented Pyrolytic Graphite (graphit@utement orienté)
NTC : NanoTubes de Carbone

FET : Field Effect Transistor (transistor a effet@hamp)
- ISFET : lon Sensitive FET
- SGFET : Solution Gate FET
- ENFET : ENzyme Modified FET

Caractérisations:

AFM : Atomic Force Microscopy (microscopie a fora®mique)
CL : CathodoLuminescence
MEB : Microscopie Electronique a Balayage



RMN : Resonance Magnétique Nucléaire
rms : root mean square (valeur efficace)
SIMS : Secondary lon Mass Spectroscopy
XPS : X-ray Photoelectron Spectroscopy
UV : Ultra-Violet

Electrochimie:
CP : ChronoPotentiométrie
DPV : Differential Pulse Voltammetry (voltammétpelsée différentielle)
EIS : Electrochemical Impedance Spectroscopy (speaopie électrochimique d’'impédance)
VC : Voltampérométrie Cyclique
CE : Counter Electrode (contre électrode)
Ref : Reference Electrode (électrode de référence)
WE : Working Electrode (électrode de travail)

Molécules:

ACN : Acétonitrile
APDEMS : AminoPropylDiEthoxyMethylSilane
APTES : AminoPropylTriEthoxySilane
BSA : Bovine Serum Albumin (albumine de sérum bdvin
DMF : DiMéthylFormamide
DNA : DesoxyriboNucleic Acid (ADN : Acide DésoxyaNucléique)
- ss DNA : single stranded DNA (simple brin d’ADN)
- ds DNA : double stranded DNA (double brin d’ADN)
DNPH : DiNitroPhényl Hydrazyne
EDC : 1-Ethyt3-[3-Diméthylaminopropyl]Carbodiimide hydrochloride
EDTA : Acide Ethylene-Diamine-Tétraacétique
GOx : Glucose Oxydase
HRP : Horse Radish Peroxidase (peroxydase de taifor
NBu4BF, : Tétrabutylammonium (NBitétrafluoroborate (Bfy
ODN : Oligomere DésoxyriboNucléique ou oligonucidet
OPD : Ortho-Phénylene Diamine
PBS : Phosphate Buffered Saline (tampon phosphate)
PEG : PolyEthylene Glycol
PTFE : PolyTétraFluoroEthyléne
SAM : Self-Assembled Monolayer (monocouche auteadsée)
SAPE : StreptAvidine-R-PhycoErythrine
SDS : Sodium Dodécyl Sulfate
Sulfo-NHS : sulfo-N-HydroxySulfosuccinimide
THF : TétraHydroFurane

Acides Aminés
Ala : Alanine
Asn : Asparagine
Ser : Sérine
Thr : Thréonine
Tyr : Tyrosine
Da : dalton, unité de masse molaire généraleméiséat pour les protéines, 1 Da = 1 g.thol



Laboratoires :

CEA : Commissariat a 'Energie Atomique
CNRS : Centre National de la Recherche Scientifique

CREAB : Chimie de la Reconnaissance et d’EtudeAdsemblages Biologiques
IN : Institut Néel

INAC : Institut NAnosciences et Cryogénie

LIST : Laboratoire d'Intégration des Systemes stThrhnologies

SPrAM : Structure et Propriétés d’Architectures &tullaires
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De nombreux travaux sont actuellement axés suud&tdu comportement de la
surface d’'un matériau en interaction avec son reendronnement. En effet, une forte
attention est portée sur l'interface entre les maig et la matiere biologique. Ces études ont
mené a la possibilité d’élaborer des structuresitigb qui ont finalement un intérét dans
divers champs d’applications tels que le photovglte, I'électronique, I'électrochimie, la
bioélectronique... Ce dernier champ d’applicatiortsd&slleurs trés largement attendu par le
domaine environnemental mais aussi meédical pouréddisation de nouveaux procédés

d’analyses qui permettraient d’intervenir rapidetriersitu.

En ce qui concerne la matiére biologique, des presé des oligonucléotides et méme
des cellules vivantes sont trés intéressantes ngaliser des structures hybrides. Cependant,
cette matiere nécessite un environnement physmegifavorable et d’'un minimum de
biocompatibilité du substrat.

Dans un premier temps, il est nécessaire de véadieaspect biologique du matériau.
Dans un second temps, ces matieres biologiqguegmtoétre immobilisées sur la surface du
matériau de maniére stable pour des utilisatiolsng terme. Le choix d’'un matériau,

vérifiant ces deux critéres, est donc primordialmp@aliser de telles structures.

Un vaste choix peut étre fait dans les matérialec ades métaux, les isolants et les
semi-conducteurs.
Les métaux sont généralement utilisés en tant egti@de pour I'électrochimie.

Néanmoins, les métaux se corrodent, se dissolMemhé&me si I'immobilisation de matiére
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biologique est possible, la stabilité a long teresé problématique. Ainsi, ils ne constituent
pas forcément un environnement physiologique fauerat peuvent se révéler toxiques.

En revanche, les isolants tels que le quartz eeiiee constituent de trés bons supports
pour les systemes biologiques. Mais les méthodes trdasductions utilisées sont
majoritairement optiques ou basées sur la microsadg fluorescence : ces systemes ne sont
donc pas intégrables.

Enfin, les semi-conducteurs présentent la caratigue de combiner les effets des
meétaux et des isolants, en faisant évoluer le tleudopage. Les semi-conducteurs constituent
donc une classe de matériaux de choix pour lased@n de telles structures. Ainsi, de
nombreux travaux ont été dédiés aux semi-condgtelans les différents domaines

scientifiques (physique, chimie et biologie) poes tomprendre et les utiliser.

Il existe trois grandes classes de semi-conducte@mdonction de la classification
périodique des éléments : les II-VI, les IlI-V eus de la colonne IV.

Voici quelques exemples de ces semi-conducteurdoeration de leur maturité
technologique, du contréle du dopage, de la bioatiiité et de la stabilité chimique de

surface (tableau 1).

Tableau I Comparaison de différents semi-conducteurs witsale I'interfacage direct avec
des systemes biologiques

Semi-conducteurs Maturte technologique Biocompatibilité | Stabilité chimique
et contréle du dopage
Si (IV) ++ 0 T
SiC (IV) + + ++
Diamant (1V) 0 ++ ++
AlGaAs (Il1-V) ++ - -
AlGaN (111-V) + + ++
ZnCdsSesS (11-VI) + 0 +

Selon les propriétés intrinséques de ces différeptai-conducteurs telles que la
biocompatibilité et la stabilité chimique, le diamaonstitue un des semi-conducteurs les
plus intéressants pour réaliser des structuresidegor Toutefois, celui-ci n’est pas arrivé a

maturité technologique, et notamment, le dopagedi@dumant n'est pas totalement sous

" M. Stutzmann, J. A. Garrido, M. Eickhoff, M. S.@dt,Physica Status Solidi a-Applications and Materials
Science2006 203 3424.
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contrdle. En effet, nous sommes actuellement aémigses de la maitrise de la synthese de
ce matériau et globalement, le dopage de p/p&est bien maitrisé qu’avec un seul élément,
le bore. Son incorporation peut atteindre 1,5 Bdcm?®. Lorsque celle-ci est supérieure & 3
10° B.cm®, du fait de la relativement faible énergie d'iatisn du bore dans le diamant
(Ei[B] ~ 0,37 eV), le diamant a un comportement métadliqil peut servir d’électrode pour
I'électrochimie. En revanche, le dopage de typest plus difficile : 'azote a une énergie
d’ionisation trop importanteE[N] ~ 1,7 eV), ce qui le rend inutilisable pour cedyge
dopage. Le phosphore possede une énergie dimmnsagaucoup plus faible que l'azote
(E[P] ~ 0,57 eV), néanmoins, il n'a pas encore été démda possibilité d’obtenir un
matériau de comportement métallique de tyga utilisant ce dopant.

Ainsi, beaucoup de verrous technologiques restertre a lever. Cela provient du fait
gue le diamant est un matériau « jeune », compasflieium. Méme si de nombreux travaux
restent a accomplir quant au développement techitple du diamant, celui-ci demeure un

matériau d’avenir grace a ses propriétés intrinsgqu

L’objectif de la présente these consiste a utils=matériau, le diamant, en tant que
support pour la réalisation de biocapteurs. J'aicdmené ces études dans le cadre d’'une
collaboration entre deux laboratoires a Grenoble :

- dans I'équipe Semi-Conducteurs & Grand Gap (SCR{ggd par Etienne Bustarret
au CNRS, a I'lnstitut Néel, avec Franck Omnes,

- et dans l'équipe Chimie de la Reconnaissance etud& des Assemblages
Biologiques (CREAB) dirigée par Thierry Livache, @&A, a I'Institut Nanosciences
et Cryogénie (INAC), dans le département StruceirdPropriétés d’Architectures
Moléculaires (SPrAM), avec Pascal Mailley.

Au sein du premier laboratoire, j'ai synthétisé deaches de diamant monocristallin
et polycristallin (avec des tailles de grains micétriques). Puis, ces échantillons ont été
utilisés dans le second laboratoire pour des étddefonctionnalisation de surface afin de
réaliser des biocapteurs.

" Equipe maintenant dirigée par Etienne Gheeraert
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Il est a noter qu’aucune recherche sur la fonctdisation de surface du diamant
n'avait été effectuée dans ces deux laboratoitesdbnc été nécessaire de mettre en ceuvre
des études de fonctionnalisation et mettre en plde® collaborations avec différents
laboratoires afin de caractériser finement les kesicorganiques sur mes substrats de
diamant. Ces études ont pu étre réalisées avecCleates Arnault au LIST (CEA de
Saclay), équipe dirigée par Philippe Bergonzo. D&apart, des échantillons nanocristallins
synthétisés dans ce méme laboratoire par Mathias&oon ont été utilisés pour des études
de biocompatibilité des électrodes de diamant. fiat,¢'ai pu effectuer deux séjours d’'une
durée totale de trois mois, au sein du laboratdeeMaryam Tabrizian a I'Université de
McGill a Montréal, pour réaliser des études de dmopatibilité des électrodes de diamant

polycristallin (micro et nanocristallin) et monatallin avec Fereshteh Azari.

Les travaux entrepris dans ces quatre laboratottest les domaines scientifiques
different (physique [synthése et caractérisatiotisinie et biologie), ont permis de mettre en
avant les différents aspects primordiaux pour séaliun biocapteur (biocompatibilité,
fonctionnalisation du diamant). Je montrerai ddasgect pluridisciplinaire de cette thése au
travers des résultats obtenus et présentés danaruescrit.

Dans un chapitre introductif, je présenterai I'éat’art quant aux aspects biologiques
et chimiques de la surface du diamant. Tout d’abgdraiterai tous les travaux qui ont
permis de déterminer que le diamant intrinséquédiesbmpatible. Je montrerai qu'il existe
peu d'articles faisant part de cet état du diamBuais, j'étudierai en détail les différentes
méthodes de fonctionnalisation de la surface dundid et jessayerai de comparer leur
stabilité chimique. Enfin, je montrerai que cerésvoies ont permis de réaliser des biopuces

et des biocapteurs sur diamant.

Apres ce premier chapitre, je présenterai danbdeitre Il la synthése des couches de
diamant polycristallin élaborées a I'Institut Néstl au LIST, mais aussi la synthése des
échantillons monocristallins élaborés a I'InstitNéel. Puis, dans ce méme chapitre, je
détaillerai les différentes méthodes de caractéviss physiques développées a I'Institut Néel
qui permettent d’examiner les différents parameéimgsortants pour les études menées dans

les chapitres ultérieurs.
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Le chapitre Ill sera consacré aux résultats quepgenus a I'Université de McGill sur
la biocompatibilité des électrodes de diamant p@tallin dans un premier temps, et de

diamant monocristallin dans un second temps.

Ensuite, dans le chapitre IV qui constitue le ca@irce manuscrit, j'étudierai les
résultats obtenus quant a la fonctionnalisatiordidmant par voie électrochimique utilisant
les sels de diazonium. Je montrerai dans un preemeps, le greffage local d'une molécule
d’intérét biologique, la biotine, avec un suivi dette fonctionnalisation par différentes
méthodes de caractérisation. Dans un second teiggoserai mes résultats sur
'immobilisation d'un complexe métallique sur larface du diamant caractérisé via

différentes méthodes (physiques et électrochimiques

Enfin, le chapitre V sera consacré a la formatiam dnatériau composite original,
diamant/nanotubes de carbone pouvant étre intétegear la réalisation de biocapteur. J'ai
eu l'opportunité de synthétiser des nanotubes dbona avec Anne-Marie Bonnot dans
I'équipe SC2G sur mes échantillons de diamant,gesms donc également axé sur cette voie.
Ainsi, je présenterai des résultats préliminaires la fonctionnalisation par la biotine des
nanotubes de carbone, qui ont cr sur des subsieasdicium et de diamant polycristallin.
Cependant, je montrerai que de nombreux travauk exacore a realiser et de nombreuses

questions restent en suspens.

Nous pouvons remarquer que ce manuscrit ne fainqgagion de la réalisation d’'un
biocapteur. En effet, un biocapteur n’a pas étdiseavec la voie de fonctionnalisation
utilisée et étudiée dans le chapitre IV. En revancbhn biocapteur ampérométrique
enzymatique a été réalisé par le biais d’'une meéthdmd fonctionnalisation de la surface du

diamant qui est aujourd’hui en cours de brevet.
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Introduction

Ce chapitre introductif a pour but essentiel deefdé point sur I'état de l'art en
matiere d’études de biocompatibilité, de fonctidima@ion de surface par des biomolécules,
qui constituent le coeur de I'effort accompli au sode la these. Il fait également le point sur
I'utilisation actuelle du diamant dans les techgas de biopuces et de biocapteurs,

soulignant l'intérét tres particulier et unique quésente ce matériau pour ces applications.

A. La biocompatibilité du diamant

A.1. Introduction

Par définition, on appelle biomatériau un matédérigine naturelle ou artificielle,
gue I'on peut mettre au contact de milieux biologis| sans y produire de perturbation et de
modification notable sur le plan chimique et/ou ab@lique. En particulier, les biomatériaux
sont d'un intérét tres fondamental dans le domaioenédical, car ils permettent dans ce
secteur d’'applications de concevoir de nombreugdaddigifs implantablesn vivo (prothéses,
capteurs, électrodes ...) dans des utilisations tgisegc embarquées » pour le diagnostic ou la
thérapie invasives, au contact intime de zonesildessdu corps humain traditionnellement

intolérantes a la plupart des implants.

Les milieux biologique vivo, qui correspondent a la réalité métabolique d'eride
des organismes vivants, sont complexes. Nous paulesnclasser selon deux catégories, les
milieux circulants, et non circulants.

- Les milieux circulants comme le sang contiennend géaquettes, des protéines
(albumine, collagene, globuline, lipoprotéines..t)des cellules comme les globules
rouges et les globules blancs (macrophages et lgaypds). Le matériau d’'implant,
en contact avec ce milieu, doit bien entendu avaunt éviter la coagulation s’il est

inséré a l'intérieur de la circulation sanguine.
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Les milieux non circulants sont d’'abord représerm@ant a eux par les tissus de
soutien tels que la peau, l'os, impliquant desubedl « passives » (fibroblastes,
ostéoblastes...). Il existe aussi des cellules ¥exth comme les neurones. En
opposition avec les milieux circulants, ces ceitdeherent a la surface des matériaux

et assurent leur fonction aprés adhésion et inteexon.

Plusieurs exemples peuvent étre cités :

Pour des protheses de hanche, le matériau d’impdaiit posséder de bonnes
propriétés mécaniques, proches de celles de l'osr permettre le transfert des
contraintes entre I'os et la prothése. Il doit égadnt avoir des bonnes propriétés
tribologiques car il est soumis aux frottements raveau de [I'articulation. Les
microparticules issues de I'érosion mécanique needd pas provoquer de réactions
inflammatoires, ni déclencher d’allergies. De plles, matériau doit favoriser la
recolonisation par le tissu osseux en contact daeec la prothese.

Sur un autre registre, un vaisseau sanguin aelificie doit pas favoriser la
condensation de plaquettes et la formation de phlé@mpéchant la circulation du
sang.

Enfin, pour la réalisation de biocapteurs dansadre d’applicationsn vitro, notons
que les enzymes immobilisées sur la surface durrmatée doivent pas étre altérées
par le matériau lui-méme, qui doit également paurpart pouvoir conserver son

activité électrique en régime de fonctionnementrradr

Nous voyons donc que la biocompatibilité d’'un matédépend en grande partie de la

facon dont il interagit avec les milieux avec lesigul se trouve en contact.

Nous donnons ci-apres, a titre d’exemple, quelfim®atériaux qui sont tres utilisés pour:

la locomotion (prothéses, plaques, vis...) : le Btahses alliages, les aciers...

le systeme cardiovasculaire (valves, cathétersle}:aciers, le PTFE, les poly-
uréthanes...

les électrodes implantables (électro-myographieyrogtimulation...) : le platine,
I'oxyde d’iridium, le nitrure de titane...

Le carbone amorphe est aussi un matériau utilis# [goréalisation de valves. En

effet, le carbone amorphe s’est révélé étre unnaatéiocompatible et intéressant puisque ce
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dernier possede une dureté assez importante, pdecbelle du diamant. Le carbone amorphe
est en fait un matériau composé de carbones hybsidéet sg & différentes concentrations,
avec un réseau contenant de I'hydrogene. Il diftBrediamant qui n’est composé que de

carbones hybridés $p

Trés peu de travaux (moins de dix) ont été pulsligda biocompatibilité du diamant a
I'heure actuelle. Or, celui-ci posséde de tres lesmropriétés de surface, trés favorables dans
ce domaine. Il est en effet chimiquement inertggrésente différents types de terminaisons
de surface (hydrogénées ou oxygénées). Elles mifer I'équilibre lipophile-hydrophile de
la surface et donc sur la mouillabilité de celletaguelle est un parametre qui joue un réle

tout particulierement important sur I'adhésion akglire.

A.2. L’hémocompatibilité du diamant

Le caractere biocompatible d’'un matériau en contotc le sang est appelé
hémocompatibilité. Le diamant est hémocompatiblié ys'a simultanément absence de

coagulation du sang et absence de rejet du matériau

Les premiers travaux menés sur la biocompatibditédiamant datent de 1994. Tang
et al. ont testén vitro, mais aussin vivo par contact direct avec le sang, I'adhésion de
protéines et de globules blandd. Ce n’est que douze ans plus tard qu’'Okroj etoat.
complété ces travaux par des taestgitro d’adhésion de plaquettes de sang hurf#in

Pour vérifier I'absence de la coagulation, des yddigs et des fibrinogénes ont été
cultivésin vitro sur diamant nanocristallin (NCD) et microcristaluCD) respectivement.
Les fibrinogénes sont des protéines du plasma sagii se transforment en fibrine lors de
la coagulation sanguine. Dans les deux cas, parpa@son avec des matériaux
biocompatibles (le titane) ou non (I'acier inoxytibune tres faible adhésion des plaquettes
et des fibrinogénes a été observée sur la surfase2chantillons. Ainsi, la coagulation du
sang ne se produit pas sur la surface du diamhbgta une diminution notable du risque de

phlébite.

Pour compléter ces travaux quant a ’'hémocompaéhbilu diamant, Tang et al. ont

vérifié 'absence du rejet du matérifilj . Ces travaux consistent a vérifier 'absence ou la
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faible adsorption des globules blancs et plus fipéeiment des macrophages. Les globules
blancs luttent contre les bactéries et virus ddloe des infections. Les macrophages sont des
variétés de globules blancs de grande taille quisopropriété de s’adsorber et de détruire les
grosses particules comme les cellules abimées @esagais aussi des éléments étrangers.
Lors de test# vitro du diamant en contact avec des globules blanesadsorption mineure
de ces derniers a été observée sur les échantifdms, le diamant ne semble pas étre rejeté
par les globules blancs.

Au vue de ces résultats encourageants quant a dt@mpatibilité du diamant, des
testsin vivo ont été menés. Des échantillons de diamant ontrgtiantés pendant sept jours
dans lI'abdomen de souris, en contact du péritotissu( trés vascularis€). La réponse
inflammatoire a été observée en étudiant les idtierzs matériau-tissu. Finalement, le
nombre de macrophages sur les échantillons de diagteit tres faible, comme pour le titane
(un matériau considéré comme biocompatible), ajoies la surface du cuivre présentait une
densité de macrophages élevée. De plus, le cuiaitepartiellement corrodé. La morphologie
des macrophages sur diamant et titane était aussilaise, les cellules étaient
hémisphériques, sans ponts entre elles, indiquamt th faible adhésion de celles-ci sur ces

deux matériaux.

En conclusion de ces résultats, il apparait done lgs diamants NCD et uCD
intrinséques constituent de tres bons matériauammue revétement pour réaliser des valves

de cceur artificiel et méme des endoprotheses \asesipuisqu’ils sont hémocompatibles.

A.3. Les cellules adhérentes

Lors de la réalisation d’'une prothese osseuse, d&nmu utilisé doit posséder de
bonnes propriétés mécaniques et tribologiquespitégalement favoriser la recolonisation
du tissu osseux en contact direct avec la prothése.

Nous allons alors présenter des études qui omhét&es visant la mise en contact du
diamant avec des cellules adhérentes « passivedles que des ostéoblastes et les
fibroblastes. Les premiéres sont des cellules €égémnces de tissu ‘durs’ alors que les

secondes régénerent les tissus ‘mous’. En effeipdecoblastes sont des cellules chargées de
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la synthése du tissu osseux et les fibroblastemgitent le renouvellement du collagene et
des fibres.

Par ailleurs, dans le cas de la réalisation d'@dets implantables pour la
neurostimulation, ces électrodes sont mises eracbaiec des neurones. Ces cellules sont
« actives », elles posseédent une activité synaptgyermettent le transfert des informations.

Cependant, les neurones sont tres sensibles artanement.

A.3.a. Les ostéoblastes et les fibroblastes

Le caractere hydrophile/hydrophobe des surfacesédkantillons est un parametre
important pour I'adhésion des cellules. Kalbacovaale ont ainsi étudié ce caractere en
modifiant les groupements de surfaces du diarfBamt]. En effet, le diamant peut étre soit
hydrogéné soit oxydé de maniére artificielle (cleirat plasma d’oxygene), donc hydrophobe
ou hydrophile respectivement. Des ostéoblastesatumts été cultivés sur des échantillons
nanocristallins (NCD), avec ces différents carasénais aussi avec différentes rugosités (de
10 a 40 nm rms). Il est important de noter quealamme de rugosité de surface étudiée est trés
faible vis-a-vis de la taille des cellules (envi@hum de diameétre).

Avec les échantillons hydrogénés, quelle que sorugosité, une trés faible quantité
d’'ostéoblastes a été observée a la surface, a@maint aux échantillons qui ont été oxydés.
Une faible augmentation du nombre de cellules algsérvée avec la rugosité de surf@ie

Afin de mettre en évidence ces résultats, la sarties échantillons a été structurée
avec des zones hydrophiles et hydrophofgds La figure I-1 montre que les cellules
s’adsorbent majoritairement sur les zones hydrephiLa structuration de surface permet
donc de créer des zones particulieres d’adhésiancdbéules. Cependant, nous pouvons
remarqguer la présence de quelques cellules sapfess hydrophobes qui font des ponts entre
les zones hydrophiles. Méme si le nombre de callsle les parties hydrophobes est trés
faible, la question de la stabilité du diamant log#mé se pose lorsque celui-ci est en contact
a l'air ou avec l'eau. En effet, de récents travauk démontré que le diamant s’oxydait en
surface de maniere nature]tg . Ainsi, pour des utilisations a long terme du daaut) il serait
peut étre préférable de greffer des molécules a@ctere hydrophobe qui, malgré I'oxydation
de surface, empécheraient I'adhésion cellulaire.
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Figure 1-1: Résultats de la prolifération d’ostéoblastes gem 48h sur diamant NCD
structuré par des bandes oxydées ou hydrogénéap 2x:m ou b) 10Q:um de largeur.
Point focaux d’adhésion (en rouge) et noyaux (emruplsont caractérisés par
fluorescence [4]. Barre d’échelle : 1Q0n.

Nous pouvons observer sur cette figure que lesulesllpossedent des formes
polygonales sur les zones hydrophiles, indiquaethomne adhésion, alors que sur les zones
hydrophobes, celles—ci sont sphériques. De plugs mmuvons distinguer les noyaux des
cellules (en bleu) et notamment la présence dedildractine au sein des cellules (en rouge).

L’actine est une protéine qui traduit une forteg@sibn des cellules sur la surface.

Le caractere hydrophile/hydrophobe des surfacesstitoe donc un parametre
primordial pour la bonne adhésion des cellules.

Toutefois, il a été démontré que I'adhésion ceital&tait plus importante quand les
surfaces possédaient des groupements carboxyl{@@®H) ou aminés (N§), les surfaces

porteuses de groupements hydroxyles (OH) ayanbmportement oppodé] .

Chong et al., en 2007, ont travaillé sur des édiamg ultra-nanocristallins (UNCD)
et microcristallins (UCD]7]. Il faut noter que pour les échantillons UNCD kuteur des
motifs est d’environ 90 nm alors qu’elle est d’eow 160 nm pour les échantillons uCD.
Ainsi, méme si cette gamme de rugosité est pluditapte que celle étudiée par Kalbacova

et al., celle-ci reste encore une fois faible cor@pa la taille des cellul¢3] .

Chong et al. ont modifié la surface par fonctiorsalon avec des fonctions
carboxyles (COOH). lls ont cultivé des fibroblastesr ce type d’échantillon puis ont
compare les résultats avec ceux qui étaient obtanudes échantillons hydrogénés et oxydés

par un traitement U\[7]. Finalement, le nombre de fibroblastes et leucdod’adhésion
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restent importants sur les échantillons de dianmagtés sous UV et ceux possédant des
carboxyles, contrairement aux échantillons hydrégéeci corrobore les résultats obtenus
par Kalbacova et al[4]. En revanche, la densité cellulaire est plus ingme sur les
échantillons UNCD vis-a-vis des échantillons pCubl pouvons formuler I’hypothése que
pour les UNCD, la surface spécifique est plus irgue, la densité de fonctions oxydées
I'est aussi : cela augmente donc le nombre de pdiattache pour les cellules.

Dans cette méme étude, les fonctions carboxylesamt a greffer sur la surface des
bras PEG (polyéthyléne glycol). Ces bras sont cenpour diminuer I'adsorption non
spécifiqgue des protéines et des cellJ8ls En diminuant la densité des bras PEG sur la

surface, ils ont pu observer une augmentation denaité des cellules.

Enfin, les fonctions carboxyles ont été utiliséesumpgreffer sur la surface des
protéines de la matrice extracellulaire, servaatsatie substrat pour la migration cellulaire.
Les auteurs ont fonctionnalisé la surface par miriine, une glycoprotéine possédant un
groupement polysaccharide associé a une chaingegqiige, avant de mettre en culture des
cellules. Une bonne adhérence de celles-ci assoaiéde nombreuses connexions

intercellulaires ont pu étre observées.
Ainsi, ces travaux ont pu démontrer que les terisomes de surface du diamant jouent

un réle important quant a I'adhésion cellulaire p@wdant, celles-ci ont toutes été obtenues
par des voies artificielles, or, qu’en est-il dardant oxydé de maniere naturgBg ?

A.3.b. Les neurones

La fixation contrblée des neurones sur les surfaodisies présentent aussi un fort
intérét en médecine puisque de nombreux travausclobet a les immobiliser sur différents
supports pour réaliser des réseaux de cellulesedenétrie contrélée et ainsi permettre de

réaliser I'étude fondamentale de leurs intercornmexi
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Specht et al. ont été les premiers a immobiliser mEurones de maniére locale sur
diamant monocristallin hydrogéné ou oxyi®. lls ont utilisé un tampon (« stamp ») en
PDMS pour déposer localement la laminine. Quel spiel'état d’oxydation de la surface, il
n'a pas été observé de différence d’adsorptiomdanhinine.

Puis, apres culture des neurones, nous pouvornsgtlist (figure 1-2) que ces derniers
suivent parfaitement le réseau préétabli par lanere.

(A : P j [ 2 ®)
e A U
b |

-—

v d

I_._‘)-
100 um ¥

Figure I-2: Images MEB obtenues a différents grossissentatsréseau de neurones qui
ont crd sur un réseau de laminine déposé sur diammamocristallin par « stamping »

[9].

Nous pouvons toutefois observer quelques défautmdigure I-2a, mais ils ont sans

doute été provoqués lors de I'étape de structuratio

Ariano et al. ont aussi observé ce phénoméne d'ptisn quel que soit I'état
d’oxydation de surface du diamant monocristalli]. Pour cela, ils ont utilisé la laminine
mais aussi des polypeptides, telles que la poipdyst la poly-ornithine. Cependant, lorsque
la surface n’est pas prétraitée par la lamininel@sipeptides, trés peu de neurones adhérent a
la surface. Ainsi, il est important de déposer lausurface de diamant des molécules de la

matrice extra cellulaire pour permettre aux neusarees’adsorber.

Une étude complémentaire et importante sur I'agtigynaptique des neurones a été
réalisée par Ariano et aJ10]. Deux électrodes ont alors été connectées a deusomes
interconnectés. Une électrode stimule un neuromeligaque l'autre électrode permet
I'enregistrement du signal généré par le deuxiemarone. L'existence d’'un transfert de
I'information bioélectrique permet de conclure queaix-ci gardent leur activité synaptique

quand ils ont adhéré a la surface du diamant.
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Notons enfin que tout récemment, des projets ontevjour pour la réalisation de
rétines artificielles en diamant. Les recherchasiantreprises sur les réseaux de neurones

vitro et qui viennent d’étre décrites y trouvent deddestout leur sens.

Pour résumer, nous avons vu que le diamant coastitumatériau de choix pour
diverses applications médicales puisqu’il est biopatible. Quelques parametres influent sur
'adhésion des cellules, comme la rugosité maisosur’état de surface de ceux-ci. Les
surfaces oxydées permettent une meilleure adhésitudaire puisqu’elles sont hydrophiles.
Cependant, dans le cas de la rugosité nous avousipgue tous ces travaux ont étudié des
gammes faibles de rugosité. De plus, les surfacdgstautes été oxydées de maniere
artificielle. Nous pouvons alors poser deux questio

- Quelle est I'influence de la rugosité de surfacel@dumant lorsque celui-ci possede des
tailles de motif de I'ordre de la taille des cedisil?
- L'adhésion cellulaire sur diamant oxydé naturellatrest-elle équivalente a celle sur

diamant oxydé de maniére artificielle ?

D’autre part, tous ces travaux n'ont traité quediamant intrinséque. Et cela laisse
donc ouverte au moins deux questions trés imp@sagn ce qui concerne le diamant dopé au
bore :

- Qu’en est-il du diamant lourdement dopé au boregloe celui-ci est utilisé comme
électrode ?
- Quel est exactement I'effet du bore sur I'adhéseltulaire ?

Nous essaierons de répondre a ces questions detmesgigre 111.
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B. La fonctionnalisation du diamant

Pendant longtemps, la surface du diamant étaitidéd®e comme chimiquement
inerte & la plupart des réactifs. Sa modificatiersdrface était méme vue comme impossible

comparée a d’autres semi-conducteurs.

Ces quinze dernieres années, de nombreux progrésétén réalisés dans la
compréhension de la chimie de surface du diamasa &€ permis de développer de méthodes
robustes quant a l'introduction de différents gresionctionnels sur la surface du diamant.
Ces méthodes sont basées sur la chimie, la phot@het dans le cas des électrodes de
diamant sur I'électrochimie. Les techniques tratém, ont été adaptées sur diamant sur la

base de leur développement sur silicium ou surorerlvitreux.

B.1. Le diamant hydrogéné

Le diamant apres synthese, sorti du bati, possedesurface hydrogénée, il est alors

tres hydrophobe.

Lorsque le diamant est lourdement dopé au bore ¥[B]13° B.cmi®), il posséde un
comportement métallique, et peut servir d’électrqubrir I'électrochimie. Au travers de
I'étude de I'électrolyse d'une solution aqueusecitla sulfuriqgue (HSQO,), un trés faible
courant de fond ainsi qu’une large fenétre életirmmue de 3,5 V ont été démontrés (figure
[-3) [11]. Ces électrodes peuvent réduire a des bas pdseatienéme oxyder a des hauts
potentiels des composés que certaines électrodesmionnelles telles que l'or, le platine, le
carbone vitreux ne peuvent atteindre. Elles denmtuaéors tres intéressantes a des fins
environnementales puisque cela leur permet de netks nitrates et d’oxyder les composés

organiques qui polluent les eaux sans attaqueu.l'ea
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Figure 1-3: Comparaison des voltampérométries cycliques (d€)difféerentes électrodes
(diamants, or, platine et carbone vitreux) pould@rolyse de I'eau dans une solution a
0,5M HSQ. VC de difféerentes électrodes de diamant: deexti&des de diamant
polycristallin dopé au bore (B:PCD) et deux éleckes de diamant monocristallin dopé
(B:SCD) ou non (SCD) [11].

Néanmoins, méme si pendant trés longtemps, lacgufgdrogénée du diamant était
considérée comme tres stable, de récents travatxdémontré que celle-ci s’oxydait
naturellement a l'air et se stabilisait au boutn#wsemaine (figures I-4a et I-4b). Ceci méne
alors a une baisse de la réactivité de la surfaee ane diminution tres rapide de la constante

de transfert de chargg Kigure I-4c).

C1s C) oo
b H terminated BNCD
m 0,05- k. evolution vs EIS runs
. Csp 0,04-
7 \ -~
§ CH, g 0,031
l—=l MXEZ) N 0,02* L
{ T o
x
/ \\ coH 0,01+ \\_.E_
VAN DA\~ el
282 284 286 282 284 286 2 4 6 8 10 12
binding energy (eV) # mesures EIS

Figure 1-4: Etudes XPS de la zone spectrale Cls d’électragesiamant NCD a) avant
(sortie du bati) et b) aprés vieillissement a l'ai) Evolution du coefficient de transfert
de charge en fonction du nombre de caractérisatfmarsspectroscopie €lectrochimique
d'impédance (EIS) [5].

Des traitements (€lectro-)chimiques permettentadtwver » les électrodes pour les

stabiliser mais aussi pour obtenir des tres bS]k
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Ces traitements génerent finalement des terminaiegpdées de surface qui peuvent
alors servir de fonctions primaires pour la fonatialiser (figure 1-5). Toutefois, il existe des
méthodes artificielles d’oxydation de la surface dlamant qui permettent d’augmenter la

densité de certaines fonctions.

C1s
I,
f;‘ﬁ "\;'
s |
‘E CSp3 }) 1\' (XZZ)
: b
E [/ l"; \.
1/ \ WcoH
/ YW  coc c=0
) lh“'\.*-\m j
282 284 286 288

binding energy (eV)

Figure I-5: Etude XPS de la zone spectrale Cls d’électratiesdiamant NCD apres
traitement électrochimique [5].

B.2. Oxydation et fonctionnalisation

B.2.a. Les différentes voies d’oxydation de la surfaceldumant

Le diamant peut présenter diverses terminaisorssidaces (figure 1-6). Celles-ci sont
caractérisables via difféerentes techniques telies lgnfra rouge, la spectroscopie Auger, la
spectroscopie XPS... Cette derniere caractérisagoh gistinguer les différents groupements
de surface présents en fonction du décalage émprgétlu carbone par rapport a la

composante principale du diamant.

Sp2C CH, (%=1, 2 ou 3) Fonctions oxydées
I 1T 1 T 1
i
H H o]
[ H_H H o)
NI N ZwH I [
C=C.. _.C c ¢ L . e, C
7 Sy ! S ————

Figure 1-6: Terminaisons de surface du diamant.
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Diverses procédures ont été mises en ceuvre afkydbo la surface du diamant avec
une fonction majoritaire.

Certains groupements sont plus intéressants queltresa vis-a-vis de la
fonctionnalisation comme les hydroxyles (COH), tesbonyles (C=0) ou les carboxyles
(COOH). En effet, ceux-ci sont assez réactifs @rgment aux ponts éthers (COC), trés
stables. En revanche, méme si de nombreux travamixét® menés pour obtenir des
hydroxyles ou des carbonyles, il en existe peul'sbitention de carboxyles. En fait, ces
derniers sont présents en faible quantité surrfase engendrant alors une faible compacité
de molécules greffées.

Les carbonyles peuvent étre obtenus selon divensésodes telles que :
> le procédé thermique sur diamant monocristalld0§112]
> le plasma d’oxygeng3]
> l'anodisation du diamant polycristallin qui génargjoritairement des fonctions

carbonyles de surface selon les facettes ([Gf))

Les hydroxyles peuvent aussi étre obtenus par deqés électrochimiques et ils
sont majoritaires selon I'orientation (111p] .
En revanche, d’autres méthodes existent pour génésegroupements mettant en jeu

I'oxygéne singulefl6] ou par photochimie sous dioxygdd&] ou sous 0zong8].

Ces modifications de surface ont été utilisées denscas de l'étude de la
biocompatibilité du diamant. En effet, celles-cydent les surfaces et les rendent hydrophiles
[3, 4, 7].

Ainsi, il existe différentes voies permettant d’dey la surface du diamant pour la
densifier avec tel ou tel groupement. Néanmoirgjdhtation cristalline posséde un réle

important.
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B.2.b. La fonctionnalisation via les groupements oxydé€X@ar voie

chimique)

A ma connaissance, il existe uniquement un artjdietraite de la fonctionnalisation
de fonctions primaires carbonyles. Notsu et al. amtsi immobilisé la DNPH (2,4-
dinitrophénylhydrazine), un produit généralementisét comme test caractéristique des

aldéhydes et des cétones en chimie organique €figry[14].

NO.
Q 2 NO,
H\
N
|
N
I

NO, NO,

H—N_
&Ll

Figure I-7: Schéma de fonctionnalisation de la surface damd@int par réaction entre la
DNPH et les carbonyles de surface.

L —

Nous pouvons voir que cette réaction génere araci une liaison C=N-N, et la
question de la stabilité de celle-ci se pose.
Ce procédé ouvre toutefois une voie pour I'immehliion de différentes molécules

possédant une fonction hydrazine.

Les fonctions hydroxyles sont les fonctions oxydéssplus utilisées pour greffer des
primaires d’arrimage et de nombreux travaux existgmnt a leur utilisation. En effet, deux
stratégies de fonctionnalisation utilisant les loygtes de surface sont tres répandues : la
silanisation et I'estérification. Une troisieme @ast recemment apparue, elle est basée sur la

chimie des phosphates et de leur pouvoir de coraptaxde I'ion zirconium.

Cette fonction hydroxyle s’obtient aussi sur silioi et cela a permis de générer des
SAMs (self-assembled monolayers) par silanisatidimsi, tous les travaux établis sur
silicium ont été adaptés sur diamant.

La silanisation consiste a faire réagir par voianijue des silanes avec les hydroxyles. Le
silane le plus couramment utilisé est 'APTES (ampiopyltriethoxysilane, figure I-§)19] .
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APTES

HoN
HoN_  HoN_  HoN.

VAN

O0—Si—0

N
O---Si—0—Si—0—Si---0

OH OH OH OH OH

| | | o o (o]

Com—

Figure 1-8: Schéma illustrant la réaction de silanisation ldesurface oxydée de diamant
avec I'APTES.

Cette technique de fonctionnalisation présentealidage de générer a la surface une
grande quantité de fonctions amines qui peuventirsele primaires d’arrimage pour
'immobilisation de peptides (figure 1-920] et de protéinef21]. Toutefois, l'utilisation de
TAPTES peut générer des structures multicouchesntrairement a I'APDEMS
(aminopropyldiethoxymethylsilan§2?2] .

peptide
I
NH
o
H
i |
N pe;l)tlde )
HN HN
>=o NH >=o
HyN 1) Triphosgéne HN o HN
2) Fmoc-NH-NH H
3) Pipéridine 0

0--Si--0

O"sl’i"O O"Sll"O |

Figure |-9: Greffage de peptides sur diamant aprés silamsaffigure 1-8).

L’estérification est une autre méthode utilisarst ydroxyles. Comme pour la DNPH
sur les carbonyles, cette réaction s’appuie swhleie organique. En effet, cette réaction
consiste a faire réagir des molécules contenargranpement carboxyle terminal (COOH)
avec les hydroxyles de surface (COH). Des fonctastisrs sont alors générées. Delabouglise
et al. ont pu alors, par cette méthode, immobilisee molécule d’intérét biologique, la
biotine (figure 1-10)16].
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Figure [-10: Schéma illustrant la réaction d’estérificatiore da surface hydroxylée de
diamant par la biotine.

Cette expérience a permis d'immobiliser la protéiiide de la biotine, I'avidine. Par
ailleurs, du fait de la grande affinité entre cesléuules (biotine/avidine), ce couplage peut
servir de lien générique pour I'immobilisation denmbreuses biomolécules commerciales

conjuguées a l'avidine telles que des enzymes.

La derniere méthode de fonctionnalisation des sasf@e diamant hydroxylées utilise
la chimie des phosphates et les propriétés commiesalu phosphate greffg3]. En effet, la
surface est d’abord phosphatée, puis un complexardenium est généré a la surface qui
peut étre alors fonctionnalisée par différents gesoents possédant un ligand terminal

comme une fonction carboxylate (figure 1-11).

R

" =<

(@)
? 9 z*20H OX Q z*on
POCK o—t—0 zrocl, o=p—0 o o=t—o
— —
OH OH OH o

e B —
Figure I-11: Chimie des phosphates et du zirconium sur sarfgeroxylées de diamant.

Néanmoins, cette liaison n’est pas tres stable, sl clive en présence d’EDTA qui

posséde une meilleure affinité pour la complexatiorzirconium.

Ainsi, nous venons de présenter la possibilité diobiliser des primaires sur diamant,
par différentes voies chimiques, en utilisant lescfions oxydées de surface générées
artificiellement. Cependant, méme si une liaisowvatente est générée a linterface, les
molécules greffées ne sont pas immobilisées deéarastable et les liens peuvent se cliver
dans des milieux agressifs. Par exemple, I'esteydsblyse dans des milieux acides ou

basiques.
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Des travaux ont alors été mis en ceuvre afin detifimwaliser la surface via des

liaisons carbone-carbone, par définition trés stabl

B.3. La fonctionnalisation des surfaces hydrogénées avec
formation de liaisons C-C

Alors que la fonctionnalisation via les oxydes deface ne s’effectue que par voie
chimique, il existe d'autres stratégies de fonatalisation générant des liaisons C-C. La
photochimie ainsi que I'électrochimie sont les edies plus prometteuses. Elles ont d’ailleurs

éte trés développées depuis ces trois dernieré&eann

Le diamant polycristallin hydrogéné génére desdm@ga surface quand il est illuminé
dans I'UV (254 nm de longueur d’onde). Ces troust ®argés positivement, ils constituent
alors une cible parfaite pour une attaque nucldéegtar les alcénes, également activés. Ainsi,
pendant l'irradiation avec des alcénes, ces dexsiergreffent sur la surface selon un procédé
qui est finalement mal compris.

Le groupe de Hamers est le premier a utiliser aeiéhode pour fonctionnaliser la
surface du diamarjR4], démontrant la possibilité de greffer une monobeude fonctions
amines en grande quantité. Ces amines doivent dapegétre protégées pendant l'irradiation
afin de ne pas étre détériorées (figure I-12a).r Fiter une étape de déprotection, des

fonctions carboxyles peuvent étre utilisées adagldes amines (figure I-1212p].

a) S o o b) HO_ O
HN 3 o HO_ O
HN HoN
/ MeOH/H,0 /
3 A=254nm reflux. ) C J A=254nm

Figure 1-12: Chaines aliphatiques a) aminée ou b) carboxytémobilisées sur la surface
hydrogénée du diamant par photochimie.
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Méme si cette stratégie est tres attrayante (ket@bin), son défaut principal réside

dans la durée d’activation : il faut environ 6 hesupour obtenir une monocouche compacte.

La fonctionnalisation générant des fonctions cayles< a €galement été mise en
ceuvre afin de promouvoir la culture cellulaire diamant[7]. En effet, ces groupements
rendent les surfaces hydrophiles améliorant aiteglhEsion cellulaire. Par ailleurs, ces
mémes fonctions ont été utilisées pour le greffdgebras PEG qui a contrario empéchent

I'adhésion cellulaire.

L’électrochimie constitue une alternative pour généles liaisons C-C et celle-ci est
beaucoup plus rapide (de I'ordre de la secondejlidmant lourdement dopé au bore est alors
nécessaire pour se comporter comme une électrade eKal.[26] se sont appuyés sur les
travaux menés sur carbone vitreux par I'équipe idedP qui utilise les sels de diazonium
[27]. En effet, par réduction électrochimique, les sldsdiazonium forment des radicaux au
voisinage de la surface qui réagissent avec elleg fmrmer une liaison C-C (figure 1-13).
Néanmoins, cette voie électrochimique ne formesuaida surface une monocouche comme

par photochimie, mais un film épais.

R

a ®

R R . R
. 0
Ny* O

[ ) NBugsr, @0 m A

Figure 1-13: Fonctionnalisation de la surface du diamant Videctrochimie des sels de
diazonium. Formation de multicouche.

Dans la majorité des cas, le groupement R est anpgment nitro (Ng, qui peut
étre réduit en fonction amino (NH(figure I-14). La surface est alors décorée pes d
fonctions amines susceptibles de subir des étapséreures de greffage. Ces travaux seront
détaillés dans le chapitre IV.

NO, NH»

6 + 6H*
=3

Figure I-14: Réduction des fonctions nitrophényles en amiéaoples.

28



Généralités — Etat de l'art Chapitre |

En fait, pendant sept ans, cette voie a été écarségi'a ce qu’'en 2006, Wang et
Carlisle I'ont a nouveau utilisée pour greffer umezyme, la glucose oxyda$e8]. Par
ailleurs, Lud et al. ont aussi utilisé les selgd@dezonium mais sans électrochinia®] . Ils ont
utilisé les propriétés réductrices du diamant fodet hydrogéné pour fonctionnaliser la
surface avec une monocouche compacte. Cependantmegour la photochimie, cette
derniére n’est obtenue qu’au bout de 73 heuresaftage.

Ces deux stratégies (photochimie et réduction réelsimique des sels de diazonium)
permettent finalement de densifier la surface garfdnctions amines. De nombreux groupes
les ont alors utilisées pour immobiliser soit dégamucléotides (ODNSs) (figure 1-15§24,

30, 31], soit des enzymes (figure 1-159128, 32, 33]

_ oD
a) oxgxo NILSH\ ODN‘L NH;  NH,

H2 -

Do
H,C
/C_
(o}
803 Na* NH

5 -
—

0 -

L
I

v

sulfo NHS
—_—
enzyme

@@6——*6@@—»@@6 @——*

-

Figure 1-15: Schémas réactionnels pour I'immobilisation ap@Ns ou b) d’enzymes aprés
fonctionnalisation par photochimie (figure I-12a) par électrochimie (figures 1-13 et
[-14) de la surface du diamant.

Ces deux méthodes de fonctionnalisation permettengreffer des oligonucléotides
sur la surface du diamant de maniere covalentagjesdiaisons C-C avec la surface (figure I-
15a). La stabilité de I'arrimage des oligonucléesicsur diamant via la photochimie a été
étudiée et comparée avec d’autres matériaux fanwicsés avec des ODNSs via des cycles
d’hybridation/dénaturation des ODNSs (figure 1-163a%]. Nous pouvons distinguer que la
fluorescence n’évolue pas sur diamant apres treytkes, contrairement a celle sur or et
silicium. Ainsi, le diamant constitue un trés bomtériau pour la réalisation de biopuces

réutilisables.
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De plus, le groupe de Nebel a confronté ces deukadés de greffage photochimique
et électrochimique. En utilisant la pointe d’'un AFMa comparé les forces nécessaires pour
arracher le film d’oligonucléotides arrimés surslaface soit via les sels de diazonium, soit
via la photochimie (figure 1-164B1].

el NCD diamond e Glassy C (3.000 °C) b)
a ) =& Amine-Si0, = weeke Silicon (111}
o v SewC0% | 120 4 electrochemical:
—_ H-terminated diamond:
1600 — 75 100 4 oxidized diamond: \
o
g 140 - 2 80-
3 =
5 1200 =
2 z 604 photochemical:
= 1,000 =1 . .
,:_; ' = H-terminated diamond:
£ a00 - 2 40 A oxidized diamond:
g 600 — =) 20 4
R 0 -
07 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
0 . . . . — DNA layer thickness (A)

Hybaidization cycle

Figure 1-16: a) Etude par microscopie de fluorescence de tibikté apres 30 cycles
d’hybridation/dénaturation d’ODNs immobilisés sur iffékents  matériaux.
L'immobilisation d’ODNs (figure I-15a) sur diamandiNCD a été effectuée apres
fonctionnalisation de primaires d'arrimage par pbohimie (figure [-12a) [24]. b)
Comparaison des forces nécessaires pour détach®@DN immobilisé aprés
photochimie (figure I-12a) ou apres électrochinfigures 1-13 et 1-14) sur des surfaces
de diamant hydrogénées ou oxygenées [31].

Nous pouvons voir que I'état d’'oxydation de la aad joue un réle important quant a
la force d’adhésion des molécules. L’'arrimage éssiglus stable lorsque la surface est
hydrogénée. Mais aussi, les sels de diazonium pzmel’obtenir des liens plus forts avec la

surface. Ce phénomene est peut-étre di a unesasibih par les cycles benzéniques.

Parallelement a ces deux voies, il en existe unejique, qui permet d’obtenir des
liaisons C-C. Cette voie a été adaptée au diamankasbase de son développement sur le
silicium [34] . Elle consiste a utiliser la reconstruction deuaface du diamant monocristallin
(100). En effet, celle-ci présente des dimeresc ales doubles liaisons (C=C), lorsque le
monocristal est chauffé a haute température danslée Il est alors possible d’effectuer des
cycloadditions de types Diels Alder [4+2] ou deslogdditions [2+2] (figure 1-17).
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Figure 1-17: Schémas de principe de cycloadditions de typeBiels Alder [4+2] ou b)
[2+2].

Hovis et al. ont alors greffé du cyclopenténe pataaddition [2+2] (figure 1-18)35] .

cyclopenténe

@ [2+2]

Figure [-18: Fonctionnalisation par cycloaddition [2+2] du clopenténe sur la surface
reconstruite de diamant monocristallin (100) [35].

En fonctionnalisant les cyclopentenes par des ifonstamines par exemple, cette voie

peut permettre dintroduire des primaires d’arrimagour des molécules biologiques.

Pourtant, il semble que la densité surfacique ddopgntenes greffés sur la surface du

diamant soit faible comparée aux mémes travausiscium.

Finalement, nous venons de montrer qu’il existetrguméthodes qui permettent de

fonctionnaliser la surface du diamant avec la ggtigar de liaisons C-C. Deux de celles-ci ont

été tres développées ces dernieres années (lachhoie et I'électrochimie avec les sels de

diazonium), et elles ont finalement permis d’'imniisker des molécules biologiques. Leur

intérét sera développé dans la partie I.C..
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B.4. La fonctionnalisation des surfaces hydrogénées avec
formation d’autres liaisons

D’autres fonctions peuvent aussi étre incorporéaesla surface du diamant. Elles
peuvent alors modifier ses propriétés interfacidigseffet, la surface peut étre halogénée et
devient par conséquent fortement hydrophobe.

De plus, la fluorination de surface augmente cansilement la fenétre
électrochimique des électrodes de dianjaf}. Elle passe de 3,5V a 4,5 V et permet donc
d’utiliser ces électrodes pour la réduction desates (figure 1-19)36, 37]. Cette fluorination

de surface se realise par des traitements thersad@0°C dans du, 38].

i (mA cm'z)

2 3
-5 E (V vs. SHE)

BDD

Figure 1-19: Voltampérométries cycliques d’électrodes de dan{BDD) et d’électrodes de
diamant dont la surface a été fluorée (F-BDD). H@IO, a 25°C, vitesse de balayage
100 mV.g [37].

Par ailleurs, la chlorination de surface peut éffectuée par cette méme méthode, en
présence de €[38]. Une alternative a la chlorination thermique ésilisée par photochimie
dans un milieu Glgazeux.

Le chlore de surface constitue en fait un intermiéeliréactionnel pour finalement aminer la

surface par photochimie dans de 'ammoniac gaziguré 1-20)[39] .

A=245nm / 24h A=245nm / 24h
Cl, gaz NH3 gaz

T H H g CI Cl Cl — 3m NHy NHz NHy

Figure 1-20: Schéma illustrant la modification de surface diamant avec des fonctions
amines par photochimie, aprés chlorination de celle

Une surface directement aminée peut aussi étrewdigar plasma dans 'ammoniac.
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Cette amination permet alors de greffer des priesaid’arrimage comme des
hydrazides (figure 1-21g%0], des aldéhydes via la glutaraldéhyde (figure 1}34k] ou des
carboxyles (figure 1-21d)2].

c)

1) Trisphosgéne /NHZ

a) NH, NH, NH, NH, NH; NH, NH, NH, NH
2) Fmoc-NH-NH2 HN
3) Pipéridine /K
(¢]

S A
NH, NH, NH HN oo
Hoogi

COOH COOH

+ EDC/NHS

b) N 0 o)

COOH

COoH HOO COOH
O/
Vi Vi o o o
—— > N NH, N L TH

NH, NH, NHy ecau/ 1h TH
lﬁ 3

Figure 1-21: Immobilisation de primaires d’arrimage sur largace aminée pour obtenir les
fonctions a) hydrazides, b) aldéhydes et c) carlesxy

Finalement ces molécules immobilisées sur la sertamstituent des intermédiaires

pour le greffage de peptidg¥0] ou d’ODNs[41, 42].

B.5. Bilan

Le schéma de la figure 1-22 résume I'ensemble dewatix dédiés a la

fonctionnalisation de la surface du diamant.
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Figure 1-22: Schéma récapitulatif des différentes voies detionnalisation de la surface du
diamant pour le greffage d’entités d’intérét bioigqge.

Nous avons donc pu voir que toutes ces méthodésnddonnalisation générent a la
surface des primaires d’arrimage. Méme si ces deynsont immobilisés de maniére
covalente, leur stabilité avec la surface dépenthdmie utilisée. En effet, la silanisation et
I'estérification créent des liaisons (carbone-oxygemoins stables que celles générées par
photochimie ou électrochimie (carbone-carbone). @as< derniéres voies ont d’ailleurs été
tres étudiées depuis gquelques années, mais une semnble intéressante. Il s’agit de
'immobilisation de primaires apreés amination deslaface : des liaisons carbone-azote sont

alors générées.

Finalement, ces trois méthodes (photochimie, éehbtmie et amination) permettent
de fonctionnaliser la surface du diamant avec de#cules biologiques telles que des
peptides, des ODNs et méme des enzymes. |l y apussibilité de réaliser des biopuces ou
des biocapteurs sur diamant. Cependant, le gretfagees molécules biologiques s’effectue
en plusieurs étapes, au demeurant assez longuesji demite une approche de greffage

multiple sur diamant.
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C. Applications : diagnostigue et bio-détection

Ces deux premiéres parties nous ont donc permigdiés deux aspects importants du
diamant. Il constitue un matériau biocompatible,ismaussi, il est fonctionnalisable via
différentes techniques. Ainsi, des molécules diéttdiologique peuvent étre immobilisées
sur la surface du diamant sans étre altérées paatériau lui-méme ou par le mécanisme de
greffage. Il est alors possible d’effectuer desatrres hybrides diamant/biomolécules avec la

réalisation de biopuces et de biocapteurs.

Les biopuces sont des analyseurs biologiques raddtipétriqgues et généralement, la
détection se fait par lecture indirecte via un matg (par exemple par fluorescence). Il est
alors entendu que pour une étude multiparamétrignee miniaturisation s’impose.

A contrario, un biocapteur est une associatiommatid’'un biorécepteur et d’'une unité de
signalisation, appelée transducteur. Le bioréceptear exemple une enzyme, apporte la
spécificité et la sensibilité biologique tandis gleetransducteur transforme le signal de
reconnaissance et délivre un signal interprétalgénéralement électrochimique. Le
biocapteur permet alors une lecture directe etdeapie la reconnaissance biologique. Le
diamant, grace a ses propriétés électrochimiquasiragit alors constituer un transducteur
idéal. En effet, nous avons vu que les électrodeglidmant possedent une large fenétre
électrochimique couplée a un courant de fond @éde, contrairement a d’autres électrodes
comme le carbone vitreux ou l'or (figure I-3), eteuvitesse de transfert électronique rapide
[5]. Il est important de noter que la surface du di@ma s’encrasse pas au contact de produit
organique ou inorganique. On parle alors d’' « &miling ». Cette propriété est tres

importante puisqu’elle évite ainsi de détériorerdponse électrochimique a long terme.

Méme si le biocapteur permet une lecture électmithie directe et rapide,
contrairement a la biopuce, cette derniére estggusible lorsque la détection s’effectue par

fluorescence (figure 1-23).

électrochimie fluorescence
[ o Pl

sensibilité
| | | | | | | | |
| | | | | | | | | |

107 10® 10° 10%° 10t 10 10 10 107% 107 (M)

Figure [-23: Comparaison de la sensibilité électrochimiqueetluorescence (M).
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Nous allons alors développer les quelgues étudesngété menées pour la réalisation
de biopuces et de biocapteurs.

C.1. Les biopuces

Pour réaliser des biopuces, la miniaturisation @asscément par une étape de
localisation du greffage sur la surface du supgmtir des études multiparamétriques.
Toutefois, toutes les fonctionnalisations de swféatudiées dans la partie 1.B. ne permettent
pas une localisation directe. En effet, I'utiligatide masque pendant I'étape de photochimie
constitue la seule voie directe de localisationny @t al. ont été les premiers en 2002 a
fonctionnaliser la surface du diamant avec desoaligléotides (figures I-12a et I-15a) de
maniere locale, avec des plots de tailles millimées [24]. Par réaction avec le
complémentaire contenant un marqueur fluorescenipdalisation est mise en évidence
(figure 1-24).

F1 F2 F1+F2

52 2 s2 @

Figure 1-24: Images de fluorescence obtenues aprés hybrighar le complémentaire
correspondant (F1 ou F2), modifié avec un fluoraghale deux séquences différentes
d’ODNs (S1 et S2) greffées sur la surface du didrffagure I-15a) [24].

Deux ODNSs difféerents (S1 et S2) ont effectivemetd greffés a la surface. Nous
pouvons distinguer sur la figure 1-24 une trés lompécificité du greffage lorsque les
complémentaires correspondants (F1 et/ou F2), méodifec un fluorophore, sont mis en
contact avec la surface fonctionnalisée.

Méme si la fonctionnalisation du diamant par voieotechimique permet une bonne
spécificité de la reconnaissance moléculaire, cetithode requiére plusieurs étapes

d’immobilisation pour chaque séquence d’ODN cergad le procédé long.
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En revanche, toutes les autres stratégies de dometiisations telles que
I'électrochimie et 'amination de surface requigrane modification au préalable de celle-ci
par lithographie. Par des systemes de masquage slefhce aminée, un plasma fluor a été
effectué pour structurer la surface du diamant alesc zones fluorées et d’autres aminées.
Puis, apres fonctionnalisation avec des peptidesepample (figure I-21a), la figure 1-25
permet de distinguer des plots d’'une centaine deramietres révélés par un anticorps

fluorescen{40].

Figure 1-25: Image de fluorescence de plots de peptides Fid@obilisés sur la surface du
diamant selon la figure 1-21a. Révélation avec umicorps anti-peptide FLAG
fonctionnalisé avec un fluorophore [40].

La taille des plots a méme été diminuée avec la enéecthnique mais pour

I'immobilisation d’ODNs (figure I-21c}41]. Des tailles de 10 et 20pum ont été obtenues.

Une autre méthode consiste a microstructurer lmalid avec des zones conductrices,
lourdement dopées au bore, et des zones intrins@fgle Le groupe de Nebel a pu élaborer
un réseau de 35x38 électrodes de 15um de dianfigwee(1-26a). Puis, par réduction des
sels de diazonium sur toutes les électrodes, egllssnt alors fonctionnalisées avec des

ODNSs apreés plusieurs étapes chimiques (figuresdt1d5a), mais de maniére collective.

Insulating Diamond

15um Diamond Electrode
— — .

|50 umy|

Figure 1-26: a) Image MEB d’un réseau d’électrodes de diamhas plots sombres sont les
électrodes en BDD alors que les zones plus cles@® du diamant intrinseque. b)
Image de fluorescence aprés hybridation avec unptEmentaire modifié par un
fluorophore de ce réseau de microélectrodes fonotitisées par des ODNSs (figure I-
15a) par électrochimie (figures I-13 et I-14) [43].
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Nous pouvons distinguer sur la figure 1-26b questdes plots fluorescent apres

hybridation avec le brin complémentaire modifié parfluorophore.

Une détection électrochimique a également pu é&leoéee par comparaison de la
réponse d’une sonde redox en solution, le ferronaya ([Fe(CNJ*), avant et aprés
hybridation des ODNs immobilisés sur les électroa@sostructurées (figure 1-27). Comme
I'ODN est chargé négativement, il génére une répulglectrostatique des anions de ferro
cyanure : ces derniers sont alors partiellementiésy Cette répulsion est méme renforcée

aprées hybridation avec le brin complémentaire.

20 “fgli&: =0 mV ,  diamond

\  nano-wire
\ electrode

—F—\

p—

z A [/ | ssDNA

1
g 1.0 4 [/ \

/| /ds DNA \
0.5 4 “.“‘ /

0042 =
02 04 06 08 10
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Figure 1-27: Signal obtenu par voltampérométrie par pulsdéédédntiel (DPV) de I'électrode
nue, avec 'ODN immobilisé (ss DNA), et avec le mlémentaire (ds DNA) [43]. 1mM
[Fe(CN)]* dans du PBS, vitesse de balayage : 100 th¥auteur du pulse : 2,5 mV.

Par cette étude de réponse de la sonde, la détdotiite est atteinte lorsque le
complémentaire est a une concentration de 10 pM.

Cependant, malgré la miniaturisation, la localmati ainsi que la détection
électrochimique (plus rapide que la fluorescenae)dispositif ne permet pas une étude
multiparamétrique puisque toutes les électrodes samerconnectées. Dans la situation ou
toutes les électrodes seraient indépendantes rait ggossible de fonctionnaliser chacune
d’entre elle par des ODNs difféerents. Mais il faaitiles fonctionnaliser une a une ce qui
serait trés long et donc pas envisageable dansog@ge industriel.

L’'approche de Nebel reste malgré tout tres int@mss si les électrodes sont
indépendantes, car cela permettrait de réalisealefinent une biopuce avec détection

électrochimique. Néanmoins, des recherches sootredceffectuer quant a la technologie du
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diamant pour réaliser des circuits électriguessmassi sur la fonctionnalisation pour greffer

et localiser les molécules biologiques en une étape

Ainsi, nous avons vu qu’il existe quelques travaaw la miniaturisation et la
localisation du greffage de molécules biologiqupspfides et ODNs) sur la surface du
diamant pour la réalisation de biopuces. Mais, dansnajorité des cas, des étapes de

structuration sont nécessaires et elles alourdissgmocédé de fonctionnalisation.

C.2. Les biocapteurs

La réalisation de biocapteurs enzymatiques néeessittransducteur électriguement
actif. Dans ce cas, le diamant doit étre utiliséne® une électrode (étre lourdement
dopé) pour réaliser des biocapteurs ampérométriques posséder une conductivité de
surface (étre fortement hydrogéné) pour fabriqesr [EET (transistors a effet de champ) afin
de concevoir des dispositifs potentiométriques.

D’autre part, pour des utilisations a long termess énzymes doivent étre immobilisées de

maniére covalente sur des électrodes.

Nous allons donc étudier ces deux différents tyjmbiocapteurs, ampérométrique et

FET qui ont été élaborés sur diamant.

C.2.a. Les biocapteurs ampérométriques

Le principe d'un biocapteur enzymatigue ampéromadi est basé sur la
communication électrique entre le site actif d'emeyme immobilisée sur une électrode, et la
surface de celle-ci. Par exemple, dans le casrdenbbilisation de la glucose oxydase (GOXx)
sur une surface, la GOx catalyse I'oxydation duwcgde en solution. L’électrode intercepte
alors I'échange électronique et le traduit en umal quantitatif, directement relié a la
concentration du substrat (le glucose) présenbkiign. Cette interception peut étre obtenue
selon trois méthodes qui ont ainsi permis de ctassg biocapteurs selon trois générations
(figure 1-28).
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Figure 1-28: Premiére, deuxieme et troisieme générations ideapteurs ampérométriques
enzymatiques avec pour exemple I'immobilisatiofadgucose oxydase (GOX).

La premiere et la seconde génération de biocapiidise I'oxygéne en tant que co-
substrat naturel de la GOx. Le peroxyde d’hydrogftgO,) est produit par la réaction
enzymatique et est détecté soit:

- directement au niveau de I'électrode apres diffugmemiere génération)

- au travers d'un relais délectrons (un médiatewr) st détecté a la surface de
I'électrode (deuxiéme génération). Il est importdatnoter que dans certains cas, ce
médiateur peut agir comme un co-facteur et remplame/géne.

Dans ces deux situations, le transfert électrongjeffectue entre I'enzyme et I'électrode au

travers d’'une espece redox active diffusive.

A contrario, la troisieme génération de biocapt@st basée sur un transfert
électronique direct entre le centre prosthétiquetieyme et I'électrode.

Un grand intérét est porté sur cette derniére gdioérde biocapteur puisque :
- la réponse électrochimique est indépendante dedtuétion de concentration du co-
facteur
- il n'est pas nécessaire de rajouter un médiatedwxreui peut étre nocif pour des

applicationsn vivo.

Pour ces trois générations de biocapteur, un cowstnmesuré a I'électrode et est

dépendant de la concentration du substrat.
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En 2006, Wang et Carlisle ont immobilisé la GOx #rsurface du diamant via
I'utilisation des sels de diazonium (figures |-181€5b) [28]. lls ont ainsi pu réaliser un

biocapteur enzymatique ampérométrique de premi@mérgtion (figure 1-29).
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Figure 1-29: Voltampérogrammes d’'une électrode de diamamnigtfonnalisée par la glucose
oxydase (figure 1-15b) par voie électrochimiqugufies 1-13 et I-14), dans une solution
de PBS saturée en oxygéne et en présence ou phenmid de glucose. Vitesse de
balayage : 50 mVs L'encadré montre la courbe de densit¢ de courmmbdique
enregistrée a 1,1 V en fonction de la concentratierglucose [28].

La figure 1-29 permet de montrer que le glucoset @e détecté dans des solutions
artificielles. La courbe de calibration obtenue,& Y vs Ag/AgCI suit la forme classique de
Michaelis-Menten avec une partie linéaire pour descentrations de glucoses comprises
entre 0,5 et 5SmM.

Il est important de noter que ce biocapteur camst#eulement une preuve de la réalisation
d’'un tel procédé car il ne peut pas étre utilisesddes milieux biologiques (jus d’orange,
sang...) du fait du fort potentiel appliqué. En effetl,1 Vvs Ag/AgCl, le biocapteur n’est
plus sensible puisqu’il oxyde les especes redozgmtés dans le milieu (acide ascorbique,

acide urique...).

La fabrication de biocapteurs de troisieme géengmgieut éviter cet inconvénient.

L’équipe de Garrido est finalement la seule a awvaelisé des biocapteurs
enzymatiques ampéromeétriques de troisieme géneratio diaman{32, 33]. En effet, la
catalase favorisant la dismutation de Jf en Q et HO (figure 1-30a), ainsi qu’'une
peroxydase (la HRP) catalysant la réduction de®H(figure 1-30b) ont été greffées sur la
surface du diamant par photochimie (figures I-12a16b).
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Figure 1-30: a) Voltampérogrammes de I'électrode de diamaonh nraitée (en noir) et
fonctionnalisée par la catalase (en rouge) [32].@)urbe de calibration de la densité
de courant mesurée en fonction de la concentratibhiO,. Courbe obtenue a partir du
biocapteur en diamant sur lequel la HRP est imniedd. L'encadré représente la
réponse de la densité de courant en fonction dpsgmour ce biocapteur [33].

Nous pouvons distinguer sur la figure 1-30a la enée du couple BEFe”
caractéristique du groupement héminique de laasgalAinsi, celle-ci est bien immobilisée

sur la surface mais surtout elle conserve soniztnologique.

La HRP a également été immobilisée, son centreriique est aussi détecté du fait de
la proximité de son centre prosthétigue avec laasar de I'électrode. De plus, par
incorporation d’'HO,, celui-ci oxyde la HRP et un courant cathodiquede@gsctement mesuré
a I'électrode (figure 1-30b). Nous remarquons gei¢emps de réponse apres injection est tres
rapide, il est inférieur & cinq secondes. Finaldmén courbe de calibration semble se
rapprocher d’'une courbe classique de Michaelis-Blers#gvec une partie linéaire pour des
concentrations d’bD, comprises entre 0,1 mM et 45 mM. Cette partiedlire est alors
beaucoup plus étendue gu’une autre étude réahssela HRP immobilisée via des silanes

sur la surface du diamant (quelques ni2A)] .
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C.2.b. Les transistors a effet de champ (FET)

Les transistors a effet de champ sont des disfsélgctroniques composés d’'un canal
semi-conducteur connecté par deux électrodes ddi@éssurce et le drain). Leur particularité
est d'utiliser un champ électrique pour contrékercbnductivité du canal dans le semi-
conducteur qui est recouvert d’'une fine coucheaig@ en silicium (la grille). La conductivité
du canal peut étre modifiée par une variation demtcel d'équilibre quand le canal est plongé
dans les solutions ioniques. En rendant la couehsilsle aux ions, il est possible de réaliser
des ISFET (lon Sensitive Field Effect Transist@&h général, les ISFET sont basés sur la
technologie du silicium et la principale utilisaticest la mesure du pH des solutions.
Néanmoins, pour la réalisation d'ISFET en siliciuhrgest nécessaire de contréler le dopage
(de la source, du drain et du canal) et de déposeifine couche isolante de silicium servant
de grille.

En 2001, I'équipe de Kawarada a réalisé un FETimalgsur diamant : un film de
diamant intrinséque hydrogéné, non dopé, connedi&ua électrodes (la source et le drain),
représente le canal alors que la solution aqueosstitue la grille[44]. On parle alors de
SGFET (Solution Gate Field Effect Transistor). Pens2004, la méme équipe a immobilisé
des enzymes sur la surface active du diamant déE€$@our réaliser des ENFET (Enzyme
Modified FET) sur diamarfd5]. Les premiers ENFET ont été réalisés par Cardareita en
1980 sur siliciuni46] .

Song et al. sont alors les premiers a fabriquelEMSET sur diamant. Pour cela, apres
une amination partielle et oxydation de surfacegliacose oxydase ou l'uréase ont été
greffées sur la surface avec du glutaraldéhydelesiramines de surface (figure I-21b).
Lorsque du glucose ou de l'urée ((WHCO) sont en solution, ces produits réagissent avec
I'enzyme qui modifie localement le pH (figure 1-31)

Ref

Acide
Gluconique
Glucose +H* +H,0,

+H,0 +0, ) (NH,),CO
\\ +2H,0 +H* i
s I 0 :—D"ﬁ

Figure [-31: SGFET modifié avec la glucose oxydase ou 'uz§45].
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Comme le courant entre la source et le drain déperdtement de la conductivité de
surface, celle-ci varie avec les états protonédémiotonés des fonctions hydroxyles (OH) ou
amines (NH) de surface, et donc le courant varie avec le pH.

Pour la glucose oxydase, une protonation des famgtide surface (-©-OH,
-NH,=>-NH5") induit une force électrostatique répulsive quti fgcroitre la densité des trous
dans le canal de tyge Une diminution du courant drain-source est abtrservée en fonction
de la concentration de glucose avec une partiaii@é@ntre 0,1 et 10 mmot.|

En revanche, I'uréase basifie le milieu en préseticeee et donc une augmentation
du courant drain-source est observée en fonctiola @dencentration d’'urée avec une partie

linéaire entre 1 umol‘iet 10 mmolf.

Hartl et al. ont aussi réalisé un ENFET mais alee®tylcholine estérase, une enzyme
importante pour la transduction du signal post-pyigae de certains neurones (figure 1-32)
[47]. Cette enzyme a été immobilisée soit sur des zaleesdliamant hydrogéné, par
photochimie (figure I-12a), soit sur des zones @eg] par silanisation (figure 1-8), via

I'utilisation d’'un anhydride succinique (figure bl) ou du glutaraldéhyde (figure 1-21b).

reference electrode .- T T

enzyme

: products
active area g uan
insulating J[ 1|
i ; P s +
silicone glue o ‘ lmker h
' ) molecule pH Lhﬂl""l

pH sensitive surface

surface conductive diamond

Figure 1-32: Schéma du ENFET en diamant. L'enzyme est grefféa surface du diamant
constituée de bandes paralleles de 1um de largaléms ou hydrogénées. L'enzyme est
immobilisée soit sur les zones oxydées soit suzdess hydrogénées, en fonction du
protocole expérimental. En présence du substratrespondant a I'enzyme, un
changement du pH local est mesuré. La sensibilitptd de ce SGFET en diamant est
utilisée pour quantifier les réactions enzymatiqj4e§.

lls en ont déduit que la sensibilité était meilelorsque I'enzyme était greffée apres
silanisation et utilisation de la glutaraldéhydeed pH de 8.
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Conclusion

Nous venons de voir dans ce premier chapitre qadéalaant intrinseque constitue un
parfait candidat pour la réalisation de structuyrerlde diamant/matiere biologique.
En effet, ce matériau est biocompatible mais aiuisgeut étre fonctionnalisé via différentes
méthodes par des molécules d’intérét biologique pealiser des biocapteurs (FET).

En revanche, méme s’il est possible de réaliser hiesapteurs ampérométriques
enzymatiques sur diamant lourdement dopé au bareynatravail n'a été établi sur la
biocompatibilité de ces électrodes.

Apres avoir décrit la synthese des électrodes dmaiit (chapitre Il), nous tacherons
de répondre a cette question (chapitre Ill) avagétudier en détail la fonctionnalisation par

voie électrochimique la surface de nos électrodedi@nant (chapitre 1V).
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A. Structure et propriétés du diamant

Le diamant posséde une structure dérivée de latgteucubique a faces centrées,
appelée structure diamant (figure II-1). En plus domes des coins du cube et du centre de
chacune des faces, quatre des huit sites tétraédrigpnt occupés par un atome de carbone,
ce qui donne huit atomes par maille élémentairdreauatre pour une structure cubique a
faces centrées. Chaque atome est finalement ligategcarbones de facon tétraédrique par
des liaisons covalentes d’hybridatior? spés fortes lui conférant une structure extrénrgme

rigide.

Figure II-1 : Structure cubique du diamant.

Cette structure apporte au diamant deux de segqeatdes propriétés :
- sa dureté, c’est le matériau naturel le plus dulr sur I'échelle de Mohs (échelle de 1
a 10)
- sa conductivité thermique, 20 W.2rk™ [1], ce qui est cinq fois celle du cuivre

réputé étre un trés bon conducteur thermique.

Dans sa forme intrinseque, le diamant est un semdhacteur a large bande interdite
(5,4 eV a 300 K2]). Il est alors électriquement isolant, mais il ppétre dopé et devenir
semi-conducteur de tyge[3], et méme conducteur de comportement métalliqueudtest
lourdement dopé au bore. Le tableau Il-1 présenédgges caractéristiques électroniques du

diamant comparées au silicium, le semi-conducteptus utilisé de nos jours dans I'industrie

[4].
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Tableau II-1: Comparaison de quelques caractéristiques physiimiques et électroniques
du silicium et du diamant.

Propriétés Silicium Diamant
Largeur de la bande
: . 1,1 54
interdite (eV)
Température maximalg
250 1000

d’utilisation (°C)
Point de fusion (K) 1690 3700

Mobilité des électrons 3

14 1300 4500
300K (cm2.V-.s")
Mobilité des trous a
14 450 3800
300K (cm2.V-.s")
Champ de claguage
p -1q g 0.3 5
(10° V.cm?)
Conductivité thermiqus
1 15 20
(W .cm~.K")

Ce tableau indique que le diamant est un meillamdicat que le silicium pour des
dispositifs de puissance pouvant fonctionner aentarnpérature. Cependant, les technologies

sur silicium sont historiguement plus avancéesaanparaison a celles sur diamant.

Lorsque le diamant est lourdement dopé au borgmgemétallique ([B] > 3x18 cm®),
il peut étre utilisé en tant qu’électrode en élmttimie. Ces électrodes présentent en
particulier une fenétre de potentiel étendue (3&yure 1I-2) avec un courant résiduel tres
faible en solution aqueug®] . Cette large fenétre électrochimique permet amdrd d’étre
un parfait candidat pour la réduction des nitratess I'eau[6] ainsi que I'oxydation des

composés organiques.
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Figure 1I-2 : Comparaison des voltampérométries cycliqgues (W€ )ifférentes électrodes
(diamants, or, platine et carbone vitreux) pould@rolyse de I'eau dans une solution a
0,5M HSQ. VC de difféerentes électrodes de diamant: deexti&des de diamant
polycristallin dopé au bore (B:PCD) et deux éleckes de diamant monocristallin dopé
(B:SCD) ou non (SCOp].

En dehors de ces propriétés remarquables que hieremt ce matériau massif, le
diamant posséde également des propriétés de sutfaseintéressantes. Celle-ci est
chimiqguement inerte, elle est résistante aux milieorrosifs. En effet, la surface du diamant
hydrogéné, sorti du bati de croissance, s’oxydem@dmiere continue a l'air jusqu’a une
stabilisation apres une semaliig. Contrairement au silicium qui est beaucoup pastif et
qui se passive sur plusieurs couches, la surfacdiatnant s’oxyde seulement en surface.
Cette oxydation induit alors des fonctions telleg gles hydroxyles (C-OH), des ponts éther
(C-0O-C), des carbonyles (C=0) et des carboxyles@BDqui peuvent participer a des
réactions de chimie organique pour fonctionnalisesurface du diamant. Il existe aussi
d’autres terminaisons de surface sans oxygene tgllie les liaisons carbone-carbone de type

spf (graphite) et les CHavec x=1, 2 ou 3, se formant pendant la croisséigure 1I-3).

Sp?2C CH, (x=1,2 ou 3) Fonctions oxydées
I 1T 1 T 1
T
H H o o}
| H H H ’ 0 HO O
N/ N\LaH I | NV
C=C. o c C < . C c

Figure II-3: Terminaisons de surface du diamant.

Le diamant est réputé étre un matériau biocomgagidbablement di a ses propriétés
surfaciques. La partie Ill de ce manuscrit étudittecderniere propriété trés intéressante du
diamant.
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B. La synthése du diamant

Il existe deux méthodes de synthése du diamantsytahese dite HPHT (Haute
Pression, Haute Température) et la synthése par @¥Bmical Vapour Deposition). Aprés
avoir décrit ces deux techniques de production idmant, nous étudierons la synthése des
échantillons que nous avons utilisés pour les étuldebiocompatibilité mais aussi pour le

greffage de molécules biologiques.

B.1. Latechnique HPHT

Le diamant naturel se forme dans le manteau tegrestdes profondeurs de 180 km,
ou les conditions de pression et de températuretszmélevées. Puis, le diamant remonte a la
surface lors de puissantes éruptions volcaniquesai@té fait de ce matériau naturel un des

plus chers.

Ainsi, les premieres syntheses de diamant ont stinsi reproduire des conditions
similaires a partir de graphite. Cette techniquepdeduction a été appelée HPHT (Haute
Pression Haute Température) puisque du graphitehasiffé a des températures de 'ordre de
3300°K sous des pressions de 15GPa. La GenerdfiEl€ompany fut la premiére industrie
a produire du diamant dans ces conditions en J8h5Puis, cette technique a été améliorée
par le biais de I'utilisation de catalyseurs mégals tels que le nickel ou le cobalt permettant

ainsi de diminuer les températures (1800°K) eplessions de synthése (7GPa).

Le diagramme de phase du carbone (figure II-4)gmiésles conditions de synthése du

diamant en fonction des températures et des presaiappliquef9] .
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Figure 11-4 : Diagramme de phase du carbdi®g.

Cette voie de synthese est aujourd’hui tres udilidéns l'industrie car elle permet
d’élaborer des outils de coupe jusqu’aux enclunmediamant permettant d’atteindre de tres
fortes pressions. Les applications en sont mugtiple

La HPHT est aussi utilisée pour la réalisation dstaux servant de substrats pour la
croissance de couches homoépitaxiées par la tagh@iyD.

B.2. Latechnique CVD

Nous pouvons distinguer sur le diagramme de phaseadbone (figure 11-4) la
présence d’'une zone métastable a basse pressiohasise température. La technique CVD
(Chemical Vapour Deposition) est apparue. Pourcafés la croissance du diamant dans ces
conditions, une source d’énergie pour I'activatidun procédé est nécessaire : soit par un
filament de tungsténe chauffé (HFCVD, Hot Filam@&\D), soit par un plasma qui est
généré par des micro-ondes (MPCVD, Microwaves Pdasmhanced CVD). Tous les
échantillons utilisés dans ce manuscrit ont étéagés par MPCVD.

Ces deux sources d’énergie dissocient les préasrssarbonés, généralement du
méthane gazeux (GH formant des radicaux dont le méthyle @Hlors tres réactif avec le
substrat. Par cette méthode de croissance de diatkeaméthane est mélangé avec du
dihydrogéne (h), essentiellement avec quelques pourcentages del&@ts du Kl Cette forte

concentration d’hydrogene est nécessaire pour desans importantes.
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Dans un premier temps, I’hydrogéne gazeux se dessoas I'action des micro-ondes.
Le processus inverse (H+»H,), proche du substrat, lui permet de rester a drgeb
températures (environ 1000°C) puisque cette réaetsb exothermique.

Dans un second temps, pendant la croissance dwadiadiautres phases carbonées
telles que des phases graphitiques ou amorphessemisimultanément. L’hydrogéne attaque
alors les phases spLes phases diamant, d’hybridatior” sont elles aussi attaquées mais
beaucoup moins rapidement. Le résultat global iesi an depot sélectif de la seule phase
diamant a I'état pur.

Les vitesses de croissance des couches de diaomdnilss élevées lorsque le rapport
CH4/H; est importanfl0]. Cependant, au-dela d’un certain rapport, I'hnyéragne peut plus
attagquer toutes les phases non-diamant, les cooctiedors une qualité cristalline amoindrie
[11].

Le diamant est un semi-conducteur a grand gap qui Btre dopé pendant la
croissance. Le dopagepar le bore est aisé, et une large gamme dynantigudopage est
accessible (de 1ba 1,5 16? B.cm®). Grace & la taille de I'atome de bore proche el du
carbone, le bore s’incorpore facilement et prengldae d’un atome de carbone dans la maille
cristalline du diamant. Le bore, appartenant &larme lll, est un accepteur et capte alors les
électrons émis par la bande de valence en y cd&ntrous. Puis, pour une concentration de
bore supérieure a 3.¥0at.cm®, le diamant posséde un comportement métalliqugevlent
conducteur, il peut donc servir d’électrode en tébehimie. En effet, dans ce cas, il peut
remplacer un métal comme le platine et il garde mepriétés électrochimiques sans se

passiver, contrairement au silicium (figure 11-2).

Les gaz permettant la croissance d’échantillongsi@o bore sont généralement le tri-
méthyle borane (TMB), utilisé au CEA-LIST, ou lddiane (BHg), utilisé a I'Institut Néel.
Ces gaz sont donc ajoutés aux précurseurs (hydecegeméthane) et sont aussi dissociés par

le plasma.

La croissance de diamant par MPCVD s’effectue soit des substrats de diamant
pour la synthése de couches monocristallines, sait silicium pour des couches
polycristallines.

Dans le cas des échantillons monocristallins, epese d’épitaxie est élaborée sur un

substrat de diamant. Cette homoépitaxie peut séseéasur des substrats possédant des
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orientations cristallographiques différentes, gatenent (100) et (111). Dans ce cas, les

conditions de croissances différent.

Pour les échantillons polycristallins, la croissamest menée sur silicium. Ce dernier
subit ou non un prétraitement en fonction de ldetales grains de diamant désirée. Nous

parlons alors :
- de diamant microcristallin (UCD) quand la taillesdgrains est de l'ordre du

micrometre,
- de diamant nanocristallin (NCD) quand celle-ci dst I'ordre d’'une centaine de
nanometres,

- de diamant ultra nanocristallin (UNCD) lorsque dgains ont des tailles inférieures a

dix nanometres.

Le modéle de Volmer-Weber est utilisé pour déctize synthése du diamant
polycristallin sur des échantillons non-diamflri] . Ce dernier explique que cette synthese se
passe en deux étapes : une étape de nucléatiolapu@ssance des nucléi. La nucléation est
I'étape-clef de cette synthese puisque les nu@éiosment sur des zones particuliéres du
substrat. Dans le cas de la synthése de diamantgu€in substrat en silicium, ce dernier est
rayé a l'aide d’'une pate diamantée, nous parloossale « scratching ». La surface est
dépolie est présente alors des pointes et desarétstituant des sites préférentiels pour la
nucléation de grains de diamant (figure 1I-5). G&momene peut étre expliqué par une

augmentation des lignes de champ sur ces aspgaitées effets de pointe.

Zaky X7, BEe

Figure 1I-5: Image MEB d’'un de nos échantillons aprés intption du procédé lors de la
phase de nucléation. Sites préférentiels de nuoléalkes cristallites de diamant.

Puis, dés que les nucléi atteignent une tailléqcidt, ces derniers se développent dans

les trois dimensions pour finalement coalescepstiguer de croitre.
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Pour augmenter la vitesse de nucléation, il existe autre technique, le Bias. Elle
consiste a appliquer un champ électrique au débpracédé de synthése, pendant I'étape de
nucléation. Le champ électrique permet d’augmergensidérablement la densité de
nucléation. Ainsi, par cette technique, il n'estplnécessaire de prétraiter le substrat de
silicium, et il est possible d’obtenir du diamantl voire UNCD pour des temps trés courts
de croissance. Pour des temps plus longs de anoiss@&omme les grains croissent de

maniere colonnaire, leur taille augmente pour faorchediamant uCD.

Il est & noter que I'étape de nucléation peut aéss évitée en introduisant des
nanoparticules de diamant sur la surface du sublstsad’'un bain a ultra-sons. Cette méthode
est appelée le « seeding ». Le diamant croit alioestement sur ces grains et en fonction du

temps de croissance, comme le Bias, du diamant ICIDCD peut étre synthétisé.

Les substrats de silicium ont été préparés paratcting » a I'Institut Néel alors que

la méthode dite de « seeding » a été utilisée ST LI

B.3. Les batis de synthese de I'Institut Néel et du LIST

Pendant toute la durée de ma these, jai synthétes échantillons de diamant
polycristallin (microcristallin, uCD) et monocridlia afin d’étudier la biocompatibilité de ce
matériau et de fonctionnaliser la surface de ceuxes échantillons ont été élaborés a
I'Institut Néel, au CNRS de Grenoble. Dans le catlitme collaboration avec le laboratoire
de Philippe Bergonzo, le LIST (CEA de Saclay), nawsns pu obtenir des échantillons
nanocristallins (NCD). Ces derniers ont été syigBsétpar Mathias Bonnauron, doctorant au
LIST. Ainsi, avec les échantillons microcristallide I'Institut Néel et les nanocristallins du
LIST, nous avons pu mener des études de greffage btocompatibilité en fonction de la

rugosité et du dopage.

Nous allons maintenant présenter les batis desmoie utilisés pour synthétiser de

telles couches de diamant.
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B.3.a. Institut Néel

L’Institut Néel, anciennement le LEPES, a choisitéchniqgue MPCVD (Dép6bt
Chimique en phase Vapeur assistée par Plasma Miates) pour synthétiser des couches de
diamant monocristallines et polycristallines. Le@ighs’est porté en faveur de cette technique
puisqu’elle facilite le dopage in situ

Un bati de croissance a été construit en 1992 panie Gheeraefil3] a partir d’'un
modéle japonais du NIRIM (National Institute fordearch in Inorganic Materialg)4] .

La chambre de croissance est constituée d'un tabquartz croisant un guide d’onde a

I'intérieur duquel est produit un champ électroné&tgiue a la fréequence de 2,45 GHz. Ce
champ est créé par un générateur dont la puisgadeire ajustée entre 0 et 2000 W ; une
puissance comprise entre 250 et 350W étant utililsdes la plupart des cas. Le plasma se
forme a I'intersection du guide d’onde et du tutiguge 11-6).

/ ...... E—wrométre infra-rouge
1
1

[ anas DA fenétre optique

enceinte de dépbt
(tube en quartz)
q téte micro-onde
adaptateur 2 2 45 GHz
piston clc d'impédance isolateur
M I i J i 1M ]
1] P I w
applicateur
jauge Baratron ——
d'étranglement
four de décomposition
el L0 LIL] LIL] 1
Ar Ll

+— pompe secondaire

0%0 0 mn va

1
1
D, H, O, CH, BQH&Ar
porte substrat

diluteur (tube en quartz)
de diborane

Figure II-6 : Schéma de principe du bati de croissance (mopguMPCVD a I'Institut Néel.
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Le substrat est donc positionné a cette intersestio un second tube en quartz situé a
I'intérieur du premier. Le substrat peut alors §itacé selon trois positions vis-a-vis de la
boule de plasma : au centre, au contact et endevalelle-ci (figure 11-7). Cette derniére
position présente l'avantage de synthétiser desnditions monocristallins de meilleure

qualité cristalline.

centre contact aval

O < boule plasma
—— échantillon

~—— tube en quartz

Figure II-7 : Positions possibles de I'échantillon en fonctamla boule de plasma.

La température est un paramétre de croissance tampor elle joue un réle
déterminant en ce qui concerne la physico-chimitagehase gazeuse et sur les phénomenes
d’adsorption a la surface. Elle est mesurée auvanivtes échantillons au travers d’'un hublot
par un pyrometre optique situé en haut du tuberiexiteé Ainsi, par ajustement de la

puissance micro-onde, la température de croisgasaeétre contrblée.

Les especes gazeuses telles que I'hydrogene eétleare proviennent directement
des cylindres et arrivent par le haut du tube. Lagliit est contrélé par des régulateurs de
débit massique. Depuis 2004, un diluteur de dibmranété installé et cela a permis de
contrdler en permanence et avec plus de précisi@oncentration de diborane et donc celle
du bore dans les couches.

Le mélange est alors effectué dans le haut dudtles gaz transferent dans I'enceinte
de dépbt grace a un systeme de pompage primairé ditl'extrémité basse du tube. La
pression est réglée par une vanne d’étranglemaoéglan amont de la pompe.

Un systeme de pompage secondaire est aussi ingtaliée fonctionne qu’avant
I'introduction des gaz. Ce systeme permet en faméliorer la qualité du vide dans

I'enceinte avant la synthése, jusqu’a des gammég8¢orr, afin d’évacuer un maximum de
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polluants résiduels dans la chambre. De plus, pouter les impuretés, la pureté des gaz
contenus dans les cylindres joue un réle importimts la qualité des couches que nous
élaborons. L'’hydrogéne étant le gaz largement rtaja, ce dernier possede une pureté
garantie par la société Air Liquide de 99,9999% QN@MValgré cette grande pureté, un
purificateur d’hydrogéne a été ajouté depuis la fla I'année 2005 limitant ainsi

considérablement les impuretés comme |'azote @ulat augmentant I'efficacité du dopage.

Finalement, la seule impureté présente dans noshesuet en tres faible quantité, est le

silicium provenant du tube en quartz, lorsque &spla « leche » les parois du tube extérieur.

B.3.b. LIST

Le LIST posséde plusieurs béatis de croissance ateatit par MPCVD et chacun est
baptisé. Le bati qui a servi pour synthétiser mscbes nanocristallines de diamant est appelé

« Baobab ».

Comme pour I'Institut Néel, « Baobab » est un kiia été construit au laboratoire.
Toutefois, il possede des caractéristiques diftéede celui que jai utilisé a Grenoble. En
effet, la chambre de croissance du bati du LISTt@atement métallique, et ses parois sont
refroidies. Cela permet d’avoir une chambre dess@amce beaucoup plus grande et donc de
synthétiser des échantillons sur des surfacesipipsrtantes, de I'ordre de quelques pouces
(1 pouce = 2,54 cm). D'autre part, a la difféererdre bati de I'Institut Néel, la partie
supérieure du porte substrat est chauffée. En cheata température est mesurée grace a un

pyrometre au travers d’'un hublot.

Les gaz utilisés pour la croissance de couchesatieatht nanocristallines sont aussi le
méthane et I'hydrogene. Cependant, pour les coudbyedes, contrairement a I'Institut Néel

qui utilise le diborane (Bs), le LIST utilise le triméthylborane (TMB).
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B.4. Préparations et conditions de croissance du diamant
monocristallin

Les couches minces monocristallines de diamanthétistes par MPCVD sont
déposées par homoépitaxie sur des substrats HPH3x8emm2 ou 2x2 mm2 pour les
orientations cristallines (100) ou (111), respamtient. Ces substrats sont achetés a la société
Sumitomo au Japon, et sont de type Ib. lls congatralors des atomes d'azote a des
concentrations de ibat.cn?® et sont isolants électriquement. Afin d’élimines limpuretés
présentes sur la surface pouvant générer des défantiant la croissance, les échantillons
sont traités chimiquement selon un protocole comapbmplusieurs étapes. Puis, dans le bati,
les échantillons sont placés sur un porte-subdeailicium, préalablement recouvert d'une
couche de diamant polycristallin (afin d’éviter tewcontamination provenant du silicium).
Enfin, pour la reprise d’épitaxie, les conditions droissance du diamant monocristallin
different selon l'orientation cristalline (100) qd11). En effet, méme si la température

appliguée est équivalente, la pression et le raygpids/H, sont différents.

B.4.a. Préparation des substrats de diamant

Dans un premier temps, les substrats sont dégsajssédes bains aux ultra-sons
successifs de trichloréthylene, acétone et éthaledlu. Ils sont ensuite rincés a I'eau ultra-
pure (18M2) en fontaine débordante avant d’étre séchés golar

Dans un deuxieme temps, les substrats sont trpgésdeux bains d’acides pour
éliminer les impuretés métalliques. Le premier bd@ms lequel sont plongés les substrats
contient les acides perchlorique, sulfuriqgue etrique (HCIQ,: H,SO,: HNO;) aux
proportions volumiques (1 : 3 : 4), pendant 2 hedrd 00°C. Le second bain est une solution
d’acides fluorhydrique et nitrique (HF : HNJOaux proportions volumiques (1 : 1) pendant 1
heure et a 100°C.

Enfin, avant d’'introduire les échantillons danshambre du béti, ces derniers sont a

nouveau rinceés a I'eau ultra-pure et séchés adfarg
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B.4.b. Conditions de croissance des couches homoépitasadas
I'orientation (100)

Toutes les couches synthétisées selon cette di@mntxistalline ont crl au centre de
la boule plasma (figure II-7). Les conditions de@&de celles-ci sont résumées dans le

tableau II-2.

Tableau II-2: Conditions de synthése des échantillons montatliiss d’orientation (100).

Vide secondaire t=12h

Plasma hydrogene T =880°C ; P =30torr ; t=2h

Croissance d'une coucHe
_ T =830°C ; P =30torr ; t=1h ; C/H = 0,5%
tampon de diamant NIDf

T =830°C ; P = 30torr ; C/H=4%

Croissance de diaman{  DMO 677 Echant 8 DMO 667 DMO 679
dope bore B/C =0,12ppm | B/C =0,12ppm | B/C =700ppm| B/C =1100ppm
t=1h t=1h t=1h30 t =2h30
Blmesredatcn™ | - «10 | gx1d’ | »3x10° | »3x10° |

* NID : diamant non intentionnellement dopé

** mesures effectuées par SIMS ou par cathodolustiaece

Dans un premier temps, un vide secondaire atteigeanl0® torr est effectué dans
I'enceinte. Puis, avant la croissance, le substudtit un dernier nettoyage situ par un
plasma hydrogene. Pour augmenter la qualité dimsadle la couche de diamant dopé, une
couche de diamant intrinséque de faible épaisssuglaborée. Il est a noter que la synthese
de diamant selon cette orientation nécessite uporapnéthane/hydrogéne dans la phase
gazeuse assez important, de 4% car la vitesse ailes@nce est assez lente suivant cette
orientation (~1.5um/h).

Les conditions pour les 4 échantillons indiquéssdentableau II-2 présentent des
concentrations de diborane et des temps de craisgdifférents donc des concentrations de
bore dans les couches et des épaisseurs différésesconcentrations en bore sont ensuite

estimées par cathodoluminescence selon les travengs dans I'équipe SCI3EL].
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B.4.c. Conditions de croissance des couches homoépitasadas

I'orientation (111)

Toutes les couches synthétisées selon cette di@ntaistalline ont cr( en aval de la

boule plasma pour une étude de leur qualité dirstaffigure 11-7). Les conditions de dépobt

de celles-ci sont résumées dans le tableau I1-3.

Tableau II-3: Conditions de synthése des échantillons monodiistal’orientation (111).

Vide secondaire

t=12h

Plasma hydrogene

T =850°C ; P =50torr ; t=1h

Croissance de diaman

dopé bore

t T=840°C; P =50torr ; C/H=0,3% ; t = 4
B/C = 0 (NID*) & 12000ppm

=)

* NID : diamant non intentionnellement dopé

Comme pour l'orientation (100), les substrats sdrs au préalable un traitement par

plasma hydrogéne. A contrario, ces derniers n'@% ge couche intermédiaire, le film est

géneré directement sur le substrat. Nous pouvotes goe les conditions different en deux

points vis-a-vis de l'orientation (100). Tout d’adop la pression appliquée est augmentée,

mais aussi, le rapport méthane/hydrogéne dansadsepiazeuse est considérablement abaissé

dd a une vitesse de croissance plus importante selte orientation.

L’étude de cristallinité que nous avons portéetgfectuée en fonction du dopage de

ces couches dont les rapports B/C sont indiqués léaiableau 11-4.

Tableau 1I-4: Récapitulatif des échantillons monocristallirierientation (111).

échantillons B/C (ppm) [Blnesured(at.cni°)*
DMO 700 NID 3,3x 16
DMO 701 0,12 6,2 x 10
DMO 698 NID 1,5 x 16
DMO 686 20 4x1¢
DMO 687 300 7x 19
DMO 688 800 1x 18
DMO 689 8000 2,5x 16
DMO 690 12000 5x 10

* mesures effectuées par SIMS ou par cathodolurogres (DMO 700 et 701)

66



Le Diamant — Synthése et Caractérisations Chapitre

Nous pouvons remarquer que 2 échantillons élabsmés diborane dans la phase
gazeuse (DMO 700 et DMO 698) ne possedent pas maeno®ncentration en bore dans les
couches établies. En fait, I'incorporation impotéadu bore pour DMO 698 résulte de deux
phénomenes conjugués. Tout d’abord le bore prowentparois du tube en quartz, déposé
lors de syntheéses antérieures : il y a un effet amndu bati. Puis, l'incorporation du bore
selon cette orientation est beaucoup plus facile.

Ainsi, les deux échantillons DMO 700 et DMO 701 été élaborés dans une enceinte

neuve par remplacement de tous les tubes, intésteextérieur, par des tubes neufs.

B.5. Préparations et conditions de croissance du diamant
polycristallin

Les couches de diamant polycristallin sont déposéesdes substrats de silicium
lourdement dopées au bore donc conducteurs deptyfette conductivité du substrat est
importante puisqu’elle permet de prendre des ctstaor la face arriere du substrat. La
couche de diamant peut étre utilisée comme élemtr@ks substrats ont une taille de
12x12 mmz et sont découpés dans un monocristaliciara orienté selon I'orientation (100).
Les deux faces du silicium sont polies, mais aditre introduit dans le bati, le silicium est

nettoyé chimiquement et traité mécaniquement.

En fonction de la taille de grain désirée, lesét croissance de I'Institut Néel et du
LIST ont été utilisés pour élaborer des couchesyqoistallines (WCD et NCD). Les
préparations des substrats de silicium ainsi gsedaditions de croissance sont différentes

en fonction du bati.

B.5.a. Institut Néel

B.5.a.i  Préparation des substrats de silicium

Dans un premier temps, les substrats de siliciumt dégraissés par des bains aux
ultra-sons successifs de trichloréthylene, acésbm@hanol absolu. Puis, ils sont rincés a I'eau

ultra-pure (18M2) en fontaine débordante avant d’étre séchés golar
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Dans un deuxieme temps, le silicium est introdainsdun bain d’acide fluorhydrique
(48%) pendant 30 minutes afin d’éliminer la coudtexyde (SiQ) présente a la surface.

Puis, la surface du silicium est dépolie par «tsbiag » en frottant deux échantillons
I'un contre l'autre avec de la pate diamantée.eCa¢rniere contient de la poudre de diamant
calibrée entre 3 et 45 um générant une rugosita derface de la couche synthétisée plus ou
moins importante. Nous avons vu que les pointesegtarétes créées sur le silicium
constituent des sites préférentiels pour la nudeéatfigure 11-5). Ainsi, plus la pate
diamantée a un faible calibre, plus la densitewd®éation est importante.

Enfin, avant d’étre introduit dans le bati, le dudisest nettoyé dans un bain a ultra-

sons d’eau ultra-pure pour retirer la poudre dendiat.

B.5.a.ii Conditions de croissance des couches microcrig&sli

Toutes les couches microcristallines ont crl aureede la boule plasma (figure 11-7).

Les conditions de dépbt de celles-ci sont résurmass le tableau II-5 :

Tableau 1I-5: Conditions de synthése des échantillons microdlissaélaborés a I'Institut
Néel.

Vide secondaire t=12h
Pré-plasma hydrogén T =890°C ; P = 30torr ; 0mid
Croissance de diamarjt T = 890°C ; P = 30torr ; C/H = 0,5% ; t = 24h

dopé bore B/C = 0 (NID*) ou 6000ppm
Post-plasma hydrogér]e T =750°C ; P =30torr ; t=1h

v

* NID : diamant non intentionnellement dopé

Comme pour la croissance de diamant monocristadlisubstrat de silicium subit un
plasma d’hydrogéne pour nettoyer la surface. Cenmapermet de retirer la couche de silice
qui a pu se créer pendant le dernier nettoyageteamsfert du substrat.

Les conditions de croissance ont été choisies | tmaniéres a obtenir des couches
de diamant de bonne qualité cristalline (avec pepltase <P et suffisamment épaisses et
continues. Pour vérifier toutes ces conditions, golea couche est caractérisée par

spectroscopie Raman et par microscopie électrordichadayage (MEB).
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B.5.b. LIST

B.5.b.i  Préparation des substrats de silicium

Les substrats de silicium sont tout d'abord dégemisa l'alcool. Puis, afin de
s’affranchir de I'étape de nucléation, les échbmd sont traités par « seeding ». lls sont
incorporés dans une solution contenant de la padidreant de diametre inférieure a 100 nm

et, lors d'un bain a ultra-sons, la poudre se dégos la surface du silicium.

B.5.b.ii  Conditions de croissance des couches nanocriséallin

Les conditions de dépbt des couches nanocristalfiopt résumées dans le tableau I1-6.

Tableau I1-6: Conditions de synthése des échantillons nanochistatlaborés au LIST.

Vide secondaire guelques heures

v

Pré-plasma hydrogén
Croissance de diamarjt T = 760°C ; P = 40torr ; C/H=0,8% ;t=7p
dopé bore TMB/CH4=98ppm

Post-plasma hydrogér]eT = 760°C ; P = 40torr ; t = quelques minutles

Nous remarquons que les parametres de températiereapport C/H sont différents
par rapport a la synthese de diamant microcristdii I'Institut Néel. Mais surtout, les temps
requis pour obtenir une couche continue sont beguptus faibles au LIST. En effet, I'étape
de nucléation est évitée grace au pré-traitemant paeding » des échantillons.

Ainsi, plusieurs échantillons polycristallins orné éynthétisés et nous pouvons les

classer selon cing catégories, en fonction du dopage la rugosité (tableau II-7).
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Tableau 1I-7: Récapitulatif des différentes classes d’échbomd polycristallins synthétisés a
I'Institut Néel et au LIST en fonction du dopagéleta préparation du substrat.

Dopage
NID Lourdement
dopés

« Scratching A C
Préparation (PD*=45 pm)

du substrat « Scratching B D
de silicium (PD*=3 um)

(pate diamantée) _
« Seeding » E

* PD : calibre de la pate diamantée pour I'étap& deratching » du substrat de silicium

Ces échantillons ont été nécessaires et cela mmipee réaliser une étude de l'effet
du bore et de la rugosité sur la biocompatibilitediamant polycristallin. D’autre part, les
échantillons lourdement dopés (catégories C, D )ebrd été largement utilisés en tant

gu’électrodes pour la fonctionnalisation de surféied’électrochimie.

C. Caractérisations des couches de diamant

Pour caractériser les couches de diamant syntbétiggour les études de
biocompatibilité et pour le greffage d’entités bigiques sur la surface du diamant, nous nous
sommes référencés aux travaux déja existants nuanes I'équipe « Semi-conducteurs a
Grand Gap ». En effet, grace aux étalonnages é8afimr cette équipe, il est désormais
possible par cathodoluminescence et par spectriesc@peffet Raman de quantifier les
concentrations de bore dans les couches monotinstakt polycristalline$ll, 15]. Nous
allons alors étudier ces deux méthodes de carsaté@mn pour déterminer le dopage de ces
couches. Elles permettent aussi de renseigner @uant qualité cristalline.

Nous étudierons également la microscopie électuanig balayage qui permet de
vérifier la continuité des couches polycristallines
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C.1. La cathodoluminescence (CL)

La cathodoluminescence (CL) est une méthode dectéaisation trés utile pour
I'étude des couches de diamant monocristallinesefiet, cette méthode a permis dans un
premier temps d’optimiser la qualité cristallinelatquantification du dopage au bore des
couches orientées (10[1], puis dans un second temps, celles des couctedéars (111)
[15]. Dans le cadre de la mesure du dopage des étbrasiticette technique présente deux
avantages vis-a-vis du SIMS :

- la CL permet de quantifier les atomes de bore gpant réellement au dopage (en
position substitutionnelle) contrairement au SIM® mesure aussi les atomes de bore
en position interstitielle, ne participant pas apabe

- mais surtout, la CL est une technique non destoectr

De plus, il existe peu de laboratoires possédar8IMs en France, tandis que I'Institut Néel
est équipé pour caractériser nos échantillons par C

Le phénoméne de cathodoluminescence se produiufors semi-conducteur, soumis
a un faisceau d’électrons de forte énergie, émstpi®tons dont les énergies peuvent se
situer du proche infrarouge jusqu’a l'ultraviolabfond. La gamme spectrale étudiée pour
tous les échantillons synthétisés était de 2200anmd (1,631 a 5,645 eV). Dans cette zone
spectrale, plusieurs structures sont répartiesoeic (plusieurs équipes ont travaillé sur
I'identification et I'attribution des différente®mposantes obtenues au niveau des spectres de

cathodoluminescence.

La figure II-8 présente le spectre large de cathodmescence d’'une couche de
diamant orientée selon l'axe (111), non intentidleneent dopée (DMO 700) avec une
tension d’accélération de 30kV. Ce spectre préestgu® zones d’énergie : une partie basse et

une autre haute en énergie.
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Partie haute énergie
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Figure 1I-8: Spectre de cathodoluminescence a 30kV de laheodaiblement dopée
d’orientation (111) DMO 700.

La partie basse énergie est la zone des défawsrmant de la couche mais aussi du
substrat. En effet, en fonction de la tension dé&&ation des électrons du faisceau incident,
ces derniers péneétrent plus ou moins profondénienimodele développé par Kanaya et al.
permet d’estimer la profondeur maximale de pénétrdt (um) des électrons accélérés avec

un potentiel i (kV), dans un matériau (Z, &), en utilisant la formul§l6]:

A
L= o,0276W Eo” Equation 1I-1
avec : Z : numeéro atomique
A : masse molaire
p : masse volumique
Ainsi, pour le diamant la formule devient :
L= 0019E>"® Equation 1I-2

Par calcul, le tableau 11-8 donne les profondeunsdées en fonction de la tension
d’accélération.
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Tableau 11-8: Profondeur sondée dans les couches diamant eptitm de la tension
d’accélération des électrons du faisceau incident.

Eo (KV) 2 3,5 5 10 15 20 30
L(um) | 0,060 0,100/ 0,280 0,880 1,730 2,800  5,4p0

Nous pouvons remarquer qu'a 30kV, la profondeurdéenest de ~5,5 um, or les
couches homoépitaxiées ont une épaisseur d’envifom. Ainsi, le substrat est aussi
caractérisé lors d’'une tension d'accélération iroportante. Une composante nette et fine,
avec ses répliques, provient du substrat, il s’dgitH3 situé a 2,463 eV. Elle résulte de
I'association de deux atomes d’azote et d'une laaencarbone. Le H3 permet finalement de
calibrer les spectres obtenus grace a la finesseette composante. Il est possible de
caractériser seulement la couche synthétisée, mmuint la tension d'accélération des
électrons jusqu’a disparition du H3.

Plusieurs types de défauts peuvent aussi étre w@ssesur cette plage du spectre
comme les dislocations induites par I'incorporafodis ou moins importante de bore dans les
couches. Ainsi, la qualité cristalline des couchest étre caractérisée par la bande « A »,
située entre 2,3 et 3 eV, et est associée a desatisns.

Si cette premiere zone a basse énergie permeeriegit de renseigner sur la qualité
cristalline des couches synthétisées, la zone te lenergie permet en plus de quantifier le
dopage.

En effet, comme le diamant est un semi-conductesrélectrons incidents entrent en
collision avec les électrons situés dans la bamdealence (BV). Ces derniers se trouvent
excités dans la bande de conduction (BC) créardi a@ies paires électron-trou (excitons).
Puis, ces paires se recombinent, on parle de rénaiebn excitonique intrinseque (exciton
libre, « Free Exciton », FE) (figure 1I-9).

Une recombinaison indirecte peut aussi s’effechaen’intermédiaire d’états localisés
créés dans la bande interdite par I'intermédiage@dpants, les excitons sont localisés sur les
dopants. On parle alors de recombinaison excit@nigktrinséque (exciton lié, « Bound
Exciton », BE) (figure 11-9).
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hy o O
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Exciton libre %

Exciton lié

Figure 11-9: Principe de la cathodoluminescence, recombinaigxcitonique intrinseque
(exciton libre) et extrinseque (exciton lié).
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Un exciton est une paire neutre formée par un réeatt un trou. Elle posséde une
énergie de liaison ,Esituée dans la bande interdite. Pour un semi-ctedu dopé, des
excitons sont piégés sur les dopants, ils ont aarplus de leur énergie de liaisop Hne
énergie de localisation,E

Dans le cas des semi-conducteurs a bande intelidétete (E), les photons émis ont
donc des énergies (figure 11-10) :

- pour les recombinaisons des excitons libres

Ey— K
- B-E-B pour les recombinaisons des excitons liés

Le diamant est un semi-conducteur a bande intertiieecte (E), il doit donc y avoir
émission d’'un phonon, d’énergibw (h=h/2rtavec h la constante de Planck, ®ta

fréequence) pour compenser la difference des vectondek entre le minimum de la BC et

le maximum de la BV. Dans ce cas, les photons éntislors des énergies (figure 11-10) :

- Ey-E-hw pour les recombinaisons des excitons libres

- E-E- B-hw pour les recombinaisons des excitons liés
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Il existe deux types de phonons qui assurent lapemsation du vecteuk : les
phonons optiques (les plus fréquents) et les proaocoustiques qui peuvent étre transverses

ou longitudinaux.

Semi-conducteur Semi-conducteur
a bande interdite directe a bande interdite indirecte

v
E

BV BV

Figure 11-10: Structures de bande de semi-conducteurs a baredglite directe et indirecte
avec les principales recombinaisons excitoniques.

Ces différentes recombinaisons excitoniques, lilatebés, assistées par un phonon
sont alors observables lors de I'étude de la zdmeuée énergie.
La figure 1l-11 présente la zone excitonique du r&wchantillon (DMO 700).
Nous pouvons remarquer la présence de plusieurpasantes avec deux composantes

principales : le FE° et le BE®°.

TO

7 FE
5,254
DMO 700
Zone excitonique
B 10kvV

Intensité (u.a.)

5.0 5.1 5.2 5.3
Energie (eV)
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Figure 11-11: Spectre de cathodoluminescence de la zone aiqut® de la couche
d’orientation (111) faiblement dopée (DMO 700),spavec une tension d’accélération
des électrons a 10kV.

Grace a ces deux composantes principales, il adétdontré qu'il était possible

d’estimer la quantité de bore dans les couches onmtallines en fonction de leur rapport

d’intensité ou de leur position. Quatre gammes al&entrations ont été mises en évidence

[11, 15]:
- faibles [B] [B] < 1,5 18 cm®
- fortes [B] 1,518 cm®<[B] <3 1¢°cm?®
- lourdes [B] 31 cm*< [B] <2 1G* cm?
- séparation de phases Z4em* < [B]

La figure 11-12 présente la position du BEen fonction de ces gammes de dopage

pour les orientations cristallines (100) et (111).
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Figure 11-12: Comparaison des positions du BEdans les couches homoépitaxiées
d’orientation (100) et (111) en fonction du dopagebore[11, 15].

Il semble que les 2 orientations (100) et (111lyemni la méme tendance avec ces
différentes concentrations. Cependant, le faiblenbre d’échantillons étudiés selon l'axe

cristallographique (111) ne permet pas de conclure.
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Nous allons donc utiliser les résultats obtenusrsdlaxe (100) pour étudier ces
différentes zonefl5].

Zone de faible dopage

E° en fonction de la

Dans cette zone, il n'a pas été observé d'évolutionB
concentration de bore dans les couches puisqyiarpas d’interaction électronigue entre les
atomes de bore. Le BB est alors & la position d’environ 5,20 eV. En rele, Kawarada et
al. ont démontré qu'il existait une relation liméagntre le rapport des intensités du' Bis-
a-vis du FE°[17]. Kasu et al. se sont alors basés sur ce résuaitatfimalement définir une
formule pour les couches homoépitaxiées (100) dams cas de mesures de

cathodoluminescence a 13k3] :

|[BE™ .
Ng = 6.1016ﬁ Equation 11-3

Avec Ns la concentration effective des atomes de borepaeaes dans la couche (€)n

Ainsi, en appliquant cette formule pour la couch®I@® 700 orientée selon l'axe
(111), nous pouvons estimer sa concentration e ®&;3 18 cmi®. Une telle concentration
de bore ne peut étre déterminée au SIMS car cebstcen dessous de la détection limite

située a 2 18 cm?.

Cette partie haute en énergie permet donc d’estiameoncentration de bore dans les
couches grace au rapport des intensités dif BEdu FE®, mais la largeur & mi-hauteur de
cette derniére peut aussi donner des informationantga la qualité cristalline des
échantillons. Plus cette largeur est faible, pkishantillon est de bonne qualité. La qualité du
diamant (100) est connue comme étant meilleurecglie du diamant (111). La largeur a mi-
hauteur du FE® pour une couche de diamant (100) élaborée auecdrtta boule de plasma
est généralement de 5 m¢lQ], alors que la meilleure couche (111) possede angelr a

mi-hauteur d’environ 10 me}20].

La couche étudiée ici, DMO 700, présente une largeui-hauteur du FE d’environ
5 meV indiquant la présence d’'une faible quantééldfauts ainsi qu’'un bon ordre cristallin.
Ainsi, la croissance d'une couche de diamant a#ientl11l) en aval de la boule plasma
permet d’améliorer la qualité cristalline de cetéeniére.
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En revanche, lorsque la concentration de bore antgguans les couches, cette largeur

a mi-hauteur augmente aussi de quelques meV.

Zone de fort dopage

Au dela de la concentration [B] = 1,5'@m?, la relation de Kasu ne s’applique plus.
En effet, une interaction électronique entre lesn&ts de bore modifie les caractéristiques des
excitons libres et liés. Le décalage en énergiéeaeition lié entre 5,20 et 5,03 eV permet

alors de déterminer la concentration de bore giéates étalonnages élaborés au laboratoire.

Zone de lourd dopage

Pour des concentrations comprises entre’3afi*et 2 16* cm®, la position du BE°
est inchangée, vers 5,03 eV, pour les couches (2@D) alors qu’elle continue de diminuer
pour les couches (111). En revanche, une diminud®r’intensité de ce pic est observée

selon les deux orientations.

Zone de séparation de phase

Cette zone n’est observée que dans le cas destiéiohar(111) lors de concentrations
supérieures & 2 ¥cm®, sans doute du fait d’'une incorporation plus facll bore selon
cette orientation. Il a été observé une augmematela position en énergie de la position du
BE™®.

Ainsi, nous venons de voir que la cathodolumineseesst une caractérisation trés
importante pour I'estimation du dopage en bore dmsches synthétisées, mais aussi pour
vérifier leur qualité cristalline. L'avantage ddteetechnique par rapport au SIMS réside dans
le fait gu’elle est non destructrice, et donc @gmet de ne pas attaquer le matériau et ainsi

laisser la possibilité de le fonctionnaliser.

Il est important de noter que cette méthode dect&iaation est aussi applicable au
diamant polycristallin, mais de plus amples étudiesété menées par spectroscopie a effet
Raman pour caractériser ce type d’échantillon. Nuuss sommes alors basés sur cette étude

pour étudier le dopage des échantillons polyclistal
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C.2. La microscopie électronique a balayage (MEB)

La microscopie électronique a balayage est uneniggé tres utile pour caractériser
les échantillons polycristallins. Cette techniqust dasée sur I'’émission d’électrons
rétrodiffusés et secondaires (figure 1I-13) lors dalayage par un faisceau d’électrons

incidents.

Ceos? T N
Electron rétrodiffusé Electrons secondaires

Figure 1I1-13: Electrons rétrodiffusé et secondaire émis par atome sous un faisceau
d’électrons.

Elle permet d’obtenir alors des images de la serfées échantillons et renseigne sur
la continuité des couches polycristallines, leurrphologie, la taille et I'orientation
dominante des cristallites.

La continuité des couches est trés importante datre cas puisque si une couche ne
I'est pas, le substrat de silicium est apparegu g 11-14a). Ainsi, pour des études de greffage
(électro-)chimique, la maitrise du greffage n’eass potale puisque nous sommes en présence
de deux matériaux. Nous avons donc caractérisééaantillons en électrons secondaires

pour obtenir des images topographiques.
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Figure 11-14: Images MEB de couches de diamant polycristaitsm continue et continue.
Tension d’accélération des électrons : 17 et 18 k¥rre d’échelle : 50pum.

Nous pouvons observer sur la figure 1I-15 l'infleersur les couches de diamant de la
pate diamantée utilisée lors du « scratching »é&bbsntillons de silicium avant croissance.
Une pate diamantée de 45 um (figure II-15a) géaéaesurface du silicium une rugosité plus
importante comparée a une pate diamantée de 3 jgurg(fll-15b). Ainsi, lors de la
croissance du diamant sur ces échantillons la négde la couche suit celle du substrat de

silicium prétraité.

Figure 11-15: Images MEB de couches polycristallines prépapzesune attaque du substrat
de silicium avec une pate de diamant a 45um (8uet (b). Tension d’accélération des
électrons : 20 kV.

De telles surfaces ont été utilisées pour I'étueléacbiocompatibilité du diamant pour
vérifier I'influence de la rugosité des échantibosur I'adhésion cellulaire. Mais aussi, cette
rugosité de surface joue un réle particulieremerdartant lors du greffage électrochimique
des surfaces du diamant par electrospotting (aleaght). En effet, initialement, les
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échantillons étaient préparés avec une pate demdYfigure II-15a), cependant lors de
I'electrospotting nous avions des problémes d’dtaité dus a une rugosité trop importante.

Une pate diamantée a 3 um (figure lI-15b) a peduipallier a ce probleme.

En focalisant sur les échantillons, il est possiblebserver la morphologie des
couches de diamant. La figure 1l-16 présente lafasar d'une couche de diamant

polycristallin lourdement dopée au bore.

Figure 1I-16: Morphologie des couches polycristallines de daabt a) facette rectangulaire
d’orientation (100), b) facette triangulaire d’oméation (111), c) joint de grain.
Tension d’accélération des électrons : 20 kV.

Nous pouvons observer que le diamant polycristaléncompose d’'un mélange de
cristallites (grains), de taille micrométrique et deux formes géométriques distinctes (figure
[I-16a et II-16b), séparées par des joints de dffagare 1I-16c).

Les cristallites présentent des facettes carrégsréf II-16a) ou triangulaires (figure
[I-16b) caractéristiques des orientations cristeli (100) et (111) respectivement. En
revanche, ces facettes ne sont pas présententatitgiegale, les facettes triangulaires (111)
prédominent. Cet effet provient des conditions méssance (température du substrat 890°, et
concentration de méthane dans la phase gazeus¢ f3Béfisant la croissance du diamant
selon I'orientation (111) vis-a-vis de l'orientatig100)[22] . De plus, du fait de la croissance
colonnaire du diamant polycristallin, les cristai carrées (100) atteignent plus difficilement
la surface aprés 24 heures de dépbt et ces dexient souvent couvertes par des cristallites

triangulaires (111).
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Nous pouvons également observer que ces facattegutaires sont plus sombres que
les facettes carrées. Ce contraste provient deeibenre conduction dans ces grains orientés

selon I'orientation (111) liée a une incorporatchnbore plus importan{@3].

Les cristallites sont entourées de joints de giirsont majoritairement constitués de
phases de carbones hybridéd gp=C). Il est a noter que lorsque la taille deistalites
diminue, la quantité de joints de grain est aldus pmportante augmentant ainsi la quantité
de phase non diamant. Ce phénomeéne sera vérifigrattérisé par la spectroscopie a effet

Raman.

C.3. La spectroscopie a effet Raman

Cette technique spectroscopique est utilisée paactériser nos échantillons diamant
aprés synthese. En effet, elle permet dobtenir idesmations tres importantes sur les
couches de diamant dopées au bore dont : la coatientde bore, la qualité cristalline, les
phases non diamant. Elle présente de plus I'avand&re une méthode de caractérisation
non destructrice tout comme la cathodoluminesceBtie.permet alors de caractériser nos
échantillons monocristallins et polycristallins. lalans notre cas, cette caractérisation a
majoritairement était mise a profit pour étudienieeau de dopage et la qualité cristalline de
nos échantillons polycristallins.

La spectroscopie a effet Raman est basée surfisioifi inélastique par le matériau
cible autour de la longueur d’onde incidente destquiis émis par un laser. L’échantillon est
alors éclairé par une source lumineuse monochrgoetie fréquencg. La lumiere interagit
avec le matériau et notamment avec ses électransi, Aeffet Raman fait intervenir trois
étapes :

- excitation par la lumiéere incidente d’'un électram miveau fondamental;Esers un
niveau excité
- diffusion de I'électron de ce niveau Eers un autre état excité Eavec création

(processus Stokes) ou annihilation (processusSiokes) d’un phonowyn,

- retour de I'électron au niveau fondamental avecséion d’un photon de fréquencg
telle que :

Vg =Vo £ Vph
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suivant que le processus fait intervenir la créa(i) (figure 11-17a) ou I'annihilation
(+) (figure 11-17b) d’'un phonon.

a) b) | C) Diff usion Ray leigh
E. -
W~ v,
E. E.
W-hvy,
E.
WV hvd Diff usion
- hyg ww~hvg Stokes Difusion
W~ hyy l anti-Stokes
E, E i
: Vo'Vph Vo V0+Vp|.I \"
Processus Stokes Processus anti-Stokes

Figure 11-17: Transitions électroniques a l'origine de I'efl@aman : processus Stokes (a) et
anti-Stokes (b). Comparaison de l'intensité dessale ces deux processus (C).
La détection de la Ilumiere diffusée inélastiguemgmtrmet d’avoir acces a

I'absorption ou a I'émission de phonons (figurelTe). A température ordinaire, I'absorption
d’'un phonon étant moins probable que I'émissioprteEessus anti-Stokes est moins probable
que le Stokes, ce qui conduit a une intensité dis ranti-Stokes plus faible. Nous avons
alors étudié la diffusion Stokes dans le diamant.

Les spectres Raman ont été enregistrés a temperambiante et a pression
atmosphérique sous un microscope optique faisatiegiun appareillage Raman a simple
monochromateur, de modéle Labram Infinity et dequarJobin & Yvon. En plus de la
source laser He-Ne (632,8 nm), cet appareil peligartune source laser externe. Dans notre
cas, il s’agit d'un laser He-Cd délivrant une lureienonochromatique dont la longueur
d’'onde se situe dans I'UV a 325 nm. Les deux sautaser ont été utilisées car elles sont

complémentaires I'une de l'autre.

Les structures des spectres Raman du diamant peaseles bandes larges et des pics
fins. La position (nombre d’onde, en ¢nd’une structure donnée, est caractéristique de la
fréquence de vibration des atomes. Ainsi, il estsfide de déterminer le type d’hybridation
des atomes constituant le réseau et son ordralnst

Il existe de nombreux pics, associés a certaimastates et attribués dans la littérature
[15], mais seulement deux pics ont servi pour effecnmre étude. Il s’agit du pic a
1332 cn* et du pic & 1580 cth
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Le pic & 1332 crit est particuliérement important car il représentedie principale
du diamant (bande D). Il résulte de la vibratios deomes de carbone, hybridés ap sein
du réseau cristallin du diamant. Une importanterisité de ce pic, par rapport aux autres
structures témoigne de la prédominance des liaisphgans la couche, mais aussi d’'un bon
ordre cristallin.

La largeur a mi-hauteur de ce pic permet égalementenseigner sur la qualité
cristalline de nos couches. En effet, une faiblewade cette largeur (< 15 Eest un critére
de bon arrangement (ordre) au sein du réseau etdiome bonne qualité cristalline.

Lorsque le diamant est dopé au bore, cette railamhent présente a 1332 ¢ree
décale vers les bas nombres d’onde et voit en mémps son intensité diminug4]. Ce
décalage est également accompagné par une défomnsatr I'un ou l'autre des flancs de
cette raie, selon la longueur d’onde d’excitatidiisée (325 nm, figure 1I-18A ; 632 nm,
figure 11-18B). Il s’agit de l'effet Fand25]. Ce phénomeéne est plus prononcé lorsque
I’échantillon est excité dans le rouge.

A) Excitation UV (325nm)

8

B) Excitation rouge (632nm)
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Figure 11-18: Evolution des spectres Raman avec une excitataors 'UV (A) et dans le
rouge (B) de couches polycristallines préparéesali#férents rapports B/C pendant la
croissance : B/C=0 (a), B/C=1600 (b), B/C=2000 (8/C=4000 (d), B/C=6000 (e),
B/C=8000 (f)[26].

Ce décalage de la raie & 1332 tpermet alors de déterminer le dopage dans leshesuc
(figure 11-19).
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Figure 11-19: Positions de la raie & 1332 ¢hen fonction du dopage, pour des excitations
dans 'UV et dans le rouge [26]
La spectroscopie a effet Raman avec une excitdtims le rouge et dans I'UV nous a
permis de définir que nos couches polycristallidesclasse A ou B (NID-uCD) étaient trés
faiblement dopées, contrairement aux couches @-PED) et E (B-NCD), trés lourdement

dopées au bore (tableau II-7). Les spectres dearahes seront présentés dans la partie IlI.

Le pic & 1580 crit, également appelé bande G (graphite), est latagselde toutes
les vibrations d’allongement des liaisons’.sglles sont majoritairement concentrées au
niveau des joints de grain. Cette composante dalums une idée de la proportion globale des
phases non-diamant de type spie contiennent nos couches. Cependant, cettes Harest
invisible avec une excitation dans le rouge (sawfrpes trés lourds dopages) (figure 1I-18B)
alors qu’elle est bien visible avec une excitatians I'UV (figure 11-18A). Ce phénomene est
d0 au masquage de cette bande par l'effet Fanosi, Aloutes nos couches ont été
caractérisées dans I'UV pour quantifier cette baBg®r rapport a la bande D.

Nous avons donc vu que la spectroscopie a effetaRaavec des excitations dans le
rouge et dans I'UV, peut donner des informationanjuau dopage au bore, a la qualité
cristalline ainsi que sur les phases non-diamagggmtes dans nos couches polycristallines.
Toutes ces informations peuvent étre tiréees dede&tde seulement deux pics : la bande D
(1332 cn?) et la bande G (1580 ¢tn
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Conclusion

Dans ce chapitre, nous avons présenté la synthése cduches de diamant
monocristallines et polycristallines (avec desldailde grains micrométriques) élaborées a
I'Institut Néel & Grenoble, mais aussi les couctlesdiamant nanocristallines élaborées au
LIST a Paris.

Puis, grace aux travaux meneés dans l'équipe « Senducteurs a Grand Gap » a
Grenoble sur les différentes caractérisations &xiss pour ce matériau, nous pouvons utiliser
ces résultats pour caractériser de maniere norudgste nos couches de diamant. En effet, il
est alors possible destimer le dopage au bore dasches monocristallines par
cathodoluminescence, mais aussi des couches mmbhltines par la spectroscopie a effet
Raman.

Ces deux méthodes de caractérisation seront ités dans la suite du manuscrit lors
de I'étude de la biocompatibilité des électrodeslidenant, mais aussi pour I'immobilisation

de molécules biologiques sur la surface du diamant.
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Introduction

D’aprés tous les travaux qui ont été effectuégsmés dans la partie L.A., le diamant
est un tres bon candidat pour les applicationgivo et in vitro puisqu’il est biocompatible.
Avec I'émergence de nouveaux projets tels quedhsation de réseaux de neurones ou alors
des rétines artificielles en diamant, ce matériaut @tre utilisé en tant que transducteur. Le
diamant doit se comporter comme une électrodetreti@rdement dopé au bore pour avoir
un comportement meétallique. Cependant, les trayaésentés dans la partie .A. traitent
seulement du diamant intrinseque, non dopé. Osgi@ celui-ci est lourdement dopé, il
présente en surface du bore en concentration iamter{~1% de bore). Plusieurs questions
peuvent alors se poser quant a la biocompatiliéteélectrodes de diamant :

- Le bore a-t-il un effet toxique sur les cellules ?

- Etdonc, les électrodes de diamant dopé au boteefies biocompatibles ?

Nous avons cherché a répondre a ces questions.

Dans le cadre d’'un échange avec le laboratoire rdte$seur Maryam Tabrizian au
Department of Biomedical Engineering de I'UnivetsMicGill a Montréal au Canada, j'ai pu
suivre deux séjours, d’une durée totale de troisynadin de travailler sur la biocompatibilité
du diamant lourdement dopé au bore.

Pour vérifier cet effet, nous avons cultivé desube$ sur des échantillons lourdement dopés
(des électrodes) et des échantillons non dopésdadffectuer des comparaisons, le diamant

intrinséque étant biocompatible.

Dans un premier temps, nous avons porté notre étute les échantillons
polycristallins. De plus, méme si la rugosité defame a déja été étudiée par Chong et al.,
nous avons voulu vérifier leurs résultats mais des gammes de rugosité beaucoup plus
importanteg1] .

De méme, nous savons que I'état d'oxydation deasarfoue un réle primordial quant
a l'adhésion cellulaire. Cependant, toutes les eduétablies sur cet état ont utilisé des
échantillons oxydés de maniére artificielle (plasthaxygene, oxydation sous U\1-3].
Dans notre cas, nous avons utilisé du diamantliveeilair pendant plusieurs semaines et
donc oxydé de maniére naturelle. En effet, ces rdloas ont subi apres croissance, un

plasma d’hydrogéne, mais il a été démontré quéalaaht hydrogéné s’oxydait en surface de
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maniére continue jusqu’a une stabilisation apres semaing4]. Ainsi, cette étude va
permettre d'évaluer I'impact du vieillissement, déoxydation naturelle sur la

biocompatibilité du diamant.

Par définition, le diamant polycristallin est unamiant composé de cristaux de
diamant. Ces derniers sont constitués de facettadiff€rentes orientations : (100) et (111)
majoritairement. Lors d’un second s€jour a L'Unsigr de McGill, nous avons voulu vérifier
I'influence de ces deux orientations sur l'adhésm®ilulaire en travaillant sur diamant
monocristallin orienté (100) et (111). Le lourd dgp a également été étudié afin de vérifier
I'effet du bore qui s'incorpore préférentiellemeeton I'orientation (111]5] .

Pour ces deux études sur diamant polycristallimenocristallin, nous avons utilisé
deux lignées cellulaires différentes : des préaidtistes et des fibroblastes. Ces cellules ont
été cultivées sur les échantillons et nous avonétpdier I'adhésion et la prolifération de ces

cellules.

A. Le diamant polycristallin

Avant d'effectuer la culture cellulaire sur nos aatillons, il est important de les

caractériser.

Nous présenterons tout d’abord les différents patas étudiés dans le cadre de la
biocompatibilité du diamant polycristallin. Puishus verrons l'influence de ces parametres
sur un troisieme parametre important vis-a-vis aedlture cellulaire : la mouillabilité de
surface.

Apres avoir caractérisé tous ces eéchantillons, pousrons alors étudier 'adhésion et
la prolifération des cellules sur ceux-ci. Enfimus étudierons la morphologie des cellules
par microscopie électronique a balayage (MEB) sus hos échantillons.
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A.l. Les différents parameétres d’étude : dopage et negos

Nous avons porté notre étude sur deux paramekeedapage au bore et une gamme
étendue de rugosités de surface. La rugosité eéstnti@ée par I'étape de préparation des
substrats de silicium alors que le dopant est padr dans le volume du matériau pendant la
croissance.

Le tableau IlI-1 résume I'ensemble des différentlesses d’échantillons que nous

avons synthétisés pour effectuer cette étude amiipatibilité.

Tableau 11I-1: Récapitulatif des différentes classes d'échlmd polycristallins
synthétisés a I'lInstitut Néel et au LIST en forrctilu dopage et de la préparation du
substrat.

Dopage
NID** Lourde[nent
dopés

« Scratching » A c
Préparation (PD*=45 pm)

du substrat « Scratching » 5 D
de silicium (PD*=3 pm)

(pate diamantée
« Seeding » E

* PD : calibre de la pate diamantée pour I'étap& deratching » du substrat de silicium
** NID : diamant non intentionnellement dopé

La préparation et la synthése de ces échantillomisdgtaillées dans le chapitre Il.
Les quatre échantillons A, B, C et D ont été sytighé a I'Institut Néel (CNRS Grenoble)

alors que I'échantillon E a été synthétisé au L{SEA Saclay).

A.l.a. Larugosité de surface

Nous avons déja vu par microscopie €lectroniqualayage (MEB) que le diametre
de la pate diamantée utilisée pour la préparates slibstrats de silicium exercait un role
important sur la rugosité finale de la couche (fegli-15). Pour comparer et quantifier la
rugosité des différents échantillons, nous les avoaractérisés par microscopie a force
atomique (AFM), en mode « tapping ». Toutes lesegaexplorées étaient de 20x20 umsz, ce
qui correspond a la surface caractéristique ddsleglque nous avons utilisées. Cette étude

AFM a également permis de déterminer la valeuradeugosité moyenne rms (« root mean
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square ») de chaque échantillon. Les figures lJIflldlc, llI-1e présentent les images AFM
des échantillons A/C, B/D et E respectivement.
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Figure IlI-1 : Images AFM en mode tapping et profils des difiées classes d’échantillons.
a) et b) échantillons microcristallins A et C sydtieés sur silicium préparé par
« scratching » avec une pate diamantée de 45umogitgg de 600nm rms).
c) et d) échantillons microcristallins B et D syétisés sur silicium préparé par
« scratching » avec une pate diamantée de 3um gitéggode 200nm rms).
e) et f) échantillon nanocristallin E préparé paseeding » (rugosité de 50nm rms).

Les figures lll-1a et Ill-1c confirment les obsetivas préalablement obtenues au
MEB pour les échantillons microcristallins (UCDJu® le diamétre de la pate diamantée est
petit, plus la rugosité est faible. La rugositéc#gs deux classes d’échantillons (A/C) est de
600 nm rms pour une préparation avec une pate digmale 45 um (figure llI-1a) alors
gu’elle est de 200 nm rms lorsque la pate diamaeséele 3um (figure lll-1c, échantillons
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B/D). L’échantillon nanocristallin E (NCD), prépapar « seeding » présente une rugosité
plus faible encore puisque celle-ci est de 50 ns rm

Cependant, la rugosité rms représente seulementvaleer caractéristique de la
direction perpendiculaire a la surface : elle nerdofinalement aucune information quant au
diametre des motifs. Pour cela, nous présentonsi & figures IlI-1b, 1ll-1d et IlI-1f
puisqu’elles donnent un apercu de la répartitios retifs. Le diamétre de ceux—ci est de 20
pum, 5 um et 0,8 um pour les classes déchantillais, B/D (UCD) et E (NCD),

respectivement.

A.1.b. Le dopage

Le dopage constitue un parameétre important dedeobipatibilité puisque les lourds
dopages induisent sur la surface des échantilloesguantité de bore que I'on supposerait a
premiére vue pouvoir étre toxique pour les celluldBn de quantifier la densité de ces
atomes de bore en surface, nous avons d’abordéimiopage en volume des échantillons
par spectroscopie a effet Raman avec une excitd#doa l'ultra-violet (325 nm).

En effet, nous avons déja vu (figure 1I-19) qu’ié® démontré dans la littérature que
le pic & « 1332 cih», caractéristique des liaisons C-C hybridéésspt un décalage linéaire
vers les bas nombres d’onde quand la concentrdBobore dans le matériau augmente. La

figure I11-2 présente la zone [1200-1400 Gndes différentes classes d’échantillons.

1200 1250 1300 1350 1400
T T T T T T T

1332
Raman

excitation 325 nm

échantillons A/B
NID-uCD

Intensité (u.a.)

| échantillon E
B-NCD

i échantillons C/D
B-uCD

. . . T . T .
1200 1250 1300 1350 1400
nombre d'onde (cm™)

Figure 1ll-2: Spectres Raman, avec une excitation dans [I'U¥s dechantillons
polycristallins, autour de la zone de la bande B32 cn).
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Pour les échantillons microcristallins non intentiellement dopés (NID-uCD : A/B),
le pic & « 1332 cfh» ne s'est pas décalé. Cependant nous ne pouesraffirmer I'absence
totale de bore dans ces échantillons puisque Esi®dhantillons dopés et non dopés sont
synthétisés dans le méme bati. Le bore résiduglgieaorporer dans les couches non dopées
mais a des faibles concentrations. Finalement, meupouvons seulement affirmer que la
concentration de bore dans le matériau est infié@iad @’ B.cmi®.

En revanche pour tous les échantillons lourdemepés, quelle que soit la rugosité
(B-uCD : C/D; B-NCD: E), nous pouvons observer décalage important de cette
composante. Pour I'échantillon E (B-NCD), ce dégalast de 9 cthindiquant que celui-Ci
est lourdement dopé, et donc la concentration de dans le matériau est supérieure a
3 x 16° B.cm®. Une mesure SIMS a permis d'évaluer exactemete cenhcentration qui est
finalement de 5 x 8 B.cm®. Enfin, les échantillons C et D présentent un kéea de

12 cm, leur dopage est estimé &41B.cm®.

A partir de ces résultats, nous avons estimé emipre approximation le nombre
d’atomes de bore présents en surface. Les écloastiA et B présentent moins de 1 ppm
(partie par million) d’atome de bore par rappofteasemble des carbones qui constituent la
surface. En revanche, la densité des atomes deemoseirface est d’environ 1% pour les

échantillons C, D et E.

Ainsi, la spectroscopie Raman avec une excitatiansd’UV, permet d’estimer la
concentration de bore. Néanmoins, elle permet égale d’estimer celle des carbones
hybridés sp majoritairement localisés aux joints de grains.effet, la bande G, vers 1580
cm®, est caractéristique de cette phase non diamantspectroscopie Raman peut alors
donner des informations indirectes quant a la nbg@siisque lorsque cette derniere diminue,
la quantité de joints de grains augmente, et dariiahde G devrait étre plus importante. En
calculant le rapport de I'aire de la bande G silea la bande diamant (pour les échantillons
lourdement dopés), nous obtenons les valeurs de2B5et 3,5% respectivement pour les
rugosités de 600, 200 et 50 nm rms. Ces valeurfrcamt donc les observations obtenues
par AFM et ces faibles pourcentages indiquent umené qualité cristalline de tous ces
échantillons.

Le tableau 111-2 résume I'ensemble des caractqrist de tous les échantillons utilisés

pour cette étude de biocompatibilité.
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Tableau IlI-2: Tableau résumant les propriétés physiques (papm, rugosité et dopage)
des différentes classes d’échantillons diamant gratallin utilisés pour la culture

cellulaire.
Echantillons A B C D E
Type uCD nCD nCD nCD NCD
Préparation PD* (45 um) PD* (3 punp) PD*(45um) P@B*um)| « seeding
Rugosité (rms] 600 nm 200 nm 600 nm 200 nm 50 nm|
Dopage NID** NID** Lourderpent Lourderpent Lourderpentl
Dopé Dopé Dopé
Cor;cr;]etr)lérrz;tlon <10”cm® | <10em® | ~10tem® | ~10%em® | 5.1G%cm?

* PD : calibre de la pate diamantée pour I'étap& deratching » du substrat de silicium
** NID : diamant non intentionnellement dopé

A.2. Les angles de contact

Avant de cultiver les cellules sur ces échantilldasaractére hydrophile/hydrophobe
des surfaces a été étudié, puisque ce parametajmsi un réle important quant a I'adhésion

cellulaire.

Le caractere hydrophile/hydrophobe d’'une surfacemesuré par dépdt d’'une goutte
calibrée de solvant sur la surface d'un échantillddrace a une caméra située

perpendiculairement a cette surface, 'angle deéamble la goutte est mesureé (figure 11I-3).

Yiv

Figure IlI-3 : Principe de la mesure d’'un angle de contactsue surface.

La mesure de I'angle de contact permet d’accédén&rgie d'une surface par la loi de
Young-Dupré :

Yiv - COS@0) = Ysv - Ysi Equation 11I-1
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Avec :vyy, la tension interfaciale liquide-vapeur
Ysv, 1@ tension interfaciale solide-vapeur
ysi, 1a tension interfaciale solide-liquide

8o, I'angle de contact

Nous pouvons alors en déduire le caractere hydephihydrophobe d’'une surface.
La gamme d’angle est située entre 0° et 180° urtase est trés hydrophile lorsque 'angle se
situe en dessous de 20° tandis que la surfaceoesidérée comme hydrophobe lorsque

I'angle est supérieur a 120°. Dans cette étudaulidtra-pure était le solvant utilisé.

Les angles de contact caractérisent alors I'étatutdiace des échantillons, mais, dans
le cas du diamant, la surface de celui-ci peut éifiérente en fonction des traitements
physiques (plasma d’oxygene, photochimie UV), (@teichimiques et/ou du vieillissement
de I'échantillon (partie 1.B.). Lorsque les échlaoiis sortent du bati de croissance apres un
plasma d’hydrogéne, la surface est tres hydrophmliequ’elle n’est composée que de
lisisons C-H. Cependant, nous avons vu que la cirfeut étre oxydée par différentes
méthodes. Elle contient alors des liaisons hydexylC-OH), carbonyles (C=0), carboxyles
(COOH) et des ponts éther (C-O-C) (figure 1-6) prés a différents pourcentages en
fonctions du traitement. L'angle de contact estsainodifié et diminue.

Tous les échantillons que nous avons utilisés datie étude étaient des échantillons
diamant qui ont subi un plasma d’hydrogene apreissance, puis ils ont été conserveés a l'air
pendant quelques semaines.

Cependant, Vanhove et al. ont démontré que la gurflu diamant hydrogéné était trés
réactive et s'oxydait a I'aif4]. La surface n’est alors plus seulement composédaidens
CH mais aussi de liaisons hydroxyles. Ce changeheicbmposition doit donc influencer la

valeur de I'angle de contact, et la surface daitsatievenir plus hydrophile.

Cette oxydation de surface est en fait un phénomy@eenous ne pouvions controler
puisqu’il demande de prendre beaucoup de précauties la sortie du bati de croissance,
mais aussi nous ne voulions pas traiter les swsfadm d’étudier cet effet d’oxydation

naturelle sur I'adhésion cellulaire.
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bY

Les échantillons ont seulement été nettoyés dandain a ultra-sons dans de
I'acétone, de I'alcool et de I'eau ultra-pure.

Les mesures d’angle de contact sur tous les étlbastsont résumées dans le tableau IlI-3.

Tableau 11I-3: Valeurs des angles de contact pour les diff@entlasses d’échantillons
polycristallins.

Rugosité Echantillons Echantillons
(rms) NID* lourdement dopés
600 nm| A | 104.6°+2.2 C 85.1°+2.1
200nm| B| 98.9°+25°] D| 81.0°%x1.9
50 nm E 69.1° £ 3.0°

* NID : diamant non intentionnellement dopé

Nous pouvons remarquer tout d’abord l'influenceddpage au bore sur les angles de
contact, avec une diminution notable d'environ 2@htre les échantillons non
intentionnellement dopés et ceux lourdement dopdsoae, pour une méme rugosité (&C,
et Bvs D). Cet effet est décrit ici pour la premiere fespeut étre di au comportement
électronique du diamant massif (ici, le diamantsgde un comportement métallique) et/ou
dd au bore présent en surface a une concentrattomée ici a environ 1% dans le cas des
échantillons lourdement dopés.

Afin de vérifier I'origine de ce comportement, uéeide pourrait consister a mesurer
les angles de contact de plusieurs échantillonm@®e rugosité mais possédant des taux de
dopage différents. Si le bore de surface est leefadnfluencant cette diminution d’angle de
contact, alors I'angle devrait diminuer de maniénéaire. En revanche, dans le cas ou la
conductivité de I'’échantillon est le parametre uafit, nous devrions alors observer une
transition avec une baisse soudaine de I'angleod&act lorsque la transition isolant/métal du

diamant est dépassée ([B] > 3%4B.cmi®).

De plus, nous pouvons remarquer que la rugosité effet sur les angles de contact.
Plus la rugosité des échantillons est faible, paugyle de contact diminue.
Pour des surfaces rugueuses, il existe deux mogelesettant de comprendre I'effet de la

rugosité : le modele de Cassie-Baxter et le modie/enze[6] .
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Le premier modele traite le cas de surfaces supanephobes, on parle alors d'« effet
lotus ». La goutte ne mouille pas entierement |€asa puisque des poches d'air sont
emprisonnées sous la goutte dues a une profontianeeépétabilité importantes des motifs.
Dans notre cas, tous les échantillons ne posséda@snces caractéristiques donc nous ne

pouvions pas appliguer ce modéle.

Le modele de Wenzel étudie les surfaces rugueassspoches d’air entre la goutte et
le substrat. La surface de contact entre la gaitte substrat est donc amplifieée si la surface
spécifique augmente, ainsi Wenzel a introduit wtefar de rugosité R
R = Aspe/ Agéo Equation 111-2

Avec : Agsps surface spécifique

Ageo Surface géomeétrique, projection de la surfaceigae sur un plan

L’angle de contact d’'une surface rugueuse est Eafiar Wenzel :
cogB) = R . cosPy) Equation 111-3

Avec : By, angle de contact mesuré pour une surface plane
8, angle de contact mesuré pour une surface rugueuse

R¢, facteur de rugosité

Dans notre cas, la surface spécifique augmenteddaamgosité diminue (figures Ill-1b, IlI-
1d, llI-1f), nous avons pour les échantillons lamant dopés :
Rr [C] < R [D] < R [E]
Ainsi, avec R>1:
cog6c) < cogOp) < cog6k)
Comme la fonction cosinus est une fonction décamitessur [0; 180°]:
Oc >6p > 6
Nous remarquons donc que nous pouvons appligueotiele de Wenzel dans notre étude
puisque cette tendance est cohérente avec ledatésobtenus. Elle est également vérifiée
dans le cas des échantillons non intentionnelleepés, puisque :
Ba > 0g

Nous venons de démontrer que le dopage, ainsiaguegbsité étaient des parameétres

importants vis-a-vis du caractére hydrophile/hytiaie de la surface des échantillons de
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diamant polycristallin. Ces paramétres le restisntiussi quant a I'adhésion cellulaire et
surtout, le diamant lourdement dopé au bore comrseilvses trés bonnes propriétés de

biocompatibilité ?

A.3. Adhésion, prolifération et morphologie des cellules

Apres caractérisation, tous ces matériaux ont Btéscen quatre morceaux de 6x6
mm2 afin d’étudier de maniére statistique les téssilde culture cellulaire.

La méthodologie de culture des cellules est déaiin annexe A.

Pour résumer, les échantillons sont introduits diessplaques a puits, et un nombre
défini de cellules dans un milieu sont mises enamiravec les échantillons. Puis, les cellules
incubent avec les échantillons a température cl@éetndendant le temps de I'étude. Ensuite,
les échantillons (avec des cellules sur leur sajfaont retirés du milieu, et sont introduits
dans un nouveau milieu réagissant avec les ceNiasites. La réaction induit une coloration
du milieu. Avec une courbe d'étalonnage, élaboréhanue expérience, nous pouvons par
colorimétrie déduire la densité de cellules vivantgui ont adhéré sur la surface des

échantillons.

Dans un premier temps, nous étudierons l'adhésies pré-ostéoblastes et des
fibroblastes sur nos échantillons polycristalliRsis, nous étudierons la prolifération des preé-
ostéoblastes et enfin nous examinerons au MEB Igpmotogie des pré-ostéoblastes fixées

sur nos échantillons apres 24 heures d’incubation.

A.3.a. L'adhésion cellulaire

L’adhésion des cellules s’effectue pendant leuesnpgres heures de mise en contact
avec les substrats. Nous avons alors quantifi@telmne de cellules viables qui ont adhéré sur
tous nos échantillons pendant cette étape, apresite, 2 heures et 4 heures d’incubation.

Au-dela, les cellules commencent a proliférer awsdrface.

La figure IlI-4 présente les résultats obtenusahiesion des pré-ostéoblastes sur nos
échantillons polycristallins et sur un échantilloontréle. Ce contrble est un matériau

biocompatible : du polystyréne dont la surfaceéattitée, de marque BD Falcon™.
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Une analyse statistique par comparaison avec lér@enou avec d’autre classe
d’échantillons (effet du dopage ou de la rugosité&té effectuée pour toutes les expériences
de cultures cellulaires.
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A pré-ostéoblastes
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Figure 11l-4 : Graphique indiquant la densité de pré-ostéotdastui ont adhéré sur les
surfaces des échantillons de différentes classetlds caractéristiques sont présentées
dans les tableaux llI-2 et IlI-3. Chaque barre répente la moyenne des cellules
adhérées +I'écart type. Des comparaisons statiggjont été effectuées par paire avec
le test de Student. Par calcul, en utilisant lesyemmes et les écarts type, lorsque
p<0,05 la différence entre les deux classes estsidénée comme statistiquement
significative. Les symboles signifient:

(x) p<0,05 : classe E (B-NCD) comparée avec le coetrol

(~) p<0,05 : classe E (B-NCD) comparée avec les clagg® (NID-uCD) et C/D (B-
HCD).

Effet du dopage pour une méme rugosité :

(@) p<0,05 : classe A (NID-uCD) comparée a la class@BquCD) ;

(m) p<0,05 : classe B (NID-uCD) comparée a la class@BEuCD).

Nous pouvons observer que le nombre de pré-oststeblaur tous les échantillons, y
compris le contrdle, augmente avec le temps d’'iatiah. Cependant, les densités ne sont pas
équivalentes selon les substrats, elles dépendentadtexture des surfaces et de la

mouillabilité.

L’adhésion des cellules sur I'échantillon E (B-NC&st significativement supérieure
vis-a-vis de tous les échantillons uCD (A, B, CD8t La densité de cellules est d’ailleurs
toujours deux fois plus importante. Elle est atsgjours supérieure par rapport au contréle et
nettement supérieure apres 4 heures.
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En revanche, le nombre de cellules sur les subsit@D est toujours inférieur a celui
du contréle. Ainsi, il semble qu’'a partir d’'une teé@ne valeur de rugosité, I'adhésion des
cellules est meilleure. En effet, pour les échlamd de 600 nm rms, la rugosité parait trop
importante, et les surfaces étudiées présententdpepoints d’attache pour les cellules
(figures 111-1). Pour des rugosités de 200 nm rles,cellules ont quelques points d’accroche
(figures 11I-1). Enfin, lorsque la rugosité est plfaible (50 nm rms), la surface présente aux
cellules plusieurs sites d’adhésion (figures IlI-Bjinsi, les faibles rugosités sont donc
préférables comme Chong et al. 'avaient démorpides

En comparant les densités de cellules des éclunstitie méme rugosité mais de
dopage différent (Ars C; B vs D), il est difficile de conclure quant a la toxé&idu bore
présent en surface. Mais il semble qu’il n’y ais gampact. D’ailleurs, I'’échantillon E parait

le confirmer puisque celui-ci est lourdement dopé.

Pour affirmer de nouveau ces premiers résultatss agons établi la méme étude mais
avec des fibroblastes. La figure IlI-5 présente tésultats obtenus de l'adhésion des

fibroblastes sur nos échantillons polycristallihs@ un échantillon contréle.
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Figure IlI-5 : Graphique indiquant la densité de fibroblastes qgnt adhéré sur les surfaces
des échantillons de différentes classes dont lesctéristiques sont présentées dans les
tableaux 111-2 et 111-3. Comparaisons statistigyesr paire avec le test de Student (voir
figure I11-4).

(x) p<0,05 : classe E (B-NCD) comparée avec le coetrol

(~) p<0,05 : classe E (B-NCD) comparée avec les cagg® (NID-uCD) et C/D (B-
HCD).

Effet du dopage pour une méme rugosite :

(®) p<0,05 : classe A (NID-uCD) comparée a la class@qiCD) ;

(m) p<0,05 : classe B (NID-uCD) comparée a la class@BEuCD).
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Contrairement aux pré-ostéoblastes, les densitésllides n'augmentent pas avec les
temps d’incubation. Cependant, le nombre de filastels sur I'échantillon E (B-NCD) est
toujours deux fois supérieur au contrble et a tesséchantillons microcristallins, dopés ou
non. Quant a I'effet du dopage, nous pouvons obsdes mémes densités sur les substrats
microcristallins dopés et non dopés.

Ainsi, ces premiers résultats sur I'adhésion desqgstéoblastes et des fibroblastes
permettent de conclure qu’il n’y a pas d’effet durdode surface sur I'adhésion cellulaire sur
des électrodes de diamant. Elles demeurent alocoimpatibles. En revanche, un parametre
est important, la rugosité : il semble gu’il y arte limite, située entre 50 et 200 nm rms, en

deca de laquelle les cellules adhérent plus faeifdra la surface.

A.3.b. La prolifération des pré-ostéoblastes

La figure 1ll-4 a démontré que le nombre de pré&ollastes augmentait sur tous les
échantillons, contrairement aux fibroblastes (fegui-5). Ainsi, étant donné cette évolution,
nous allons étudier la prolifération des pré-osigstbs. La prolifération des cellules consiste
a les laisser se multiplier pendant plusieurs joDens notre étude, nous les avons quantifiées
apres 3 jours, 7 jours et 11 jours d’'incubatioredt important de noter que les cellules sont
vivantes et treés sensibles, il faut alors les riouégulierement, tous les deux jours pour les

pré-ostéoblastes, en changeant le milieu pour sgpalles meurent.

La figure 11l-6 présente les résultats obtenus sym@lifération des pré-ostéoblastes

sur nos échantillons polycristallins.
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Figure 111-6 : Graphique indiquant la densité de pré-ostéoldasyui ont proliféré apres 3
jours, 7 jours et 11 jours sur les surfaces desaatilons des différentes classes dont
les caractéristigues sont présentées dans les aakldll-2 et 11I-3. Comparaisons
statistiques par paire avec le test de Student figure 111-4).

(~) p<0,05 : classe E (B-NCD) comparée avec les clagg® (NID-uCD) et C/D (B-
HCD).

Effet du dopage pour une méme rugosité :

(@) p<0,05 : classe A (NID-uCD) comparée a la class@BquCD) ;

(m) p<0,05 : classe B (NID-uCD) comparée a la class@BEuCD).

Apres trois jours de prolifération, nous pouvonsseasiier les mémes résultats
préalablement obtenus durant I'adhésion celluldieequantité de pré-ostéoblastes est deux
fois plus importante sur le diamant nanocristalllopé (B-NCD: E) par rapport aux
échantillons microcristallins dopés et non dopésu(E> : C/D; NID-uCD: A/B). En
revanche, apres sept et onze jours, la densitéetleles sur tous les substrats semble
équivalente. En effet, cette densité sur I'échamtiE (B-NCD) semble ne plus évoluer apres
trois jours : elle a atteint un seuil. Alors queuptes échantillons microcristallins, ce seuil
semble intervenir entre le troisiéme et le septigpne puisqu’au-dela les densités n’évoluent
guere.

Avec ces trois études, d’adhésion de deux lignédhilaires différentes (pré-
ostéoblastes et fibroblastes) et de prolifératiea dré-ostéoblastes, nous pouvons conclure
que le diamant lourdement dopé au bore constituenatériau biocompatible. Ainsi, ce
matériau peut servir de support pour réaliser desctsres hybrides diamant/milieu
biologique et méme étre utilisé en tant qu’élearadplantable. En revanche, la rugosité de
surface joue un réle important et pour mieux comgre cet effet de rugosité, nous allons

étudier la morphologie des cellules sur ces éclhamiti
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A.3.c. Etude morphologigue des cellules sur nos échamsillo

L'étude de morphologie des cellules s'effectue alEBYI cependant, cette
caractérisation s’opere dans le vide altérant alesscellules. Pour ne pas maodifier leur
morphologie, apres un jour d’incubation sur tous éehantillons, nous avons « fixé » les
cellules. Le protocole est décrit en annexe A. Résumer, les cellules ont été déshydratées
puis ont subi un fin revétement de palladium et gaur les observer au MEB.

Comme aucune difféerence n'a été observée sur |asitderellulaire entre les
échantillons lourdement dopés et ceux qui sont mentionnellement dopés, nous
choisissons de présenter ici directement les ohiens MEB obtenues sur les échantillons
dopés. Le seul parametre variable est alors lasitégde surface. La figure 1ll-7 présente des
images MEB de cellules qui ont adhéré sur les ddlmans E (50 nm rms), D (200 nm rms) et
C (600 nm rms). Nous pouvons remarquer la fort@sit§ de I'échantillon C (figure IlI-7c)
alors que I'échantillon E (figure lll-7a) paraitisse ».

a)E U nD. c)C

B

— .100pm —  .100pm

100pm

Figure IlI-7 : Images MEB de pré-ostéoblastes qui ont adhérpreliféré apres un jour
d’incubation sur la surface des échantillons poistallins dopés au bore. a) Classe E
(B-NCD avec une rugosité de 50nm rms), b) clasg@{pCD avec une rugosité de
200nm rms), c) classe C (B-uCD avec une rugosigddem rms).

Nous observons que les cellules n’ont pas le mé&ngortement en fonction de la
rugosité du matériau. Cependant, la forme polygorids cellules indique que celles-ci

posseédent une activité normale : la surface nedsiudonc pas toxique.
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Lorsque le diamant est nanocristallin (figure Id;7echantillon E : B-NCD), nous
pouvons observer que les cellules s’étendent, etusgmt parfaitement la surface. Nous
remarguons aussi la présence de nombreux filopgdiepermettent la connexion entre les
cellules et donc I'échange d’'informations (en mauter chimiques) pour une multiplication
coopérative et cohérente. Tous ces phénomenes eanbritnalement que l'adhésion des

cellules est trés forte sur diamant nanocristallin.

Au contraire, les cellules sur les échantillonsrotdstallins (figures 111-7b et IlI-7c,
échantillons D et C: B-uCD, respectivement) prémsnpeu de filopodes et donc peu
d’interconnexion. Les cellules adherent finalemerins sur ce type de surface. De plus,
nous pouvons observer sur la figure 1ll-7¢c quedekules possedent des structures en trois
dimensions. Ces morphologies sont probablement duesaractere hydrophobe de cette

surface, mais aussi a la rugosité importante.

En focalisant a linterface filopode/diamant, nowsulions voir ou les filopodes
adhéraient : sur les facettes triangulaires (1l&%)facettes carrées (100) ou sur les joints de
grain. Finalement, il semble gu’il n’y ait aucuneéfgérence, mais ceci reste a confirmer, en

étudiant I'adhésion cellulaire sur des monocristdexdiamant.

Pour conclure, nous avons démontré pour la premfeie que le diamant
polycristallin lourdement dopé au bore est biocaibpa: il n’y a pas d’effet toxique du bore
sur les cellules. Notamment, notre étude a permiggdéler que la rugosité de surface avait
un réle important quant a la quantité de cellulgsogbées mais aussi sur la force d’adhésion

de celles-ci. L'adhésion cellulaire est finalemelleure sur les échantillons nanocristallins.
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B. Le diamant monocristallin

Nous venons de démontrer que le diamant polydiistidurdement dopé au bore
constituait un matériau biocompatible : il n'y aspdieffet cytotoxique du bore présent en
surface sur les pré-ostéoblastes et les fibrolda€e le diamant polycristallin est constitué
par définition de cristallites possédant des fasette différentes orientations. Ces axes de
croissance sont majoritairement les orientatiof®®) %t (111). Nous voulions savoir si une
orientation était préférable vis-a-vis d’'une auygoair 'adhésion cellulaire. Ainsi, nous avons
effectué la méme étude sur diamant monocristalld0) et (111). Il faut noter qu’aucune
étude sur I'adhésion de cellules n'a été effecerééonction de I'orientation cristalline. Les
seuls travaux existant sur diamant monocristatéitent de I'adhésion de neurones mais avec
une couche de protéines ou de peptides (laminiog-lysine ou poly-ornithine[7])
préalablement déposée. Notre étude est portéensentiesur I'adhésion cellulaire directe sur

la surface de monocristaux.

De plus, pour compléter I'étude effectuée sur éefflu bore sur les cellules, nous
avons utilisé et comparé, en fonction de lorigotatcristalline, des échantillons trés
faiblement dopés {(pet lourdement dopés pau bore. Il faut noter que le bore s’incorpore
préférentiellement selon l'orientation (11[B] . Ainsi cet effet a-t-il des conséquences sur les

cellules ?

B.1. Les différents parametres d’études : orientations
cristallines, dopage et angles de contact

Contrairement aux échantillons polycristallins, geande taille 12x12 mmz2, les
échantillons monocristallins sont beaucoup plustgdEn effet, ceux-ci ont une surface de
3x3 mm?2 pour les (100) et de 2x2 mmz2 pour les (1Mlbus avions pu cliver les échantillons
polycristallins en quatre morceaux pour une étudgstique, en revanche, pour réaliser une
méme étude avec des monocristaux, nous avongutilis échantillons. Quatre échantillons

ont crd selon l'orientation (100) et quatre auselon I'orientation (111).
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Puis, comme pour I'étude sur diamant polycristaltious ces échantillons ont été
stockés a l'air pendant quelgues mois. Avant datfer la culture cellulaire, ils ont été

nettoyés dans des bains a ultra-sons dans dediagéle I'alcool et de I'eau ultra-pure.

Au sein de chaque orientation cristalline, deuxcb@s ont été synthétisées pour que le
dopage soit trés faible Jpet deux autres pour des lourds dopages au bdyreL(pnsemble

des échantillons utilisés pour réaliser cette éasleeésumé dans le tableau I11-4.

Tableau IlI-4: Liste des échantillons monocristallins utilisgsur la culture cellulaire en
fonction de l'orientation cristalline et du dopage.

dopage
p p’

Echantillon 8 DMO 667
(100)

Orientations DMO 677 DMO 679

cristallines DMO 700 DMO 686
(111)

DMO 701 DMO 689

La préparation et la synthése de ces échantillomiscgtaillées dans le chapitre Il.

Nous avons vu lors de I'étude de culture cellulawe les échantillons polycristallins
qgue la rugosité de surface de ces derniers jounitdle important quant a I'adhésion des
cellules. Pour les monocristaux, cette rugositérest faible, inférieure a 10 nm rms (figure

111-8).

Figure 111-8 : Image AFM indiquant la présence de rayures suslirface d’un échantillon
diamant monocristallin d’orientation (100).
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Cette faible rugosité doit alors causer quelquebslpmes pour I'adhésion des cellules
a cause du manque de structures permettant I'dwgec de celles-ci sur la surface.
Néanmoins, il existe certaines imperfections tetjas des rayures (figure 111-8) mais aussi

guelques cristallites (figure 111-9), qui peuvemrtrficiper au processus d’adhésion.

Figure 11I-9: Images MEB indiquant la présence de cristallitesr la surface d'un
échantillon diamant monocristallin (100J p

Les rayures proviennent du substrat lors de soisgage, et celles-ci se propagent et
sont amplifiées pendant la croissance. Les ciritslbpparaissent pendant la croissance et
sont dues a des rapports £, importantd8] .

Les mémes phénoménes ont été observés sur leodentations cristallines.

Nous allons maintenant présenter et estimer latjéate bore présent en surface pour
chaque échantillon a I'aide de la cathodolumineseeRuis, aprés avoir présenté nos résultats
sur les angles de contact, nous étudierons I'adhéstllulaire en fonction de I'orientation

cristalline (100) et (111), mais aussi en fonctiondopage.

B.1.a. Le dopage

Pour quantifier les atomes de bore présents emacrhiious avons estimé, dans un
premier temps, le dopage en volume de nos éctanttilPour cela, nous avons étudié la zone
excitonique des spectres obtenus pas cathodoluceines. En effet, dans la gamme des

faibles dopages, nous avons utilisé la formule dsuk(équation 1I-3) en calculant le rapport
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d'intensité des pics de I'exciton lié (BB sur I'exciton libre (FE®). En revanche, dans la
gamme des lourds dopages, nous avons utilisé iaguogu pic de I'exciton lié (BEY).

Les figures 11I-10 et IlI-11 présentent les spestdans la zone excitonique de tous ces
échantillons (100) et (111), respectivement. Tass dpectres ont été enregistrés avec une
tension d’accélération de 5 kV afin de caracténisgequement la couche synthétisée et non le
substrat.

4.0 4.2 4.4 4.6 4.8 5.0 5.2 5.4 5.6

TO

BE™ :

Echantillons (100)

] pbmo 677

E

| échantillon 8 |

Intensité (u.a.)

DMO 679

r r r — r
4.0 4.2 4.4 4.6 4.8 5.0 5.2 5.4 5.6
Energie (eV)

Figure 111-10: Spectres de cathodoluminescence dans la zonemigce des différents
échantillons d’orientation (100), pris avec une dem d’accélération des électrons a
5kV.

L’échantillon faiblement dopé DMO 677 présente wwmnposante importante du
FE'© alors qu'il est difficile de distinguer le B La concentration de bore dans le volume
est donc trés inférieure & la constante de la flende Kasu : [Bl7 « 6x10° cm® En
revanche, pour I'Echantillon 8, nous pouvons obseque le BE® (& 5,211 eV) est plus
important que le FE® (& 5,264 eV). Par calcul de la formule de Kaswsnabtenons : [B]=
8x10" cm®,

Pour les échantillons lourdement dopés, DMO 663MO 679, la position du BE,
a 5,04 eV, permet d’indiquer que ces couches smmdément dopées. La figure 1lI-12
montre le décalage du BEen fonction des concentrations de bore et donéiromn cette
observation. Cependant, nous ne pouvons connxieement le dopage de ces couches par
cette caractérisation. Nous ne pouvons seulemémnaf que leur concentration en bore est

supérieure a 3xtHcm?,
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Les valeurs de concentration pour tous les éclamgikont résumées dans le tableau IlI-5.

4.0 4.2 4.4 4.6 4.8 5.0 5.2 5.4 5.6
T — T T — T T T T T T T T

| Echantillons (111) |

\ DMO 700

DMO 701

Intensité (u.a.)

DMO 689 ‘ N
/
T
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4.0 4.2 4.4 4.6 4.8 5.0 5.2 5.4 5.6
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Figure IlI-11: Spectres de cathodoluminescence dans la zone rigcito des différents
échantillons d’orientation (111), pris avec une diem d’accélération des électrons a
5kV.

Pour les échantillons (111), nous pouvons distingue la figure IlI-11 le faible
dopage des couches DMO 700 et DMO 701 et le loapage pour DMO 686 et 689. Or, ces
échantillons monocristallins orientés (111) ontvseour élaborer le graphique de la figure
[1I-12. lls ont alors tous été caractérisés par Sligxcepté DMO 700 et DMO 701) pour
connaitre exactement leur dopage. Nous présenemsauches dans le graphique, et les

valeurs du dopage sont indiquées dans le tableau Il

) Fort
525 fablecopage . dopase ...
(] Q 7
; & 8]
52 e ¢ ey | 21 £
[ 700 ° ** T o]
s f 701 I | B 1%
2 515 : 3 84
e | | | &1
o i = *». « S
g st b L=
= [« Couches (100) [BAROS] - * -]
° " e Couches (111) [GHO07] | ol |
S 505 |- ; : .
i
. . " -
el P
i I F89:
4‘95 ' | | | \I | ‘Imm\ A
15 10

[B] (cm?)

Figure 1l-12: Comparaison des positions du BEdans les couches homoépitaxiées
d’orientation (100) et (111) en fonction du dopamebore [9, 10], avec insertion des
échantillons orientés (111) utilisés pour cettedétu
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Tableau IlI-5: Valeurs des concentrations en bore pour les gthans monocristallins.

dopage
p p’
Echantillon 8 DMO 667
[B]=810"cm® | [B] »31G°cm®
(100)
DMO 677 DMO 679
Orientations [B] «10' cm® [B] » 3 1% cmi®
cristallines DMO 700 DMO 686
[B] =3,313°cm® | [B]=410Fcm?
(111)
DMO 701 DMO 689
[B] = 6,210  cm® | [B] = 2,5 1G* cm®

Finalement, avec ces valeurs obtenues de la coatientdes atomes de bore dans les
couches (tableau 111-5), nous avons en premiereoxppation estimé la concentration de

bore en surface (tableau 111-6).

Tableau IlI-6: Estimations des concentrations surfaciques aw,lquar rapport aux carbones
constituant la surface, en fonction des différeistasses d’échantillons.

dopage
p p’
Orientations | (100) [Blsurf < 4,5 ppm 0,2 % < [Bl< 0,7 %
cristallines (111) [Bleurt < 3,5 ppm 0,3 % < [Bl< 1,4 %

Nous pouvons observer que la concentration desestal® bore en surface représente
guelgues ppm, par rapport aux atomes de carbonecanstituent la surface, pour les
échantillons p ((100) et (111)). Alors que celle-ci est de I'erddu pourcent pour les
échantillons p.

Finalement, nous voyons que I'étude de biocomp#éldu diamant monocristallin ne
sera pas facile a interpréter car toutes les caudhme méme classe (méme gamme de
dopage et méme orientation) ne possedent pas meattde méme dopage. Cependant, un
parametre va permettre d’indiquer s’il existe unange différence entre ces échantillons, il

s’agit de la mouillabilité par la mesure des anglesontact.
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B.1.b. Les angles de contact

Etant donné la petite taille des échantillons, rexens utilisé 0,05 pl d’eau ultra-pure
pour mesurer les angles de contact. Ces mesureétérdffectuées plusieurs fois sur les
différentes classes d’échantillons pour obtenir sgakurs statistiques. Le tableau IlI-7

présente les valeurs obtenues.

Tableau 1lI-7: Valeurs des angles de contact pour les différentasses d’échantillons
monocristallins.

dopage

¥

P Y

Orientations | (100) 59.9+10° 50.6 £ 3.6 §

cristallines | 179y | 31.9+29°| 738+04]

Dans un premier temps, nous pouvons remarqueraguéciarts type sont tres faibles
malgré les écarts de dopage entre les échantplomsune méme classe.
Il est important de noter qu'il est difficile de raparer nos résultats, car & ma connaissance
aucune equipe n’a travaillé sur les angles de cbdiadiamant monocristallin orienté (111).

Notamment, je n’ai vu aucun travail sur I'effet dopage sur les angles de contact.

Pour les échantillons (100), mous obtenons des angles de contact proches’d€&0
résultat est en accord avec ceux de Kaibara efualobtiennent des angles de 65° pour des
échantillons oxygénés en surface, alors que l'aegiele 75° quand la surface est hydrogénée
[11]. Ainsi, nos échantillons sont oxydés aprés quealqueis a I'air. Nous retrouvons alors
les résultats de Vanhove et al. quant a 'oxydatiaturelle des échantillons hydrogéf@s
Quand les échantillons (100) sont lourdement dopésis observons une diminution de
'angle de contact d’environ 10°. Nous retrouvoms Fésultats préalablement obtenus sur

diamant polycristallin.

En revanche, pour l'orientation (111), nous obsesvone augmentation importante de

cet angle de contact entre les couchiest pes couches'pll est trés difficile d'interpréter ces
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résultats. Est-ce que le bore induit, selon cettentation, des groupements de surface
hydrophobes ? La seule observation que nous pouamessur les angles de contact, c’est
que la surface des échantillons (111)spnt trés hydrophilesf{32°) contrairement aux
échantillons (111) p(6~74°).

Ces différents comportements hydrophile/hydrophotbes surfaces devraient

influencer fortement I'adhésion cellulaire.

B.2. Adhésion et prolifération des cellules

s s 7

Aprés caractérisation, tous ces matériaux ont l@igép dans des plaques a puits pour
effectuer la culture cellulaire. La méthodologiet &8 méme que pour les échantillons
polycristallins, détaillée en annexe A.

Il est important de noter qu’étant donnée la faiblbe des échantillons, le nombre de cellules
qui ont adhéré est par conséquent faible. Ainsg e la révélation par colorimétrie, les

résultats obtenus étaient proches de la limiteatection de I'appareil.
Dans un premier temps, nous étudierons l'adhésies pré-ostéoblastes et des

fibroblastes sur nos échantillons monocristallifgis, nous étudierons la prolifération des

pré-ostéoblastes.

B.2.a. L'adhésion cellulaire

L’adhésion des cellules s’est effectuée pendantelirdy 2 heures et 4 heures
d’incubation. La figure 11l-13 présente les réstdtabtenus de I'adhésion des pré-ostéoblastes

sur nos échantillons monocristallins et sur un athan contrble.
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Figure 11I-13: Graphique indiquant la densité de pré-ostéoldasqui ont adhéré sur les
surfaces des échantillons de différentes classetlds caractéristiques sont présentées
dans le tableau IlI-7. Chaque barre représente layemne des cellules adhérées *
I'écart type. Des comparaisons statistiques onteftéctuées par paire avec le test de
Student. Par calcul, en utilisant les moyennesest dcarts type, lorsque p<0,05 la
différence entre les deux classes est considémdeneostatistiquement significative. Les
symboles signifient:

(C) p<0,05 : comparaison avec le controle ;
(D) p<0,05 : p comparé a ppour une méme orientation (effet du dopage).

Dans un premier temps, nous pouvons remarqueraqderisité des pré-ostéoblastes
augmente faiblement de maniére linéaire sur lesheEsi(100) p (100) ¢ ainsi que sur le
contrle. Nous retrouvons alors les observations gaus avons pu faire sur diamant
polycristallin. Notamment, quel que soit le dopagdon cette orientation, les densités de
cellules sont équivalentes entre elles, et ellesol@ aussi avec le contréle. Nous pouvons

conclure qu’il n’y a pas d’effet nocif du bore selcette orientation.

En revanche, nous observons des résultats difeésehdn I'orientation (111) avec une
augmentation de la densité cellulaire sur lfegapdis que celle sur les giminue fortement
avec le temps d’'incubation. Cette densité sur 1esp50% puis 25% supérieure au contrble
aprés 2 heures puis 4 heures alors qu’elle estumip0% plus faible pour les.pgCependant,
nous remarquons que le nombre de pré-ostéoblastdsssp aprés une heure d’incubation

est important et est équivalent a celui du contréle

Avec ces résultats, il est difficile de conclureagua la toxicité du bore. Nous ne
pouvons simplement affirmer que la densité de Malusuit finalement le caractére
hydrophile/hydrophobe des surfaces.
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Pour confirmer ces premiers résultats, nous aveéallida méme étude avec des
fibroblastes. La figure 1ll-14 présente les rédsltabtenus de I'adhésion des fibroblastes sur

nos échantillons monocristallins et sur un échlamtitontrble.

80000

3 (100) p- o
|| (100) p Adhésion des
= controle fibroblastes
== (111) p-
e O B

40000 -+ dee |-

Densité de cellules (Cellules.cm?)

20000 --

2h
Temps (heures)

Figure 111-14 : Graphique indiquant la densité de fibroblastes gnt adhéré sur les surfaces
des échantillons de différentes classes dont leactéristiques sont présentées dans le
tableau IlI-7. Comparaisons statistiques par paareec le test de Student (voir figure
11-13).

(C) p<0,05 : comparaison avec le controle ;
(D) p<0,05 : p comparé a ppour une méme orientation cristalline (effet dypaige).

Comme pour le diamant polycristallin avec les fiidastes, la densité de cellules reste
constante pour les couches (10Q)(f00) g, (111) p et le contrdle. En revanche, celle-ci
diminue aprés 2 heures et 4 heures pour les éttbast{111) {.

Ces resultats confirment donc ceux préalablemeteinols avec les pré-ostéoblastes. Il semble
alors que pendant la premiére heure, les cellpigsdstéoblastes et fibroblastes) adherent sur
la surface des échantillons (111), puis, cette adhésion est limitée et est contrpkirele
caractére hydrophobe des surfaces.

Nous n'avons pas effectué d’étude morphologique adisiles sur les échantillons
puisqu’il est nécessaire de les fixer et I'échéomildoit subir un revétement de palladium et
d'or. Or, nous comptions réutiliser ces échantdlopour faire des expériences
complémentaires sur la force d’adhésion des csll@ependant, nous avons pu observer par
microscopie optique les cellules. La figure llI-pBesente des fibroblastes sur des couches
(111) p et (111) p aprés 4 heures d’incubation.
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Figure IlI-15 : Images optiques de fibroblastes qui ont adhé@réless échantillons (111) et
(111) p aprés 4 heures d’'incubation.

Nous observons que le nombre de cellules est sypesur I'échantillon (111) par
rapport a I'échantillon (111)’pcomme l'indique le graphique de la figure Ill-Méanmoins,
méme si la densité n’est pas trés importante, mbstinguons (cercle blanc) une bonne
adhésion cellulaire sur I'échantillon (11T)(figure I1l-15b). En effet, les fibroblastes onteu
forme polygonale et nous pouvons méme distinguerfittgpodes qui connectent les cellules

entre elles.

Ainsi, nous avons vu que les cellules adhéraiean tsur les monocristaux (100)
lourdement dopés ou non. La densité cellulairersekite orientation est d’ailleurs toujours
équivalente a celle du contréle qui est un matébamcompatible. En revanche, selon
I'orientation (111), la densité cellulaire est towjs tres inférieure au contrdle, aprés deux
heures d’incubation pour les couchesabors qu’elle est équivalente voire supérieure au
contrdle pour les couches. dl semble donc que la densité cellulaire suitclractére
hydrophile/hydrophobe des surfaces.

B.2.b. La prolifération des pré-ostéoblastes

La figure 11I-13 a démontré que le nombre de pri&alslastes augmentait sur tous les
échantillons (excepté les (111) pcontrairement aux fibroblastes (figure 1lI-14jnsi, nous
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allons étudier la prolifération des pré-ostéobksi@ans notre étude, nous avons laissé les
cellules proliférer pendant 3 jours, 7 jours efdurs d’'incubation.
La figure 111-16 présente les résultats obtenuesyprolifération des pré-ostéoblastes

sur nos monocristaux ainsi que le contrdle.

— (100) p- Prolifération des
m— (100) p+ pré-ostéoblastes
EEEE controle
== (111) p-

200000 -| T (111) p+ |

100000+ T+

Densité de cellules (Cellules.cm?)

7
Temps (jours)

Figure 1lI-16 : Graphique indiquant la densité de pré-ostéotdasqui ont proliféré apres 3
jours, 7 jours et 11 jours sur les surfaces desaétiions de différentes classes dont les
caractéristiques sont présentées dans le tablekd. IComparaisons statistiques par
paire avec le test de Student (voir figure 111-13).

(C) p<0,05 : comparaison avec le contréle ;
(D) p<0,05 : p comparé a ppour une méme orientation cristalline (effet dypaige).

Contrairement & la prolifération des pré-ostéobmsur diamant polycristallin, nous
n'observons pas ici d’effet de saturation du nomibeecellules. Cette saturation intervient
peut étre avec des temps d’incubation plus longsteizanche, la densité augmente avec le
temps sur les échantillons et sur le contréle. eCatigmentation confirme méme tous les
résultats obtenus quant a l'adhésion des cellutes pes couches (100),p(100) p et
(111) p. Néanmoins, ces résultats de prolifération delsilesl sur les échantillons (111) p
sont en désaccords avec l'adhésion cellulaire. Bén@mene peut étre attribué a une
modification de la surface, probablement recouveeidragments de cellules mortes ou d’'un
dépobt de protéines.

Pour conclure sur la biocompatibilité des monoatigtde diamant, nous avons vu que
les cellules adhéraient et proliféraient sur toas échantillons sans pré-traitement avec des

protéines ou des peptides. Nous demeurons aloselds a avoir accompli une telle étude sur

121



Chapitre Il La Biocompatibilité des Electrodes B@amant

diamant monocristallin. Cependant, des résultdférdnts ont été obtenus en fonction des
orientations cristallines. En effet, pour les (1@f))el que soit le dopage, toutes nos études ont
démontré que le nombre de cellules était toujogpsv@lent. Ainsi, il n'y a pas deffet
toxique du bore selon cette orientation. Les ébelets en diamant orientées (100) demeurent
donc biocompatibles. En revanche, des résultatsreifts ont été obtenus selon I'orientation
(111). Ceux-ci amenent a conclure que les monacrsintrinseques (111) sont de tres bons
matériaux biocompatibles contrairement aux montanslourdement dopés (111). Il semble
qgu’il y ait un effet du bore sur les cellules lan&jles sont en contact avec ces échantillons a
cours terme alors que cet effet disparait pendantprolifération. Des expériences

complémentaires pourront permettre de concluretquaas premiers résultats.
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Conclusion

Dans un premier temps nous avons démontré quealmadit oxydé de maniere
naturelle est biocompatible. Les électrodes en dinpolycristallin le sont également
parfaitement. Aucun effet toxique du bore n’a pre &bservé lors de nos études sur nos
échantillons polycristallins. De plus, nous avoris olairement en évidence l'influence de la
rugosité des échantillons sur I'adhésion cellulaita effet, cette derniere est meilleure
lorsque les couches sont nanocristallines vis-al@ss couches microcristallines. Cet effet est
sans doute d0 & une augmentation du nombre dets pléttache pour les cellules lorsque la
taille des motifs diminue.

Dans un second temps, nos études sur les monogristd permis de déterminer et de
confirmer la biocompatibilit¢ du diamant oxydé matlement a l'air. Malgré les résultats
contradictoires obtenus selon l'orientation (1illhe semble pas y avoir d'influence du bore

sur I'adhésion cellulaire.

Des expériences complémentaires sont alors némessaour confirmer tous ces
résultats. Des expériences sont effectivement peyaour étudier la force d’adhésion des
cellules sur tous les types de surface (polyclistalet monocristallins). Cette étude
s'effectuera par AFM. Enfin, des protéines, comnaetine ou la fibronectine permettant

I'attache des cellules, pourront étre mises eneddd par colorimétrie.
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A. Le greffage de la biotine

L'un des objectifs principaux de ma thése est aetfonnaliser la surface du diamant
par des biomolécules afin délaborer des biocapteuPlusieurs méthodes de
fonctionnalisation du diamant ont été présentées da partie |1.B.. Le développement de
celles-ci est trés récent et ces techniques ohpaticulierement évolué au cours de ces trois

dernieres années.

Au début de nos travaux en 2005 sur ce domaineguharticle traitait de la méthode
de greffage utilisant les sels de diazonium sumdiat [1]. Cette voie paraissait étre une
bonne alternative a d’autres voies telles que t@qatimie ou la chimie, puisqu’elle est plus
rapide (de I'ordre de la minute). Nous cherchioasaa élaborer une stratégie afin de mettre
en évidence le greffage d’entités via cette teamigrsqu’en 2006, Wang et al. ont utilisé les
sels de diazonium pour immobiliser une enzyme [lecase oxydase) sur la surface d'un
échantillon diamant en plusieurs étafgs

Finalement, nous nous sommes basés sur leur pletegpérimental afin de greffer
sur la surface une autre molécule d’'intérét biajagi: la biotine, puisque cette derniére
constitue avec l'avidine un modéle biologique dsté&ye de reconnaissance affin.

Notamment, notre objectif spécifique a été destlead de localiser le greffage sur la
surface. Nous avons utilisé pour cela une technigiggnale développée au CREAB, appelée
electrospotting, que nous avons mise en ceuvre 8ueces pour la premiere étape

réactionnelle électrochimique, et ce pour la preenieis sur une surface de diamant.

A.1l. Un modele biologique : le couple biotine/avidine

Notre étude s’est portée sur le greffage de laif@otar cette molécule constitue un
modele biologique avec l'avidine. Elle permet efetetle greffer d'une maniere générique,
par couplage avec l'avidine, de nombreux typesedifits de molécules d’intérét biologique

(protéines, anticorps...).
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La biotine est une vitamine (H ou B8) (figure IV4&) hydrosoluble qui est stable a la

chaleur et a I'oxydation.

a)

o
NH JJ\NH
Ean
s "&M(
O

Figure IV-A-1: a) Formule topologique de la biotine et b) stiwe de I'avidine.

L'avidine (figure IV-A-1b) est une glycoprotéine eguous retrouvons dans le blanc
d'ceuf cru. Elle est composée de quatre monomeresitt@s d'une chaine de 128 acides
aminés (15 800 Da par monomeére). Chague monomése@e une « poche » permettant la
liaison avec la biotine laissant ainsi quatre sitegeconnaissance pour la biotine. Ces deux
molécules ont une affinité particulierement forte constante d’affinitéest de six ordres de
grandeur supérieure aux constantes rencontréetsidlddanent en reconnaissance moléculaire
(tableau IV-A-1).

Tableau IV-A-1 Constantes d’affinité des couples biotine-avéd@t antigene-anticorps.

Couples Affinité K [M
Biotine-avidine 1,5 10°
Antigéne-anticorps 10°

Malgré cette forte affinité, le lien peut étre Brisn cassant les structures secondaires
et tertiaires de l'avidine. En effet, en la mettdanhs des milieux comportant des tensio-actifs,
celle-ci se dénature et se détache de la biotimpelles sont liées I'une a l'autre par des
ponts hydrogénes (figure IV-A-2).

" Somme des forces d’attraction et de répulsionsrésejeu dans un couple biologique
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Figure IV-A-2: Schéma de principe de la « poche de liaison »'alédine indiquant les
acides aminés intervenant dans les liaisons partgptiydrogénes (figure adaptée de

[3]).

Ainsi, lorsque la biotine est immobilisée sur laface, 'avantage de I'utilisation de ce
couple est de pouvoir renouveler avec facilité uafexce biotinylée. Cette possibilité de
régénération permet alors d'arrimer sur la surfdes avidines fonctionnalisées par des
fluorophores ou des protéines chimiqguement actiels que la peroxydase de raifort (HRP,
horse raddish peroxydase). Notamment, en greffamidine par reconnaissance avec la
biotine immobilisée, trois « poches » de reconmaiss de I'avidine demeurent libres. Des
biomolécules biotinylées, que l'on trouve facilemesur le marché, peuvent étre
immobilisées.

Cette fonctionnalisation de la surface du diamantl@ biotine montre alors I'aspect

générique du greffage.

Afin de vérifier la localisation, la disponibilitdes sondes (la biotine) ainsi que la
stabilité¢ du greffage de la biotine sur nos écllans, nous les avons caractérisés par
microscopie de fluorescence. Nous avons alorsétié streptavidine - un dérivé de I'avidine
possédant la méme affinité avec la biotine - famtalisée avec la R-phycoérythrine, un
fluorophore.
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A.2. Un greffage multi-étape

Pour fonctionnaliser la surface du diamant avebitdine, nous avons adapté le
protocole déja établi par Wang et al. qui conséstenmobiliser une enzyme en plusieurs
étapes dont la premiére utilise les sels de diano[i] .

Comme l'activation des ces derniers s’effectue glactrochimie, nous avons alors
utilisé des échantillons de diamant lourdement dapbore, en tant qu’électrodes.

Des échantillons de différentes rugosités ont égaed été utilisés afin d’en étudier
l'influence sur le greffage de la biotine. Nous @asaalors travaillé avec des échantillons
nanocristallins (B-NCD, type E, voir tableau ll{@)ovenant du CEA-Saclay ainsi que des

échantillons microcristallins (B-uCD, type D, vtébleau 11-7) synthétisés a I'Institut Néel.

La fonctionnalisation de ces surfaces de diamantigphiotine s’effectue en quatre

étapes, électrochimiques ou chimiques (figure \3A-

o}

w0

s \/oie électrochimique
——"> Voie chimique HN_Q”

H
(o)
3) 3 4) §‘ °
NO,
NO, O NH NH

Eau o EDC
éthanol sulfo-NHS

Ny o

DMF

HCD  Acetonitrile ? biotine

NCD  NBuy,BF,

1) 2)

hydrazine
éthanol
THF, 40°C

Figure IV-A-3: Schéma décrivant le principe de greffage de ilatite sur la surface du
diamant polycristallin en quatre étapes (électrbijgiques.

La premiére étape (figure IV-A-3 étape 1) consestenmobiliser sur la surface des
échantillons des groupements nitrophényles par ctédu électrochimique de sels de
diazonium. Ces groupements vont servir de primani&srimages pour les réactions

ultérieures.
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Ainsi, a l'issue de cette premiere étape, la serfast décorée par des groupements
nitro, assez peu réactifs pour les réactions déage qui nous occupent: ils sont donc
réduits dans I'étape suivante pour former des asniphkis réactives. Cette réduction peut
s’effectuer soit par électrochimie, soit par vdrnaique (figure 1V-A-3 étape 2).

Ces deux voies ont été suivies et caractériséesélgatrochimie ainsi que par

spectroscopie XPS pour étudier et comparer leigaeité.

La troisieme étape réactionnelle (par voie chimjgloite la réaction des amines de
surface avec I'anhydride succinique pour obtenitapissage de la surface du diamant par
des groupements carboxyligues (COOH) (figure IV-A&tdpe 3). Enfin, ces derniers sont
activés avec de I'EDC et du sulfo-NHS, afin de nméaujus facilement avec une biotine

aminée (figure IV-A-4) pour former une amide, tedgble (figure IV-A-3 étape 4).

biotine

Figure IV-A-4: Formule topologique de la biotine-PEG-MH

La biotine modifiée biotine-PEG-NHavec une terminaison amine (figure 1V-A-4) a
été choisie puisque la biotine seule (figure IV-#&-he posséde pas de groupement amine
primaire pouvant réagir. De plus, la présence thas PEG (poly éthylene glycol), permet :

- d’augmenter la solvatation de la biotine en mili@agxieux,
- de servir de bras espaceur entre la biotine etiface facilitant ainsi I'arrimage du
conjugué avidiné pendant la reconnaissance.
En effet, du fait de la présence d’un long brashatique, la biotine devient alors plus mobile

a la surface et peut donc se mouvoir pour seViec & conjugué.

Ce protocole de fonctionnalisation a tout d’abadke appliqué macroscopiquement sur
des diamants polycristallins afin de caractérigegreffage par XPS a différentes étapes du

protocole. Nous avons donc travaillé dans une leefilectrochimique.
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A.3. L’electrospotting

La technique d’electrospotting a été initialemeéveloppée au CREAB pour élaborer
des puces a ADN sur des lames d'or par électronp@ligation du pyrrold4]. Dans ce
contexte particulier, elle consiste a utiliser umerocellule électrochimique mobile, un cone
de pipette dont I'extrémité est mise en contacaliavec la surface d’or a fonctionnaliser. Ce
cbne contient une électrode de platine et, unérdiffce de potentiel est appliquée entre les
deux électrodes (or et platine) pour I'électro-modyisation du pyrrole. L'ouverture du cone

de la pipette détermine la taille du plot de pojyrple électro-généré.

Dans le cas qui nous occupe, nous avons adaptgstar® en introduisant dans la
microcellule une seconde électrode de platine,titoasat ainsi un systéme électrochimique a
trois électrodes (figure IV-A-5):

- une électrode de travail : le diamant lourdemepiédau bore
- une contre électrode : le platine
- une pseudo-électrode de référence : le platine

f .y Potentiostat
I x |Ref CE WE
Cone de /

pipette
Pt (CE + Ref

Solution de sels Diamant

de diazonium

plots
d=500pm

Figure 1V-A-5: Schéma de principe de I'electrospotting.

La deuxiéme électrode de platine constitue une dusélectrode de référence
puisqu’elle est directement en contact avec leemiliSon potentiel d’'abandon est d’environ
-0,3 V vs Ag/AgCI dans des électrolytes contenant des seldiazonium, mais il varie avec
d’autres électrolytes. La mesure de ce potentigbahdon est importante pour mesurer les
potentiels électrochimiques, et elle est donc syatiguement faite lorsque I'on utilise cette

microcellule a trois électrodes.
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Apres le remplissage du cone par la solution dedeldiazonium, celui-ci est déplacé
par des moteurs pas a pas selon les trois directied’espace. Il est mis en contact avec la
surface de I'échantillon, puis les plots de fonmtialisation sont générés par réduction
électrochimique des sels de diazonium. Il est ingoarde noter que la rugosité de surface du
diamant joue un rdle primordial dans la conduite ade procédé puisque dans le cas
d’échantillons trop rugueux, attaqués avec une @iatmantée de 45um, la solution fuit sous
les bords du céne ce qui compromet le contrblerdodulé.

L’ouverture du cone permet d’élaborer des plotglifiérentes tailles, d'un diametre
de 300um a 1500um. Cependant, il est possible ehabtdes plots d’'une dizaine de

micromeétres de diamétre en utilisant des systéme®idnes a plusieurs électrofigls

En conclusion, grace a cette approche originales myons démontré pour la premiéere
fois la possibilité de localiser le greffage d’éési sur la surface du diamant sans prétraitement
de nos échantillons. Mais surtout, la techniquéedteospotting permet de mener des études
multi-paramétriqgues sur un seul échantillon, ce esli extrémement intéressant pour la
comparaison des résultats sans avoir besoin de tmmpte de la dispersion des
caractéristiques physico-chimiques de la surfacei@mant (qui serait de fait présente dans le

cas de l'utilisation de plusieurs échantillons).

A.4. Greffage et caractérisations des groupementsphiémyles

A.4.a. Le greffage

La premiére étape de fonctionnalisation constitiggape-clef de ce protocole
puisqu’elle permet de greffer des primaires d’aag® sur la surface du diamant mais aussi de
localiser le dépot.

Les courbes suivantes représentent les voltamparoges obtenus lors de trois cycles
de réduction électrochimique des sels de diazonisun des échantillons nano et
microcristallins (figure 1V-A-6) en utilisant lesetules macroscopiques (électrode de travail :
diamant, Sectrodes= 2Mm?2 ; contre-électrode : platine ; électrodeéférence : Ag/AgCl). Les
voltampérogrammes obtenus en electrospotting spnivalents, cependant les courants sont

moins importants du fait de la taille réduite diestodes de travail (Rcirodes=s 2Mmma2).
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Figure IV-A-6: Voltampérogrammes indiquant la réduction des siel diazonium (1mM) sur
des électrodes de diamant a) nanocristallin (NCDpemicrocristallin (uCD). 0,1M
NBWBF; dans ACN, &cirodes= 2mm2, 100mV5s

Ces voltampérogrammes présentent, pour les dewes tgfechantillons, un pic de
réduction irréversible situé a +0,15 et +0,09v¢ Ag/AgCl) lors du premier cycle, pour les
échantillons NCD et uCD, respectivement. Puis, daxxieme et troisieme cycles, nous

observons une diminution, voire une disparitiorcegic de réduction.

Shin et al. obtiennent sur diamant monocristalkgd® le méme pic de réduction situé
vers -0,41 V ¥s Ag'/Ag), ce qui représente +0,05 Ws(Ag/AgCl) [6]. Ce potentiel est
équivalent a ceux que nous obtenons sur diamaptnthllin.

Une diminution rapide de l'intensité de ce picasssi observée dés le deuxieme cycle
sur diamant monocristallin. Shin et al. ont aingilaué ce pic, en s’appuyant des travaux déja
établis par I'équipe de Savéant sur carbone vitegigraphite hautement orienté (HOR@),

a la réduction de la fonction diazonium. Cette otiden conduit a la libération de diazote,JN

et a la formation d'un radical situé dans la coudeediffusion de I'électrode donc au
voisinage de celle-ci. Ce radical est trés réaatifie liaison carbone-carbone se crée a la
surface (figure IV-A-7).

Ainsi, lors du second cycle, le signal de réductianinue du fait de la modification
des électrodes par les groupements nitrophénylesirfi@ce. Cela méne alors a une baisse de

la cinétique de transfert des charges au travergroeipements.
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Figure IV-A-7: Schéma de réduction des sels de diazonium aggageément de JNet
formation d’'un radical sur le cycle benzénique rigéagnt avec la surface.

Chapitre IV

NO,

Nous pouvons notamment observer une différenceedigité des pics de réduction sur
diamant nanocristallin (figure 1V-A-6a) et microgtidllin (figure IV-A-6b). Cette différence
provient probablement de la surface spécifique phaportante de I'échantillon NCD
comparée a celle de I'échantillon uCD (figure 1)I-1

A.4.b. Caractérisation XPS

Afin de vérifier la présence de ces groupementsoplienyles sur la surface des
électrodes, nous avons caractérisé les échantiflamgionnalisés macroscopiquement par
XPS. La signature caractéristigue XPS du greffagaittophényles sur une surface carbonée
telle que le diamant provient des niveaux de ceeulell’'azote (N1s).

La figure IV-A-8 présente les niveaux d’énergie rituzone non greffée ainsi que
d’'une zone greffée avec des nitrophényles.

a) 396 398 400 402 404 406 408 410 b) 3% 3% 400 402 404 406 48 40
T T T T T T T
1200 12007 405,4

N1s N1s

1100 1100 |

10004 zone greffée
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. 900
non greffée

399,6
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Figure 1V-A-8: Spectres XPS dans la zone N1s sur a) une zangneffée de diamant et b)
une zone de diamant fonctionnalisée par des nitoples.
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Nous pouvons distinguer sur la zone non greffée failde composante spectrale a
399,3 eV qui peut étre attribuée a du diazote &dssur la surface. En revanche, la zone
greffée présente deux composantes bien distinittees a 399,6 et 405,4 eV. Cette derniére
est sans ambiguité attribuée aux groupements diéxo nitrophényleq48] alors que la
premiere composante peut provenir de différentegines. Une faible partie peut étre
attribuée au diazote adsorbé, alors que la grargjlerité est attribuée a des fonctions amines
(NH,). En effet, il est possible que lors du greffagee réduction des fonctions nitro se soit
accomplie lors du cyclage a des potentiels reduetessez bas (-0,7 V, figure IV-A-6) et a la
présence de traces d’eau dans le milieu. De plws,été démontré par Lud et al. que les
fonctions nitro étaient réduites en fonctions amors du rayonnement provenant de I'étude
XPS (figure IV-A-9)[9] .
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Figure 1IV-A-9: Spectres XPS dans la zone N1s de groupementbiphényles immobilisés
sur diamant en fonction du temps d’irradiation aayons X [9].

Par cette étude, plus les groupements nitrophérmsgas soumis au rayonnement X,
plus le taux de réduction des fonctions nitro eand. Cependant le temps nécessaire pour

réduire la totalité de ces fonctions lors de cedt®ectérisation est de 13 heures.

D’autre part, cette premiere composante spectia399,6 eV, peut aussi étre attribuée
en partie a une composante des atomes d’azoteodetiohs azo (-C-N=N-C-), qui est
normalement située vers 400 eV. Elle proviendrat |étape de greffage puisqu’une
deuxiéme voie électrochimique, difféerente de cefidiquée a la figure IV-A-7, peut
s’effectuer. Le clivage entre le nitrophényle etli@zote ne s’effectue pas, mais un radical est

stabilisé sur le deuxieme azote du diazonium, éagit avec la surface (figure IV-A-10).
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Figure 1V-A-10: Schéma de réduction des sels de diazonium sangeidgat de Nmais
avec formation d’un radical sur I'azote en boutaw®ine. Ce radical réagit alors avec
la surface et forme un pont azo.

oz

Ce phénomene a été observé par le groupe de Bélsumgdes échantillons d’¢8] .
Une composante a été effectivement observée, bia daractérisation XPS, dans la zone
N1s vers 400 eV alors que la molécule utiliséet étasel de para-carboxyphényldiazonium
(,2N-®-COOH). lIs ont pu ainsi définir que pour 12 cychenzéniques greffés, 1 cycle était
lié a la surface par des ponts azo (-C-N=N-C-)guaereprésente environ 8¢40]. Ainsi, il
semble que cette réaction est secondaire mais weusns que celle-ci peut devenir

prépondérante dans d’autres situations.
Enfin, cette composante a 399,6 eV ne peut pasepmode I'azote de I'électrolyte

support {NBu,) puisque la composante spectrale spécifique &-cekst située a plus haute
énergie, vers 402,6 eV (Annexe C).

A.4.c. Caractérisations structurales (MEB, AFM)

Apres avoir vérifié de maniére élémentaire la présale nitrophényles a la surface du
diamant, nous avons voulu vérifier la localisatthngreffage effectué lors de cette premiere

étape, mais aussi la structure du dépot.

Dans un premier temps, nous avons caractérisé ceiedepar microscopie
électronique a balayage (MEB). Nous nous sommeasyaiispsur les travaux de Wang et al.
qui ont observé au MEB, la présence d’'un film grefé maniére locale par photochirfiié].

Ces observations ont été realisées malgré I'épaissmomeétrique des dépobts généralement
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établis selon la méthode de photochimie (monocquéheeffet, ils ont pu observer avec une
faible tension d’accélération des électrons indisl€¢d kV), une Iégere différence de contraste

entre les zones fonctionnalisées, plus sombréss eones non fonctionnalisées.

Cette diminution des électrons secondaires émidepaunbstrat de diamant au travers
la couche peut étre expliquée par le fait que awont ralentis par la couche désorganisée.
Ainsi, le détecteur récolte moins d’électrons etabimage est plus sombre.

Nous avons observé les mémes phénomenes confiramasit la localisation des
dépodts. Afin d’éviter de I'endommager, nous avomavdillé avec une faible tension
d’accélération (2 kV). La figure suivante (imageréélectrons secondaires) montre
effectivement un plot plus sombre de 500um de di@mnén trés bonne correspondance avec
le diametre d’ouverture du céne (figure IV-A-11)od avons donc mis en évidence que nous
avons bien effectuée le greffage des entités rignples sur la surface mais aussi, que le

dépot est bien localisé.

Figure IV-A-11: Image MEB en électrons secondaires d’un plohii®phényles greffés sur
diamant NCD.

De plus, nous remarquons un fort contraste qui peet expliqué par une épaisseur
importante de groupements nitrophényles a la serfden effet, lors du greffage
électrochimique de sels de diazonium, les radiedtaquent tout d’abord la surface puis ils se
greffent les uns aux autres formant ainsi un filodtroouche (figure 1IV-A-12]8] .
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NO,

Figure 1V-A-12: Formation d'un film multicouche sur les électesdpar réduction des sels
de diazonium.

En focalisant successivement I'image au MEB sur zo®e non greffée et sur une
zone greffée d’'un échantillon nanocristallin, npasivons observer des différences au niveau
des facettes des grains (figure IV-A-13). Les feesetarrées (100) et triangulaires (111) sont
lisses pour la zone non greffée (figure IV-A-13@ysiqu’elles présentent une structuration de
surface avec des boursouflures de 30 a 100 nmldarones greffées (figure 1V-A-13b). Il
semble ainsi que le greffage de primaires d’arrienatjlisant les sels de diazonium est

indifférent selon les orientations cristallines.

b) Zone greffée

Figure 1V-A-13: Images MEB en électrons secondaires a) d’'une ztandiamant nue et b)
d'une zone greffée de diamant par des nitrophényNemis pouvons distinguer sur
'image b) la présence de boursouflures sur lestatiites.

141



Fonctionnalisation de la Surface du Diamant

Chapitre IV via I'utilisation des Sels de Diazonium

Nous avons voulu confirmer ces observations obtermueMEB, par microscopie a
force atomique (AFM) en mode « tapping ». La figlWeA-14 présente les images AFM de
zones non greffée (figure 1V-A-14b) et greffée (fig I\V-A-14c).

Figure 1V-A-14: a) Image MEB d’un plot de nitrophényles avec oeages AFM en mode
« tapping » b) d’une zone non greffée et c) d'wregreffée.

Nous pouvons distinguer sur les zones non greffées,les facettes des grains de
diamant demeurent lisses alors que les zones gsefféésentent des boursoufflures, comme
les observations préalablement faites au MEB.

Ces boursoufflures ont des diamétres de 30 a 106tmtas hauteurs de 1 a 3 fig].

Or, comme les groupements nitrophényles ont urlke t@ienviron 8 A[13], ces résultats

confirment donc la formation d’un film épais.

Ainsi, nous venons de démontrer que nous avongifomalisé la surface du diamant
polycristallin avec des groupements nitrophénylesrmaniére locale par electrospotting. Ces
dépdts ont été caractérisés par diverses méthamdsneant la présence de ces primaires
d’arrimage sur la surface, non sous forme d’'une anouche, mais sous la forme d’'un film

épais.
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A.5. Réductions chimique et électrochimique des nitéopgtes
— arrimage de la biotine

La deuxiéme étape du procédé consiste a réduiréotetions nitro présentes a la
surface en fonctions amino. Six électrons et sbtgms (H) sont échangés pendant cette
réduction, et il faut passer par deux intermédsa{retroso NO, hydroxylamine NHOH) pour

former un groupement amine (figure IV-A-15).

NHOH NH;
2e + 21" 2e' + 21" 2¢ +2H"
«-‘——- - ——

Figure IV-A-15: Réduction des groupements nitrophényles imnsdsilien groupements
aminophényles mettant en jeu six électrons et axops, avec deux intermédiaires
réactionnels (nitroso NO, hydroxylamine NHOH).

Deux voies ont été explorées pour étudier et coempaur efficacité : la réduction

électrochimique et la réduction chimique.

Lors d’'un stage réalisé au laboratoire du CREAB Ipac Meunier, cette étude de
comparaison de ces deux méthodes de réduction effestuée sur la surface d’'un autre
matériau carboné, le carbone vitreux (GC, Glassgpp@g. L'efficacité de ces voies a été

mesurée a l'aide de caractérisations électrochiesiqu

Sur diamant, cette étude d’efficacité a aussi é&taén au travers d’'une caractérisation

par spectroscopie XPS a diverses étapes du pretegpkrimental du greffage de la biotine.

A.5.a. Le carbone vitreux

Apres trois cycles de greffage de nitrophénylesdieu acétonitrile sur la surface de
deux échantillons de carbone vitreux, le premiém fia été réduit et caractérisé par
électrochimie alors que le second a été réduit yiae chimique puis caractérisé par

électrochimie.
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A.5.a.i  La réduction électrochimique

La réduction électrochimique s’effectue en milieagueux alcoolique. La figure V-

A-16 montre le voltampérogramme du premier et dwise cycle de la réduction.
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Figure 1V-A-16: Voltampérogramme indiquant la réduction des grments nitrophényles
immobilisés sur GC. 0,1M KCI dans une solution d/éthanol (90/10, vol.),sRctrodes=
2mmz, 100mV’s

Lors du premier cycle, un large pic de réductios fiections nitro est observé a -1,6
V vs Ag/AgCl, puis lors des cycles suivants, ce pigdrigait mais un couple redox réversible
apparait. La faible distance inter-pic de ce coflg,<60mV) indique que les espéces sont
immobilisées sur la surface. Ce dernier correspnndouple (nitroso/hydroxylamine), (GC-
®-NO / GC®P-NHOH) (réaction 1).

GC-®-NO +2¢ +2H S GC-®-NHOH réaction 1
La présence de ce couple redox indique que la ti@duélectrochimique n’est pas
totale et donc, le large pic de réduction corredpanla réduction des fonctions nitro en

fonctions amino (réaction 2), mais aussi en fomstibydroxylamino (réaction 3).

GC®-NO, +6€ +6 H
GC®-NO, +4€ +4 H

GC®D-NH, + 2 HO réaction 2
GC-D-NHOH + H,0 réaction 3

T
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Ainsi, le film présente des fonctions de surfaceing®s avec des fonctions

hydroxylamines. Le film peut donc étre fonctionsélpar la biotine.

En revanche, il a été démontré par I'équipe de wdique dans le cas de films épais,
des fonctions nitro trop éloignées de la surfacmalgent électro-inactives et non détectées
par voltampérométrie (figure IV-A-171L4]. En effet, le transfert électronique a travers le

film est ralenti par les premiéres couches de aglui

Fonctions nitro
inaccessibles
pour la réduction,
non réduites

Fonctions nitro
accessibles
pour la réduction,
réduites en fonctions
amino ou

HOHN E E NH; HyN E 3 NHOH
NHOH NH, .
O O O O hydroxylamino

Figure IV-A-17: Schéma indiquant la réduction des fonctionsongar électrochimie lorsque
celles-ci sont proches de la surface, alors quefdegtions nitro trop éloignées sont
inaccessibles a la réduction électrochimique.

Ainsi, dans le cas d'une réduction électrochimigiun film épais de nitrophényles,
les fonctions nitro proches de la surface sontitéglen fonctions amino ou hydroxylamino,
alors que celles plus éloignées et méme a I'extéda film ne sont pas réduites.

Le film n’est donc plus fonctionnalisable par latme puisque les fonctions amino ne sont

plus accessibles.
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Dans notre cas, nous savons que les films que genérons sont épais (figure 1V-1-
14c), mais nous ne savons pas si les couches egtelun film sont réduites. Les seules
méthodes qui permettent de confirmer cela sont$X®la fluorescence.

A.5.a.ii  La réduction chimique

Dans les cas étudiés ici, notre objectif consistaihmobiliser la biotine sur la surface
des électrodes, donc a ce stade du procédé noimnslebtenir a la surface du film des

fonctions amino.

Réduction
chimique

Film de
nitrophényles

Limite du transfert de
charge par électrochimie

électrochimique

Figure IV-A-18: Schéma indiquant l'origine des électrons danscés d’une réduction
chimique (électrons provenant de la solution) etnd réduction électrochimique
(électrons provenant de I'électrode).

e mmmmm—————————— A —————

La réduction des fonctions nitro situées a I'exéride la couche s’est effectuée par
voie chimique (figure 1V-A-18). Pour cela, ces ftinos ont été réduites par une solution
d’hydrazine catalysée par du palladifibd]. Cette voie chimique permet non seulement de
réduire les fonctions nitro en surface mais ausie€ qui sont situées a l'intérieur du film par

diffusion.

Apres réduction chimique, nous avons caractériséjegtrochimie le film dans les
mémes conditions que pour la réduction électrodumnid’un film de nitrophényles. La

figure IV-A-19 présente les voltampérogrammes delrilm.
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Figure IV-A-19: Voltampérogramme apres réduction chimique desougements
nitrophényles immobilisés sur carbone vitreux. 0,1KClI dans une solution
d’eau/éthanol (90/10, vol.) ¢Sttroges= 2Mm2, 100mVy

Nous ne remarquons pas la présence du pic a -¥6Ag/AgCl, caractéristique de la
réduction des fonctions nitro, mais la présencen daible couple réversible. Ainsi, les
fonctions nitro ont été réduites efficacement ercfmns amino, contrairement a la réduction
électrochimique. Mais aussi, dans le cas d’'un &jpais, méme les fonctions nitro proche de
la surface ont été totalement réduites en fonctaanmo, donc celles de surface ont aussi été

réduites.

Par cette étude sur carbone vitreux, nous pouvonsiure que la réduction chimique
est plus efficace que la réduction électrochimiguetout lorsque les films sont épais.
Nous allons maintenant vérifier ces résultats samelnt mais avec la caractérisation

XPS, plus sensible.

A.5.b. Le diamant

Nous avons comparé [lefficacité de la réductionniue avec la réduction
électrochimique par spectroscopie XPS. La signataractéristique XPS de l'efficacité de
ces réductions des fonctions nitro provient desanix de coeur 1s de I'azote (N1s).

Cette mesure a été effectuée apres la réductios, ldacas de la réduction électrochimique,

tandis qu’elle fut mesurée apres I'arrimage dedére dans le cas de la réduction chimique.
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A.5.b.i  La réduction électrochimique

La réduction électrochimique des fonctions nitro diamant, apres trois cycles de
greffage avec des sels de diazonium, présente ieeméltampérogramme présenté en figure
IV-A-16. Ainsi, le film proche de la surface de dliant a été réduit en fonctions amino et
hydroxylamino. Cependant, si le film est épais, ftgections nitro ne sont pas réduites et
doivent étre observables par spectroscopie XPS.

La figure IV-A-20 montre le spectre XPS de la zdiies aprés réduction électrochimique.
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T v T v T v T v T v T v T

1 Nis 053

399.3
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Energie de liaison (eV)
Figure IV-A-20: Spectre XPS dans la zone N1s aprés réductiootrétdhimique des
groupements nitrophényles immobilisés sur diamant.

Nous remarquons que ce spectre présente les mémessantes que celles indiquées
sur la figure IV-A-8b. La composante spectrale &,8@&V montre la présence des fonctions
nitro qui n'ont pas été oxydées. Nous pouvons notant distinguer une faible diminution de
ce pic et une augmentation de la composante a 398,%es rapports d'intensité entre ce
dernier et le premier passe de 2 (avant la réductid 1,75 (apres la réduction
électrochimique). Ainsi, nous pouvons conclure, atip de ces spectres, que quelques
fonctions nitro ont été réduites, mais le film ®sp épais pour réduire la totalité des fonctions

nitro par électrochimie. La réduction électrochimeq’est pas suffisamment efficace.
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A.5.b.ii  Réduction chimique puis greffage de la biotine

Nous avons réduit chimiquement les fonctions nérofonctions amino, puis nous
avons suivi le protocole en suivant les étapes 3 ¢ligure 1V-A-3). Nous avons alors

caractérisé par XPS ce film dans la zone speditate(figure IV-A-21).
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Figure IV-A-21: Spectre XPS dans la zone N1s apres réductianighe et immobilisation
de la biotine sur la surface du diamant (figureAv3).

Nous ne distinguons qu’'une seule composante specsituée a 399,5 eV. La
composante XPS a plus haute énergie (405 eV) demo¢at disparu, traduisant ainsi
I'absence des fonctions nitro. La composante a538¥, est caractéristique des fonctions
amino mais aussi des fonctions amides (CONH) ptésatans la biotinfl6]. La réduction
chimique est tres efficace et permet le greffagiadiotine aprés les deux étapes 3 et 4.

En revanche, si le film est trop épais pour uned&tXPS (c'est-a-dire une épaisseur
supérieure au libre parcours moyen des photoélectdans le film, >4nm), caractérisons-

nous seulement la partie supérieure du film sarcaeactériser la totalité avec son interface ?

En étudiant la zone C1s, nous avons pu observecam@osante importante liée au
carbone spdu diamanf12]. Cela traduit alors que les électrons peuvenetsar I'ensemble
du film. Ainsi, le spectre obtenu dans la zone HNitgire 1V-A-21) caractérise donc la totalité
du film.

Nous pouvons donc conclure que la réduction chimipermet de réduire toutes les

fonctions nitro en fonctions amino sur I'ensemblefitm méme si ce dernier est épais.
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Pour maintenant vérifier que la biotine est greféée la surface de diamant, nous

avons utilisé la caractérisation par microscopiéw@escence.

A.6. Caractérisation par microscopie de fluorescence

Pour confirmer la présence de la biotine sur ldaser du diamant, nous avons
caractérisé I'ensemble des échantillons par miomiscde fluorescence. Nous avons alors
mis en contact toute la surface des échantillorsc ame solution de streptavidine-R-
phycoérythrine (SAPE). La streptavidine possédefarte affinité avec la biotine permettant
ainsi la reconnaissance biologique, et la phycbéng constitue le fluorophore. Ce
fluorophore est préféré aux autres généralemetisédi (fluoresceine, cyanine) puisque
I'enveloppe protéique de la phycoérythrine protigeentre actif fluorescent des phénomeénes
de « quenching » (extinction) provoqués par le sabsonducteur. Ce phénomene a déja été

observé sur or, par exemple.

La figure IV-A-22 présente les images MEB et defescence du méme plot élaboré

selon la partie IV.A.d..

Figure IV-A-22: Images MEB et de fluorescence du méme plot afmegreffage des
groupements nitrophényles (MEB, figure 1V-A-3 étapet aprés fonctionnalisation par
la biotine (figure 1V-A-3) révélée par microscopie fluorescence (fluo).

L'image de fluorescence (figure 1V-A-22fluo) comfie la présence de la biotine
immobilisée de maniéere locale sur la surface. Aitmsites les étapes permettant le greffage de
la biotine aprés la réduction chimique ont étéaties. En revanche, aucune fluorescence n'a
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été observée dans le cas de la réduction éleatnapiie confirmant donc les résultats

préalablement obtenus par caractérisations XPRat@himiques (partie IV.A.e.).

Il est a noter que I'extérieur de I'échantillon stitue un blanc qui a subit toutes les
étapes d'immobilisation excepté la premiere. Nota&mimen observant ces deux images, le
contour de ce plot caractérisé par deux technidifsrentes (MEB et fluorescence), a deux
étapes distinctes {f et £ étape) est rigoureusement identique. Ainsi, cesltats permettent
de confirmer que I'étape de réduction des sels ideodium par electrospotting constitue

I'étape-clef du greffage et de la localisation dengires d’arrimage sur la surface du diamant.

Nous avons tracé a partir de I'image obtenue parascopie de fluorescence de la
figure IV-A-22fluo, une image en trois dimensionsea pour axe z, lintensité de

fluorescence (figure IV-A-23).

Figure 1V-A-23: Image de fluorescence en trois dimensions déglare 1V-A-22fluo avec
pour axe z, l'intensité de fluorescence.

Nous distinguons que la fluorescence reste homogmel’ensemble du plot,
indiquant alors une bonne répartition macroscopagi&a biotine sur la surface. En revanche,
la microscopie de fluorescence ne permet pas datifan cette répartition puisqu’elle

constitue une caractérisation semi-quantitative.

Nous avons alors suivi un plan de travail par caaipan des intensités de
fluorescence en fonction de quelques parameétresmifde la premiere étape de greffage : la
concentration en sels de diazonium (0,5, 1 et 2 ®iM@¢ nombre de cycles de greffage (1, 3

et 5 cycles).
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L’histogramme de la figure IV-A-24 présente l'ingiie de fluorescence relative en
fonction de ces deux paramétres. L'intensité deréiscence relative est la différence entre

I'intensité a I'intérieur du plot et celle a I'extéur (le blanc).
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Figure IV-A-24: Histogramme des intensités relatives de flueease en fonction des
parametres du greffage électrochimique des group&m@trophényles (figure 1IV-A-3
étape 1) sur la surface du diamant (nombre de eyeleconcentration des sels de
diazonium).

rn s 7

Le point central de I'étude (1mM, 3 cycles) a &pété deux fois dans le cadre d’'une
étude de répétabilité. Les résultats de fluoresceftenus pour ce point sont équivalents et

permettent alors de conclure sur la bonne répétallis expériences.

Comme l'indique ce graphique, en augmentant la @atnation des sels de diazonium
et le nombre de cycles, l'intensité relative deofescence augmente. Ceci indique que le

greffage de la biotine est directement lié a ldtité du procédé électrochimique.

L'intensité relative de fluorescence augmente daiéema caractéristique lorsque la
concentration de sels de diazonium passe de 0,Bkl.1IMais elle semble se stabiliser pour

des concentrations plus importantes (2 mM), pouméene nombre de cycles (3 cycles). Cet
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accroissement du nombre de biotine en surface gieaitdi a une limitation du transfert de
matiere des sels de diazonium dans le cas de daiblecentrations (0,5 mM). En revanche,
pour des fortes concentrations de sels de diazo(@umM), cette stabilisation de quantité de
biotine de surface proviendrait d'une limitation ttansfert de charge au travers du film

électro-génére lors de la fabrication de celui-ci.

Lorsque le nombre de cycles augmente, nous obseruor augmentation de la
quantité de biotine de surface. Ce comportememérdifsignificativement de celui observée
lors de I'évolution de la concentration des selsdiEzonium. Méme si le greffage des
primaires d’arrimage avec les sels de diazoniurffeg€gie majoritairement lors du premier
cycle (figure 1IV-A-6), les cycles suivants permattele greffer de nouvelles entités sur ce
film. Or nous avons vu que ce film présentait desrbouflures en surface (figure 1V-A-14c),
ainsi, celles-ci augmentent la surface spécifiquengtériau. Il est important de noter que la
taille caractéristique de ces boursouflures edtoddre de 30 a 100 nm. Elle est supérieure a
la taille de la SAPE estimée a 15x15 nm2. Don@wgmentant le nombre de cycle, la surface
spécifigue augmente par la présence de boursosifiineermet un greffage plus important de

la biotine en surface d’ou une fluorescence plysoitante.

Nous avons vu qu'’il est possible de moduler la tjteade biotine en surface grace a la
premiere étape électrochimique. Ainsi, cela poyreamettre d’augmenter la quantité de
protéines telle qu'une peroxydase et donc augmdateignal lors de la réalisation d’'un

biocapteur.

Cependant, pour réaliser un biocapteur en diamanprdmiere génération pour la
détection de produits organiques, le produit deatfagion de la réaction enzymatique diffuse
jusqu’a la surface pour échanger des électrongréfity-A-25). Mais le film de nitrophényles
peut géner ou atténuer la détection de ce progudédradation, du fait de la limitation du
transfert de matiere (figure IV-A-25a) ou de chaffigure 1V-A-25b) au travers de ce film.
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Figure IV-A-25: Principe d'un biocapteur de premiere génératigiigure 1-28) avec
immobilisation de la HRP sur la surface du diamhamtténuation du signal de
détection du produit de dégradation de la réactiemzymatique du fait a) de la
limitation du transfert de matiere de ce produittaavers du film ou b) de la limitation
du transfert de charge au travers de ce méme film.

Ainsi, le film généré lors de I'électrogreffage tdgéner la détection d’'un signal
électrigue, mais surtout ce film masque la surfheceliamant. Les propriétés de surface trés
intéressantes du diamant telles que la biocompigdibiinertie chimique et les propriétés
électrochimiques sont masquées.

Il faut donc diminuer I'épaisseur de ce film éleetrenéré pour obtenir une monocouche voire

seulement des zones fonctionnalisées entouréamds de diamant nu.

Pour résumer ces travaux, nous avons reussi aegrsfir la surface du diamant
polycristallin une molécule biologique, la biotiren) quatre étapes et de maniere locale grace
a l'electrospotting. Finalement, nous sommes adjbur les seuls a avoir immobilisé de
maniere locale par électrochimie, une moléculedgigjue sur la surface du diamant sans
prétraitement de la surface.

La premiere étape de greffage constitue I'étapedileprocédé puisqu’elle permet
d'immobiliser des primaires d’'arrimage de maniéveale sur la surface. Cependant, nous
avons vu que celle-ci ne méne pas au greffage dhormeocouche moléculaire mais a un film
épais pouvant géner la détection électrochimique die la réalisation d’'un biocapteur. De
plus, ce film masque les propriétés tres intérdsesade surface du diamant. Il faut alors

diminuer I'épaisseur de ce film.
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B. Le greffage d’un complexe de ruthénium

B.1. Position du probleme

Nous venons de démontrer que, lors de l'utilisatitensels de diazonium pour le
greffage d’'un primaire sur la surface de diamami multicouche de nitrophényles était
formée. Ce film masque alors les propriétés deasartrés intéressantes du diamant mais
aussi il peut géner ou atténuer la détection dudwtode dégradation d'une protéine
immobilisée.

Nous devons donc chercher a maitriser le dépotette couche afin d’en diminuer
I'épaisseur et tendre vers la monocouche.

Méme si de nombreux travaux existent sur les seldiazonium, seuls Lud et al. ont
obtenu une monocouche compacte, d’'une manieredegtible sur diamarf®] . lls utilisent
les propriétés reductrices du diamant hydrogéngaet électrochimie, une monocouche auto-
organisée se dépose a la surface (SAM). Ceperltlacdnvénient principal de cette méthode
réside dans le fait que le temps de réaction estviton 73 heures. Il est alors difficile de

localiser le dép6t par cette méthode.

Notre objectif consistait alors a greffer de mamiérapide, par réduction
électrochimique de sels de diazonium, une coucHaidie épaisseur voire une monocouche.
Il était alors important de maitriser ce déepot iahimique.

Cette étude nécessitait un marqueur afin de caisetéle dépdt par différentes
méthodes : une caractérisation électrochimique m¢ wgaractérisation élémentaire, la
spectroscopie XPS. Le marqueur utilisé dans cétigeéest I'ion ruthénium (Ri) complexé
par trois bipyridines dont I'une est fonctionnaéiggar un sel de diazonium (figure IV-B-1).

Ce complexe est synthétisé au laboratoire du CEAeaoble par le procédé décrit par

Jousselme et al. en plusieurs étapes de chimiaiorgg17].

155



Fonctionnalisation de la Surface du Diamant

Chapitre IV via l'utilisation des Sels de Diazonium

Figure IV-B-1: Formule topologique du sel de p-(tris(bipyridjriet?)benzéne diazonium.

Nous remarquons que ce complexe peut fournir upense électrochimique par le
biais des différents couples redox que possédemplexe (RA/RU, RERU", RU/RW).
Notamment, comme le ruthénium est un atome lourth4X et qu’il posséde une section
efficace importante (7,39 pour Rugdavec AlK, [18]), il est alors possible de le détecter par

spectroscopie XPS a condition qu’il soit présenindmiére suffisante.

Cependant, nous pouvons noter que ce complexe eglritmirement composé
d’atomes de carbone (figure IV-B-1). Comme le diatmest un matériau carboné, I'étude
XPS directe du complexe de ruthénium sur diamantliéfgcile. En effet, la zone spectrale
Cls des électrons de cceur du diamant est situés angrgies entre 283 eV et 288 eV avec
différentes composantes provenant du diamant mastsifles groupements oxydés ou
hydrogénés de surface tels u]:

- les carbones hybridés®sgu diamant, les CH, vers 283,9 eV

- lesCH (x=2o0u3)a+0,5¢eV,

- les hydroxyles (C-OH) a +1,2 eV,

- les ponts éther (C-O-C) a +1,9 eV,

- les carbonyles (C=0) a +3,2 eV et

- les carboxyles (COOH) a +4 eV.

Or, les niveaux de cceur des carbones des molégrdéfées possedent des énergies
similaires a celles des fonctions oxydées. Ainbkiy ia superposition des composantes

spectrales.
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Afin de séparer les composantes liées a la molarileelles du diamant, nous avons
tout d’abord greffé le complexe de ruthénium surnu@tériau métalligue non carboné, en
'occurrence l'or. En effet, les sels de diazoniymauvent se greffer sur tout matériau
métallique[20]. Puis, grace a I'étude XPS du complexe immob8iséor, nous avons utilisé
ces résultats et les avons transposeés sur diathast.important de noter que sans cette étude
sur un autre matériau que le diamant, une étudefiXieQiu complexe greffé n’aurait pu étre
possible.

Notamment, il a été démontré dans la littératuee lgisurface du diamant hydrogénée,
sortie de bati de croissance, était trés réactivaia [19]. Celle-ci s’'oxyde de maniére
continue jusqu’a un équilibre aprés une semainesiApour simplifier cette étude XPS, les
échantillons hydrogénés ont été stockés et corsexwds argon pour éviter cette oxydation
naturelle. Les échantillons ont été seulement quaures de contact avec I'air ambiant.

De plus, pour éviter de dépendre de la qualité,ntheau de dopage et de I'état
d'oxydation des échantillons de diamant, nous avomgeffé et caractérisé
électrochimiquement les dépbts par electrospogtimgin méme échantillon. Pour caractériser
les plots par spectroscopie XPS, leur diameétré é&al300um (500um dans la partie IV.A.).
L’échantillon utilisé pour cette étude était un &atillon microcristallin lourdement dopé au
bore (B-uCD), de type D (200nm rms, voir tableau)lpour éviter les fuites de solution lors

de I'electrospotting.

Dans un premier temps, notre objectif consistagiréffer de maniére suffisante le
complexe de ruthénium sur or et sur diamant afob@nir un signal électrochimique et XPS
du ruthénium.

Puis, afin de contréler le dépbt électrochimiqueus avons utilisé une méthode
pulsée, la chronopotentiométrie (CP) qui consistegpser un courant et a suivre le potentiel
en fonction du temps. Par cette méthode, il estiplesde maitriser la charge utilisée lors du
dépobt par deux parametres :

- lintensité imposée, elle influe sur la cinétique@epot,

- le temps de dépdt, il permet de contrbler I'épaissies films via la charge.

Enfin, avec les résultats obtenus lors des caisatiéms électrochimique et de
spectroscopie XPS du complexe immobilisé sur lfasardu diamant, nous avons cherché a
corréler les résultats de la caractérisation éléamen avec ceux de la caractérisation

électrochimique.
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B.2. Greffage et caractérisation électrochimiques s@t o
diamant

Dans un premier temps, afin que le ruthénium puidee observé par spectroscopie
XPS sur or et sur diamant, nous voulions greffezdmplexe avec des quantités suffisantes.
Nous l'avons donc greffé par voltampérométrie auodi en effectuant plusieurs cycles a
100mV.¢', en l'occurrence 5 cycles dans cette étude avec ammcentration en sels de

diazonium de 1mM.
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Figure 1V-B-2: Voltampérogrammes indiquant la réduction des skl diazonium (1mM) sur
des électrodes a) d’or et b) de diamant microctista0,1M NBuBF; dans ACN,
Sslectrodes= 1,3 mMm?2, 100mVs

Les voltampérogrammes enregistrés lors du greffageor (figure 1V-B-2a) et sur
diamant (figure IV-B-2b) présentent lors du prem@cle un large pic irréversible de
réduction situé vers -0,3 et -0,58 W& Ag/AgClI. Jousselme et al. obtiennent sur carbone
vitreux, avec la méme molécule, le méme pic deatolu situé vers -1,1 Wg Ag'/Ag), ce
qui représente -0,64 Vvg Ag/AgCl) [17]. Soit un potentiel équivalent sur matériaux
carbonés. Puis, une disparition de ce pic est vésdors des cycles suivants. L'allure de ces
voltampérogrammes ressemble finalement a ceux obtens du greffage des nitrophényles
sur la surface du diamant (figure IV-A-6). Ce p#t donc associé a la réduction des fonctions

diazonium générant un radical sur le cycle quiitédgrs avec la surface (figure IV-B-3).
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Figure IV-B-3: Principe de formation d’'un film multicouche dengplexe de ruthénium sur
surface, par réduction électrochimique de selsideahium.

En revanche, le potentiel de réduction de ce seélia®nium sur diamant est inférieur
de 600 mV par rapport a celui lors de I'utilisatidm sel dgp-nitrobenzéne diazonium,(N-®-
NO,) (figure IV-A-6). Cette différence de potentielytedtre expliquée par I'influence du

groupement situé en position para de la fonctiezahium.

Comme pour les sels genitrobenzéne diazonium, au fur et a mesure degsyosous
observons un abaissement significatif de ces pits.tel comportement électrochimique
indique la formation d’'une multicouche organiqul@ &urface des électrodes (figure 1V-B-3).
La réduction des espéeces n’est plus possible duldaia limitation du transfert électronique
au travers du film généré a la surface. La fornrmattune multicouche ne peut étre générée
que si de nouvelles entités peuvent se greffedsawtres déja immobilisées. Dans ce cas, a
cause de la géne stérique engendrée par les hipgjctes nouveaux complexes ne peuvent
se greffer que sur les carbones des bipyridinesmetsur les cycles benzéniques (figure 1V-B-
3).
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Il est important de noter que, comme pour les delg-nitrophényl diazonium, un
second schéma réactionnel ne libérant pas de digmit s’effectuer (figure IV-A-10) : les
molécules se greffent via des ponts azo (figureB#). L'origine de ce phénoméne est

difficile a expliquer, mais il peut étre observé ppectroscopie XPS.

Figure IV-B-4: Complexes de ruthénium liés par des ponts agoré 1V-A-10).

Apres la synthése de ces films sur les surfacaset’de diamant, les échantillons ont
été nettoyés et rincés abondamment a I'acétoniRilés, les plots élaborés ont été caractérisés
par voltampérométrie cyclique avec une solutioncoatenant pas de ruthénium afin de

vérifier 'immobilisation du complexe sur les eleades.

Lors d’'une expérience préliminaire sur la répongcteochimique du ruthénium

greffé, nous désirions obtenir la réponse de tesisbuples redox (figure IV-B-5).

160



Fonctionnalisation de la Surface du Diamant

via I'utilisation des Sels de Diazonium Chapitre IV

6.0x10° 1
4.Ox10’5-
2.Ox106-
‘2‘ 0.0

-2.0x10°A

-4.0x10°
-6.0x10°

-8.0x10°1 R «— Ru' + &

‘1.OX1075 T T T T T T T T T T T T T T T T T
20 -15 -10 -05 00 05 10 15 20

E/V vs Ag/AgCl

Figure 1V-B-5: Voltampérogrammes de la réponse du complexaitth@mium immobilisé sur
la surface du diamant : disparition de la réponse abuple R /RU** dés le second
cycle aprés passage dans les bas potentiels. 0,BMBY, dans ACN, &ctrodes= 1,3
mm2, 100mV:§

Lors du premier cycle, le couple BIRU/* répond de maniére réversible vers 0,9sV
Ag/AgCIl avec unAE,=40mV. Puis, vers les bas potentiels cathodiquesis npouvons
distinguer un pic situé vers -1,65W Ag/AgCl avec un épaulement vers -1,5%%Ag/AgCI.
Ces positions correspondent a la réduction dessaatuples redox du ruthénily].

Lors des deuxiéme et troisiéme cycles, le coupf&/Ru** a totalement disparu tandis
que les pics a bas potentiels diminuent d’intensité

Nous en avons conclu que lorsque nous travaillodesapotentiels trop bas, il était
possible que le complexe se démétallise.

Dans la suite de cette étude, nous nous sommessaolement focalisés sur le couple

redox RG/RU?* pour étudier de maniére quantitative le greffagesendommager le film.

La figure IV-B-6 présente le voltampérogramme dumptexe de ruthénium
immobilisé sur la surface du diamant. La réponsetéchimique de ce méme complexe
immobilisé sur or est similaire. Nous pouvons digtier le couple redox RURW/* quasi-
réversible vers 0,9Vs Ag/AgCl. Cependant, nous distinguons un comportgrrés capacitif
des électrodes et, la distance inter pic est dmV0Cette distance inter pic est en désaccord
avec la théorie pour des systemes « outer-spheoatle AE, doit tendre vers OV. Une telle
différence est liée aux transferts électroniqusmrigue au travers du film épais généré a la

surface.
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En revanche, le comportement capacitif est sansedid® a une diminution de la
réactivité de la surface du diamant. Celle-ci &tuaiée ultérieurement.

1.0x10°
8.0x10° -
6.0x10° -
4.0x10° -
2.0x10° -
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1A
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T T T T T
0.4 0.6 0.8 1.0 12 1.4
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Figure IV-B-6: Voltampérogramme de la réponse du complexe denmiutmeimmobilisé sur
la surface du diamant, dans la gamme de potentielscouple Rt/RU/*. 0,1M
NBwWBF, dans ACN, &ctrodes= 1,3 mm2, 100mV’s

L’électrochimie étant une caractérisation quantiegt nous avons pu mesurer le
nombre d’atomes de ruthénium électro-actifs darfigntepar intégration des pics d’oxydation
ou de réduction du couple BIRU?*. Les résultats sont équivalents dans les deuxetda,
concentration de complexe immobilisé sur la suristede 5,5 nmol.ct Or, en considérant
le complexe comme une sphére de 5 A de rayon, teertration maximale pour une
monocouche compacte est de 0,8 nmof.chinsi, le résultat obtenu correspond bien a une
structure multicouche. Ceci est en totale cohéremee la structure préalablement démontrée

avec les nitrophényles.

Apres cette caractérisation électrochimique protuleagreffage des complexes sur les
électrodes, nous avons caractérisé par XPS ces srféme pour une étude plus fine.
Cependant, afin d’identifier toutes les composasfetrales liées au film généré a la

surface, I'étude de caractérisation XPS a d’abt¥geértée sur les films greffés sur or.
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B.3. Etude XPS du complexe immobilisé sur or

La caractérisation XPS du film généré a la surfaee I'or est basée sur la
déconvolution des pics associés a l'azote, au muih@ et au carbone. L'étude de ces
éléments nous permet d’extraire des informatiomdesgreffage (azote/carbone), la présence
de molécules greffées (ruthénium) et la structwrdildh (azote/carbone). La figure IV-B-7
présente le spectre XPS global du film greffé surNous pouvons noter la présence des
doublets Au4f (vers 90 eV) et Au4d (vers 340 e\iguant alors que le film déposé n’est
sans doute pas suffisamment épais pour masquaebstrat ou qu’il existe des zones ou l'or
n'est pas recouvert. Or, d’'aprés les observatitaBlies (AFM et MEB) lors de I'étude du
greffage des nitrophényles sur la surface, nousnavpu conclure que le film n’était pas
homogene (présence de boursouflures, figure IV-g)lmais que celui-ci était dépose sur
toute la surface (figure IV-A-13b). Ainsi, il senglohit que I'épaisseur apparente de ce film ne

soit pas suffisante pour masquer le substrat.

2500

Au complexe de Ru
2000 sur or
3 Cls + Ru3d
2 1500
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g Au Ols Fls
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Figure IV-B-7: Spectre XPS global de la surface de I'or fonutialisée par le complexe de
ruthénium.

Sur ce spectre XPS global, nous distinguons notarhdes pics associés aux niveaux
de coeur 1s du carbone (vers 285 eV), de I'azots A@0 eV), de I'oxygene (vers 530 eV) et
tres faiblement du fluor (vers 685 eV). Le fluot psésent ici par le biais des ions Bbu

PR sous forme de traces apres électrochimie. Pa&ussll ces ions peuvent aussi permettre
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de neutraliser électriquement le film puisque lemptexe est chargé par deux charges
positives (R@"). Cependant, les zones spectrales du fluor aimsicglle de I'oxygéne n’ont
pas été étudiées puisqu’elles ne donnent d’infaomati sur la structure ni sur le greffage.

En revanche, il nous importait d’étudier le marquee la molécule, le ruthénium. Les
électrons du niveau de coeur 3d de ce dernier pasisad doublet d’énergie vers 281,5 eV et
285.7 eV[21]. Comme les niveaux d’énergies de cceur du carbomesgtués vers 285 eV,
une étude fine de la zone spectrale autour du Cdis Ru3d a été réalisée. Cette étude permet
alors d’extraire des informations sur la présenaecdmplexe mais aussi de calculer les
rapports des aires sous les composantes speqimleproposer finalement une structure du

film.

Un seul pic caractéristique des azotes des bimg#dést attendu dans la zone spectrale N1s.

Dans la suite de cette étude, il est important diernque les spectres bruts sont

représentés mais les déconvolutions ont été réalsdr les spectres lissés.

Les figures IV-B-8a et IV-B-8b présentent respeatient les niveaux N1s et Cls-
Ru3d du complexe de Ru immobilisé sur or. Selofigiare 1V-B-3, nous devrions observer
au niveau du N1s un pic avec une seule compospatgrale située a 400,6 eV indiquant la
présence d’azotes des bipyridines liés a Iiorf"R21]. Néanmoins, nous pouvons observer
sur la figure 1V-B-8a un spectre déconvolué paistammposantes dont une principale située

a 400,6 eV comme attendu.

397 398 399 400 401 402 403 280 282 284 286 288 290
T T T T T

' ' a0 ' (b)

(@ 400.6

N1ls 66°

C1s-Ru3d
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Rusd,,
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Figure 1V-B-8: Spectres XPS de la surface de l'or fonctiondaipar le complexe de Ru
dans les zones a) N1s et b) C1s-Ru3d.
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Afin de ne pas attribuer I'une de ces trois comptesa aux azotes de |'électrolyte
support (NBuy, tetrabutylammonium), nous avons mis en évideocg d'une expérience
préliminaire (Annexe C), que les azotes de cet anmmmo possedent des niveaux d’énergie
plus hauts. En effet, ceux-ci sont situés vers @@2/. Or, nous pouvons distinguer sur la
figure IV-B-8a que ces niveaux d’énergie n'ont pésobservés indiquant donc que la surface

a bien été rincée.

La premiere composante située a 399,6 eV estdilgle fet est attribuée aux azotes des
bipyridines qui ne sont pas complexées avec duéenidim [16]. Or, les complexes de
trisbipyridine de ruthénium sont trés stables. dimblerait donc qu’il y ait, malgré cette
stabilité, un défaut du complexe avec un phénondengéémétallisation. Celui-ci a d’ailleurs
déja été observé lors de I'étude des couples redBYRU’, RU/RW (figure IV-B-5). Ainsi,
cette démétallisation est possible et peut étreemni® partiellement au cours de
I'électrogreffage.

La seconde composante a 400 eV est attribuée ddittglature aux azotes constituant
des ponts azo (figure IV-B-48] . Cette derniére est présente en grande quarngia-vis de
la composante principale, environ trois fois mamportante. Or, dans le cas de la formation
de ponts azo, deux atomes d’azote sont mis enlgesl @'il y a six atomes d’azotes dans le
complexe, soit un rapport 1/3. Ainsi, il semble glae majorité des complexes sont
immobilisés via des ponts azo (-C-N=N-C-).

Finalement, les composantes situées a 399,6 eb 480renseignent sur la structure
du film alors que la composante a 400 eV informe les liens entre les molécules.
Cependant, le spectre obtenu dans la zone N1s pastsuffisamment résolu afin de
permettre une quantification fine. Notamment, it ddficile de calculer les rapports des
bipyridines non complexées vis-a-vis des molécdisuthénium greffées. Ainsi, en étudiant
la zone spectrale C1s-Ru3d qui est mieux défimesraurons plus d’informations quant a la

formation et a la structure du film.

Le spectre de la zone Cls-Ru3d présente deux mosséparés centrés a 281,4 et
285,3 eV (figure IV-B-8b). Le premier est assoaion la littératurg21] aux électrons du
niveau de cceur Rugd alors que le second, plus important, correspondé&ectrons des
niveaux C1s. Ce second pic Cls contient égalententamposante du ruthénium (Ry2d

puisque les niveaux 3d du ruthénium présententaubldt (3d,, et 3d&,,). Pour déconvoluer
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ce pic avec les composantes des carbones (C1s) retteenium (Ru3gk), nous avons tout
d’abord fixé cette derniére. Selon Liu et al., ¢temtributions du doublet Ru3d sont séparées
de 4,2 eV : la composante Rygd été fixée a 285,6 ef21]. Son intensité a été également
fixée puisque le rapport des intensités des conmpes&d,, par rapport a 3g est égal a 2/3.
Les composantes Ru3d étant fixées, il est alorsilplesde déconvoluer le pic principal avec
des contributions provenant seulement du niveau &firs de connaitre le nombre de celles-
ci a ajouter pour déconvoluer correctement ce pipal, il faut en premier lieu différencier
les carbones de la molécule en fonction des ligismmxquelles ils contribuent. En effet,
I'énergie de liaison des électrons de cceur du niveandu carbone dépend de la liaison
chimique a laquelle ils participent. Ainsi, le cdexe de ruthénium peut se décomposer en
deux entités distinctes possédant des atomes Heneadont les énergies des électrons des
niveaux de cceur sont différentes (figure IV-B-9) :

- une entitéx, une bipyridine fonctionnalisée avec un cycle léenque,

- deux entité$, des bipyridines.

Figure 1V-B-9: Décomposition du complexe de Ru en deux erdités et b) 5, avec une
différenciation des atomes de carbone en trois gesa, b etc.

Finalement, chaque complexe contient 36 atomesd®miue qui peuvent étre séparés
en 3 groupes, b etc a des énergies differentd$] :
- le groupe des carbones(possédant une énergie de 284,7 eV) est consli#géb
carbones du cycle benzénique de I'entif@ote G;
- le groupe des carbondés(possédant une énergie de 285,4 eV) est constésél8
carbones situés en opposition des atomes d’'azotelés bipyridines, notés,C
- et le groupe des carbonegpossédant une énergie de 286,0 eV) est constitsid 2

carbones liés aux atomes d’azote dans les bipgsdimotés €
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Selon cette description théorique de la molécuwdepit n'a pu étre déconvolué de
maniere parfaite sur la base de ces trois compasamincipales. Or, le spectre N1s (figure
IV-B-8a) a clairement mis en évidence l'existeneendmbreux ponts azo (-C-N=N-C-) qui
peuvent influencer les niveaux de coeur des carbeoisgs. Nous avons alors défini une
autre décomposition du complexe avec une nouvatieéelérivée der, notéea’ (figure IV-
B-10) permettant de constituer un nouveau groupEadsones :

- le groupe des carbonels(possédant une énergie de 286,9 eV selon Mouandh e

[22]) est constitué des 2 carbones encadrant le ponhai2 G.

Figure 1V-B-10: Entité ', dérivée dea (figure 1V-B-9a), avec la présence de pont aze (-C
N=N-C-). Apparition d'un nouveau groupe de carbones

Afin de déconvoluer correctement le spectre obtemus avons donc ajouté deux
composantes dont l'une est liée aux carbones dupgrd (figure IV-B-8b). Ces cing
composantes sont situées aux energies de 2845/3 28386,1 ; 286,8 et 288,2 eV. Les quatre
premiéres et principales correspondent exactemext raveaux d'énergie de cceur des
carbones des groupash, c etd, respectivement, alors que la derniere composamtstitue
un pic satellite. Elle a été finalement attribud&adsorption d’hydrogénocarbonates (HEO

a la surface de I'or, déposés lors du nettoyad&ldetrode[10] .

Le tableau IV-B-1 présente les positions, les agedes pourcentages relatifs de
chaque composante. Nous pouvons noter que la dereituée a 288,2 eV (HGD ne

représente que 4%, et elle est notamment bienéegas autres composantes.
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Tableau IV-B-1 Positions et pourcentages relatifs des airesdifiérentes composantes Cls
du complexe de Ru immobilisé sur la surface de (tioés du spectre XPS C1s de la
figure 1V-B-8b). Comparaisons des pourcentages tifslaavec les pourcentages
atomiques théoriques en ne considérant le greftagguement via des ponts azo (-C-

N=N-C-).
Expérience Théorie avec des ponts azo
Atomes de carbong¢  Ligand RE Cru+0' 2
Cls E (eV) _ _ _ Pourcentage| Pourcentage
Aire Aire (%) | Aire (%)
atomique (%)| atomique (%)
Ca 2847 544 20 21 14 19
Co 285,3 1024 38 40 49 43
Cec 286,1 695 26 27 32 30
Cq 286,8 301 11 12 5 8
C (HCG) 288,2 97 4

- . Pourcentages atomiques théoriques des atomearidene calculés pour un film composé
uniquement de complexes de Ru liés par des poats az

2 Pourcentages atomiques théoriques des atomesrldene calculés pour un film composé

de complexes de Ru, liés par des ponts azo, ebmiplexes démétallisés avec I'entité

o’ (figure IV-B-10). Calculs élaborés avec le rapptfl, complexe de Ru/complexe

démétallisé.

A partir de ces résultats expérimentaux obtenus rpasure d’aire sous chaque
composante, nous avons essayé de déterminer watéustr du film synthétisé a la surface.
Nous avons alors utilisé les pourcentages expétangnen ne considérant seulement les
atomes de carbone du complexe, et nous avons edsapéoposer différents modeles de

structure du film sur la surface de I'or.

Tout d’abord, étant donné le pourcentage élevéadaooes liés a des ponts azo, nous
avons conclu que toutes les molécules grefféesrdthées les unes aux autres par ce type de
liaison (entitéa’, figure IV-B-10). Puis théoriquement, en consal#r tous les atomes de
carbone du complexe (une entitéet deux entitég), les pourcentages atomiques théoriques
calculés (colonne &) sont assez éloignés de ceux obtenus expérimer@ate Cependant, en
ajoutant une entité&’, c'est-a-dire un complexe démeétallisé, les pouwages atomiques

théoriques (colonnegg + a’) correspondent cette fois-ci a ceux obtenus expErtalement.
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Ces résultats obtenus par comparaison entre laighébl’expérience dans la zone
C1ls-Ru3d permettent de retrouver ceux préditsder$§étude de la zone spectrale N1s. En
effet, une composante importante des groupemept®taane autre, plus faible, des azotes

des bipyridines non complexées étaient observées.

Ainsi, nous pouvons proposer a partir de cetteeétutk structure potentielle du film
(figure IV-B-11). Cependant, toutes ces mesuresques permettent pas de conclure quant a

I'état de la liaison entre la premiere couche dépaa la surface de I'or.

N
I

N
l
)
M

Figure IV-B-11: Structure potentielle du film de complexes darRmobilisés sur la surface
de l'or.
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B.4. Etude XPS sur diamant nu

Grace a I'étude conjointe portée sur les niveauxaer 1s de I'azote et du carbone,
nous avons pu déterminer la nature des liens &@gnmmolécules ainsi que la structure du film
déposé. Néanmoins, par cette étude préliminair@igdeaux de cceur du carbone du complexe
immobilisé sur une surface d’or, nous avons pu meuaslre compte de la complexité de la
déconvolution des spectres avec quatre composdotss aux carbones du complexe, deux
dues au ruthénium et une due a lI'adsorption. Notanbpun signal provenant du substrat a pu
étre observé indiquant que la couche déposée arface de I'or n'est pas suffisamment

épaisse (figure IV-B-7).

Si nous voulons établir la méme étude sur diamihrést nécessaire d'étudier au
préalable la signature XPS de la surface nue. el été conservée au maximum en
atmosphere inerte (sous argon) afin d’éviter soydation et donc plusieurs composantes
XPS. Cette étude permettra alors de constituer référence avec la détermination des
composantes principales qui peuvent potentiellemetgrvenir lors de I'étude XPS du

complexe immobilisé sur diamant.

La figure IV-B-12 présente les niveaux de cceur dsarbone du méme échantillon
diamant. Cette zone n’a jamais été en contact kveclution de sels de diazonium et elle a
été conservée sous argon. Pour amplifier les edsufiurfaciques, I'angle d’analyse a été
diminué par un tilt de I'échantillon afin que laofsndeur des photoélectrons soit plus faible

pour ainsi rendre la mesure plus spécifique derase (voir annexe B).
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Figure IV-B-12: Spectre XPS dans la zone C1s de la surface eagadhant.
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Nous pouvons observer sur la figure IV-B-12 un $gecaractéristique de la surface
du diamant avec la présence de trois composargemées dans le tableau IV-B-2.

Tableau IV-B-2 Positions et pourcentages relatifs des airesdifiérentes composantes Cls
de la surface nue de diamant (tirés du spectre & PSde la figure 1V-B-12).

Atomes de carbong
Cls E (eV)
Aire Aire (%)
C sp, CH 283,7 737 54
C (CH, x=2,3)| 284,2 510 38
C (C-OH) 285,1 117 8

La premiére composante & 283,7 eV est la signatesecarbones hybridés>sgu
diamant, mais aussi, cette composante est dueiasans C-H. Les C-H sont normalement
situés a une énergie de 0,2 eV supérieure a la @sanfe principale du diamant mais la
résolution de I'appareil utilisé est de 0,5 eV. deuxieme composante située a +0,5 eV est
due aux carbones liés a 2 ou 3 hydrogénes,, (€2 ou 3). La derniére composante a +1,4
eV est la signature des atomes de carbone liésadonme d’oxygene par une simple liaison.
Elle traduit alors la présence de liaisons hydregylIC-OH) présentes en surface provenant de
I'oxydation de celle-ci malgré les précautions gsisors de la conservation des échantillons
[19].

Cette derniere composante a 285,1 eV est situémeaénergie inférieure a la
résolution de I'appareil de la composante prin@padli complexe de ruthénium (285,3 eV
pour les G). La déconvolution de ces deux composantes degtrepeobtenus du complexe
immobilisé sur diamant ne sera pas possible. Cegggndomme le pourcentage de celle-ci est
faible et qu’elle sera probablement masquée pafille, nous pourrons en premiére
approximation ne pas en tenir compte et donc léige¥g

Ainsi, nous n'utiliserons que les deux composaptéwipales du diamant (C $pCH

et CH,) pour I'étude XPS du complexe immobilisé sur cdémau.
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B.5. Etude XPS du complexe immobilisé sur diamant

Avec ces deux spectres XPS de référence de la @diseque nous venons de

constituer (complexe immobilisé sur or (partie B et surface nue de diamant (partie
IV.B.d.)), nous pouvons étudier le complexe immigBilsur la surface du diamant. Celui-ci a
tout d’abord été greffé par voltampérométrie cyaidVvVC) (partie IV.B.b.). La figure IV-B-
13 présente le spectre global du complexe de ruttiéimmobilisé sur la surface de diamant.
Nous retrouvons les mémes pics préalablement abtsmuor (en dehors de ceux associés a
I'or) avec toujours la présence du fluor et de ygene.

Etant donné I'importance du pic d’énergie Cls-Rul3skmble que tout comme l'or, il

y ait une contribution du substrat. Néanmoins,paeege large ne permet pas de conclure.

Le pic correspondant a 'oxygene parait notammegortant. Une oxydation de la
surface semble s'étre effectuée pendant les étagestrochimiques (synthése et
caractérisation), et/ou pendant le stockage dadétillon.
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1200 T T T T T T T T T T T T T
Cls + Ru3d
1000 4 l
800
. complexe
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Figure 1V-B-13: Spectre XPS global de la surface de diamant tfonoalisée par le
complexe de Ru, film synthétisé par voltampéromeéiclique (VC).

Lors d'une étude préliminaire du greffage du comelede ruthénium par

electrospotting sur un échantillon de 200 nm rnesisravons caractérisé les plots obtenus par
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microscopie électronique a balayage, en électrensrglaires (figure 1V-B-14). Les images

ont été obtenues avec une tension d’accélératidr® d&/.

Nous pouvons observer sur la figure 1V-B-14a la e@ombre du greffage du
complexe, et ce résultat concorde avec ceux obtéargsdu greffage des groupements
nitrophényles (figure 1V-A-11). De plus, le contagparait plus important que celui obtenu
avec les nitrophényles. Ce phénomeéne est peutgtpdifié par le fait que les électrons sont
piégés par les complexes de ruthénium chargésvmsint, mais aussi, le ruthénium est un
atome lourd et donc sa section efficace est imptaiaAinsi, le détecteur capte moins

d’électrons pour la zone greffée.

En focalisant sur une zone frontiere de ce plotisndistinguons des zones claires a
certains endroits du plot, comme a I'extérieur fey IV-B-14b). Ces zones claires sont

majoritairement situées sur les extrémités desigi@de diamant (figure IV-B-14c).

Figure 1V-B-14: a) Image MEB en électrons secondaires d'un pletcomplexes de Ru
immobilisés sur la surface de diamant. Images MHBB & frontiere et a c) l'intérieur
du plot. Tension d’'accélération des électrons :\1.5k

Ce phénomene laisse présager que le greffagea@kitique ne s’effectue pas sur les

pointes, contrairement a ce qui a été observé lagattrophényles (figure 1V-A-13b).
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Cependant, il est possible que pendant cette éaisation, le film soit endommagé
par des électrons incidents de forte énergie (1% Kétte destruction du film peut étre
amplifiée par des effets de pointes, égalementrebsesur les zones non greffées (figure V-
B-14b). Ainsi, nous ne pouvons conclure quant &datinuité du film électro-généré en
utilisant la microscopie électronique a balayageisMl semble que le film ne doit pas étre

trés épais pour étre autant endommagé et laissarfiece avec des pointes nues de diamant.

Ainsi, un signal provenant du substrat devrait &étecté. L'étude préalable sur
diamant nu est donc bien nécessaire et va pernibétedier finement la caractérisation XPS

du greffage du complexe sur diamant.

La figure IV-B-15 présente le spectre de la zones Nbtenu apres greffage du

complexe de ruthénium sur la surface du diamant.

397 398 399 400 401 402 403
220 T T T T T T T T T T T
200 1 400.5
[e]
180 N1s 66

160
1404 complexe
de ruthénium

297 greffé par VC

Intensité (u.a.)

100

804

604

- - — T T T T —
397 398 399 400 401 402 403
Energie de liaison (eV)

Figure IV-B-15: Spectre XPS dans la zone N1s de la surfaceateatit fonctionnalisée par
le complexe de Ru, film synthétisé par voltampénaenéyclique (VC) (figure IV-B-2b).

Au niveau de l'azote, la méme déconvolution du Bpeest observée avec trois
composantes situées aux mémes énergies que cbtsues sur or. Ceci indique alors la
présence de ponts azo ainsi que la présence ddecaaplémétalliséa’ (figure 1V-B-10).
Mais, le faible rapport signal/bruit sur cette zapectrale, empéche de conclure quant a la

structure du film sur diamant : est-elle la méme qgelle obtenue sur or ?
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Ce rapport est plus important sur les niveaux dgiredes électrons de coeur des
niveaux C1s et Ru3d (figure 1V-B-16a). Le specteela figure 1V-B-16a permet de rendre
compte de la complexité de I'étude avec la préselectois pics centrés a 281,3 ; 283,8 et
289,3 eV et d'un épaulement a 285,3 eV. Finalemmenis retrouvons les pics attribués:

- au ruthénium (Ru3g, 281,3 eV),
- aux carbones du diamant (283,8 eV),
- aune troisieme composante a haute énergie quparajssait ni sur or, ni sur diamant
nu (289,3 eV),
et enfin I'épaulement correspond aux carbones dyptexe (285,3 eV) (figure IV-B-16b).

280 282 284 286 288 290

a) 280 282 284 286 288 290 b)
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Figure IV-B-16: a) Spectre XPS dans la zone C1s-Ru3d de la curfie diamant
fonctionnalisée par le complexe de Ru, film syigBébar voltampérométrie cyclique
(VC) (figure IV-B-2hb).

b) Comparaison des différents spectres XPS, damsria C1s, obtenus sur la surface de
diamant nue (noir, figure IV-B-12), sur la surfad®r fonctionnalisée par le complexe
de Ru (bleu, figure IV-B-8b) et sur la surface damhnt fonctionnalisée par le
complexe de Ru (rouge, figure IV-B-16a).

Pour déconvoluer ce spectre, nous avons d’abortéajes composantes du doublet
du ruthénium, puis les deux principales du dianf@s€ sp et CH, x=2 ou 3), et les quatre
des carbones du ligand. Enfin, deux composantgidé&upntaires ont été rajoutées (287,8 et
289,3 eV). Le tableau IV-B-3 présente la positientoutes les composantes liées au carbone
ainsi que leur pourcentage respectif.
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Tableau IV-B-3 Positions et pourcentages relatifs des airesdlifiérentes composantes Cls
de la surface du diamant fonctionnalisée par le glexe de Ru, film synthétisé par VC
(tirés du spectre XPS C1s de la figure 1V-B-16a).

Cls E (eV) Atomes de carbone Ligand
Aire Aire (%) Aire (%)
C-C sp, CH 283,8 769 21
C (CH,, x=2, 3)| 284,3 641 18
Ca 284,6 355 10 18
Coh 285,3 802 22 40
Cec 286 606 17 30
Cq 286,8 241 7 12
C (COOH) 287,8 91
C (CF) 289,3 105

Nous distinguons tout d’abord que les composarées lau diamant (C-C $pCH ;
CH,), ainsi que celles liées au ligand,(C,, C;, Cy) possedent les mémes positions (a +0,1
eV). Mais aussi, les pourcentages des carbonesmiplexe sont équivalents a ceux obtenus
lors de I'étude sur or. Ces résultats permettemsade conclure que la structure du film sur

diamant est rigoureusement la méme que celle Higare 1V-B-11).

En revanche, les deux dernieres composantes ashéngegies, situées a +4 eV (287,8
eV) et +5,5 eV (289,3 eV) par rapport a la prinl@pdu diamant (283,8 eV) ne peuvent étre
attribuées qu’a la surface puisque nous ne lesxaypas sur or. Elles seraient alors apparues
pendant I'électrochimie (synthése et caractéripatio film). Par ailleurs, nous pouvons
remarquer que celle a haute énergie sur or (288y) a'apparait pas ici.

L’hydrogénocarbonate (HGQ ne s’adsorbe pas sur diamant.

La premiere composante située a +4 eV (287,3 eVy@seralement attribuée a des
groupements carboxyles de surface (COOH), qui générés a haut potentiel anodique lors
de la détection électrochimique du ruthénium. Lenidee composante a trés haute énergie
(289,3 eV) est attribuée dans la littérature aadebones liés avec des atomes de f[@8f.
Cette composante est confirmée par la présencéudu dur le spectre global a des hautes
energies (vers 688 eV, figure IV-B-13), puisquédiuor provenait de I'adsorption du contre
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ion (BFy) utilisé pendant la fonctionnalisation et la détat électrochimiques, nous aurions
da obtenir un signal dans la zone F1s vers 685e886Ces atomes de fluor peuvent provenir
de la décomposition du contre ion ¢RFen acide fluorhydrique (HF), lorsque le contne ést

en présence d’eau. Or, le complexe est tres hygpapee, et lors d'une mesure RMN du
produit, il a été observé une forte présence d’Baweffet, le composé que nous avons utilisé
pour réaliser cette étude était conservé depuikjges mois a l'air a 4°C. Ainsi, il se peut
gue pendant I'électrochimie, le fluor de I'acidedthydrique ait pu réagir avec la surface

pour générer des liaisons covalentes C-F en surface

Selon Sine et al., cette fluorination de surfacalifiles propriétés électrochimiques
du diamant et augmente la fenétre électrochimiqudidmant en repoussant la réduction de
I'hydrogéne a des potentiels plus cathodiques (&gel9)[23]. La fluorination aboutit de
méme a une modification des propriétés de surfacedidmant qui peut expliquer le

comportement capacitif des électrodes (figure 1'3)B-

Lors d’'une seconde étude avec un compose fraichesyetihétisé, nous avons greffé
le complexe par voltampéromeétrie cyclique sur diaimet caractérisé le greffage par
spectroscopie XPS et par électrochimie (figure8r7 et IV-B-18).

Nous observons que I'étude de la zone spectraleRD3d (figure 1V-B-17), donne les
mémes composantes résumees dans le tableau I\ik&epté celle du fluor.
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Figure 1V-B-17: Spectre XPS dans la zone C1s-Ru3d de la surf@zediamant
fonctionnalisée par le complexe de Ru, film symBébar voltampérométrie cyclique
(VC) avec un composé fraichement synthétisé.
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Tableau IV-B-4 Positions et pourcentages relatifs des airesdifiérentes composantes Cls
de la surface du diamant fonctionnalisée par le glexe de Ru, film synthétisé par VC
avec un composeé fraichement synthétisé (tirés elctrgpXPS Cls de la figure 1V-B-17).

Cls E (eV) Atomes de carbone Ligand
Aire Aire (%) | Aire (%)
C-C sp, CH 283,8 239 32
C (CH, x=2,3)| 284,3 122 17
Ca 284,6 68 9 19
Co 285,2 153 21 42
Cc 286 91 12 25
Cq 286,7 48 7 13
C (COOH) 287,9 13 2
C (CF) - - -

Les pourcentages des carbones du complexe moatrssitque la structure du film est
bien celle indiquée selon la figure IV-B-11, c’'éstlire avec la présence de complexes

démétallisés.

En étudiant la réponse électrochimique du ruthérignte film (figure 1V-B-18), le
couple redox RU/RU* est parfaitement réversiblAE,=24mV) et surtout il y a trés peu de

phénomene capacitif.

6 _] 2- -
6.0x10 Ru t .— Ru3+ fe
4.0x10°

2.0x10°4

I/A

0.0 4

-2.0x10°

AE =24 mV
-4.0x10° p

T T T T T T T T T T
0.4 0.6 0.8 1.0 12 1.4

E/V vs Ag/AgCl

Figure IV-B-18: Voltampérogramme de la réponse du complexe dénfRuobilisé sur la
surface du diamant, dans la gamme de potentielsodiple R&*/RiF*. Film synthétisé
par VC avec un composé fraichement synthétisé. BIBMBF, dans ACN, &ctrodes=
1,3 mmz, 100mV’s
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Par ailleurs, I'aire sous le pic d’oxydation (écplente a celle sous le pic de réduction)
permet de quantifier la densité surfacique de cergd immobilisés sur la surface (1,9
nmol.cni?). Cette densité indique alors la formation d’dmfmulticouche, mais celui-ci est
moins épais que le premier élaborer dans les méarahtions.

Donc, nous pouvons conclure que I'épaisseur imptetaainsi que la fluorination de
surface de la premiéere électrode peut expliquguési-réversibilité du couple redox obtenu a
la figure IV-B-6 AE,=70mV).

Pour conclure, nous avons pu nous rendre compteladeomplexité de la
caractérisation XPS d’'un film de complexe métakigonmobilisé sur la surface du diamant,
surtout dans la zone C1s-Ru3d. En effet, nous ausog’a dix composantes dans cette zone
spectrale. Cependant, avec cette caractérisatiof, XBus avons pu expliquer certains

phénomeénes électrochimiques et méme conclure quardtructure de ce film.

B.6. Vers le contrdle de I'épaisseur sur diamant

Avec ces premiers travaux sur la déterminatiorodéet les composantes dans la zone
spectrale C1s-Ru3d du complexe greffé sur dianmants avons cherché a maitriser ce dépét,
et notamment son épaisseur apparente. En diminiégpdisseur du film, les réponses
électrochimique du ruthénium (R(RU?") ainsi que celles du complexe lors de I'étude XPS
dans la zone C1s-Ru3d devraient conjointement diemin
Cependant, la voltampérométrie cyclique est unédnaaket peu appropriée pour un tel contrble
du greffage puisque celui-ci se produit majoritaiemt pendant le®icycle (figure IV-B-2).

Afin de contréler I'épaisseur, le greffage est efifie par une méthode pulsée, la
chronopotentiométrie (CP). Cette méthode consistengoser une densité de courant
constante et a suivre le potentiel en fonctionasops. La densité de courant imposée permet
de contréler la cinétique de la réduction électrmafue alors que le temps permet de

controler I'épaisseur du film déposeé.
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Nous avons effectué deux films par cette méthodienposant une densité de courant
de -0.11 mA.crf (figure IV-B-19).

0 mA.cm?
0.4 _j -0,11 mA.cm”

0.2 Chronopotentiométrie (CP)

0.0 4

-0.2 4

E/V vs Ag/AgCI

0.4

-0.6
=0

surface

[diazonium]

-0.8 4

0 ' 100 ' Z(IJO ' 3(I)0 ' 4(I)0 ' 500
temps (s)
Figure IV-B-19: Chronopotentiogrammes enregistrés lors de I'élabion, avec des temps

différents ¢ et ), de films de complexes de Ru sur diamant. ImMeliede p-
(tris(bipyridine)RE*)benzéne diazonium et 0,1M NB&, dans ACN, j=-0,11mA.cf

Dans un premier temps, nous avons exécuté le geeffaendant un temps
suffisamment longtg), jusqu’a une déplétion de surface des espécesakctives. En effet,
le dépdt électrochimique s’effectue tant que dgeess sont proches de I'électrode. Le
potentiel mesuré varie peu selon Nernst (plateBans le cas présenté ici, le potentiel
diminue faiblement, ceci provient de la modificatide la surface de I'électrode par le
greffage des complexes. Puis, une transition eskergbe, les sels de diazonium sont
consommeés aux abords de I'électrode, leur condentrdevient nulle. Le potentiel diminue
plus fortement et atteint un second plateau indigua réduction d’un nouveau systeme
redox. Le greffage s’est effectué pendant un temnps290s.

Pour la réalisation d’'un second film, nous avormpgé le greffage a un temps=

210s, inférieur a;. Toutes les especes disponibles a la surface pamété consommees.

Les charges utilisées pour la synthése électroguiende ces deux filnmg et 1, sont
respectivement de Q& 32 mC.crif et @ = 23 mC.crif, ce qui représente un rappo/Q
égale a 0,72. Les deux films doivent alors possédédg€paisseurs différentes.
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Ces derniers ont ensuite été rincés abondammeriacatdnitrile avant d’étre
caractérisés électrochimiqguement et par spectreseds.
Les figures IV-B-20a et IV-B-20b présentent lesctps XPS dans la zone C1s-Ru3d de ces

deux films greffés par chronopotentiométrie (CR)use électrode de diamant.
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Figure [V-B-20: Spectres XPS dans la zone C1s-Ru3d des surfdeesdiamant
fonctionnalisées par le complexe de Ru, films fisfs par chronopotentiométrie (CP)

avec les temps a) et b)  (figure IV-B-19).

Nous retrouvons exactement les mémes composahggi@ut, nous remarquons que
I'épaulement, caractéristique des carbones du amplest plus important pour le film
réalisé pendant le temps (figure IV-B-20) vis-a-vis du film réalisé pendalg tempst,

(figure IV-B-20b). L’épaisseur du film a bien ét@dulée.

Nous avons lissé tous les spectres (VC,¢Rt 1,) de cette zone d’énergie (Cls-
Ru3d), et les avons normalisés par rapport & laposamte principale du diamant (C-C,sp
CH). La figure 1V-B-21a montre que, quand nous dinans le dép6t par électrochimie, nous
avons conjointement une diminution des composatitebgand et du ruthénium (Rusg.
Nous avons mesuré les aires sous cette derniérposamie associée au Ru pour les deux
films 1, ett,. Elles sont égales a 1A 47,3 et A = 36,2 (unités arbitraires) ce qui correspond
a un rapport AA; de 0,76.
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Figure IV-B-21. a) Spectres XPS, lissés et normalisés par radpporla composante
principale du diamant, dans la zone C1s-Ru3d, di#érents films de complexes de Ru
synthétises par VC (figure IV-B-16a) et CP (figlwveB-20).

b) Réponses électrochimiques par VC des films oglexes immobilisés sur la surface
du diamant synthétisés par CR ét 1) (figure 1V-B-19).

En ce qui concerne I'électrochimie, nous pouvorssijuer sur la figure IV-B-21b
gue la réponse du ruthénium suit aussi les résudat’étude XPS.

La surface sous les pics d’oxydation du couplé*fRuf* de ces deux films; et T,
sont respectivement de S 415 et $= 307 pC.crif ce qui représente des concentrations
surfaciques de 4,3 et 3,2 nmol:énCes concentrations indiquent la formation de immiliche

a la surface et le rapport/S; est égal a 0,74.

Nous pouvons noter que les rapportgSS (réponses électrochimiques) eb/A
(réponses XPS) sont similaires, indiquant alors umenne corrélation entre les
caractérisations électrochimiques et de spectrosetpS. Ainsi, nous avons réussi a corréler
des résultats provenant d’'une caractérisation phgsélémentaire semi-quantitative, I'’XPS,
avec une caractérisation électrochimique quantéati

Ces rapports sont notamment équivalents a celenalbrs de I'électrodéposition par
chronopotentiométrie ($Q;). Ce comportement démontre donc que I'électroggeff
utilisant la chronopotentiométrie permet de modlilgpaisseur du film généré a la surface
par contréle des charges.
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Cette étude a montré que nous pouvons greffer oplexe métallique directement

sur la surface du diamant et nous constituons kiasieuls a avoir mené un tel travail.

Nous avons vu dans un premier temps que grace asyres XPS du complexe de
ruthénium immobilisé sur la surface de l'or et desurface nue de diamant, nous avons pu
déterminer la structure du film greffé sur la sogfalu diamant. Cependant, contrairement a
ce qui est généralement obtenu avec les setsritobenzene diazonium, les liens entre les
molécules sont établis par des ponts azo. Des ®tadmplémentaires sont prévues en
synthétisant des complexes fonctionnalisés avec fometion diazonium, avec des
intermédiaires alkyls pour éloigner le complexeayale contenant la fonction diazonium.

Ainsi, nous pourrons vérifier I'influence du compéesur la formation de ces ponts azo.

Dans un second temps, nous avons mis en évidemcaayus pouvons contrbler par
chronopotentiométrie I'épaisseur du film électravg® a la surface des électrodes de
diamant. En effet, une trés bonne corrélation didgtectrochimie de greffage et les résultats
des caractérisations XPS et électrochimiques o#t aditenues. Nous pouvons donc

maintenant essayer de diminuer I'épaisseur cegdonr atteindre une monocouche.

Enfin, des études pourront étre menées pour effede I'électrochimie luminescence

avec ce complexe immobilisé sur la surface du digma
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Conclusion

Le travail effectué sur les sels de diazonium anede démontrer que nous pouvons
greffer de maniére locale sur la surface du diandastmolécules d’intérét biologique aprés
plusieurs étapes (électro-)chimiques. Cependartd,de cette premiere étape de greffage de
primaires, nous avons mis en évidence la formatiom film multicouche masquant les
propriétés de surface tres intéressantes du dianintplus, pour la fabrication d'un
biocapteur, ce film peut rendre moins sensibleioeapteur. Nous avons donc pu mettre en
évidence, par différentes caractérisations (XP&8eaitrochimie), et grace a un marqueur (le
ruthénium), que nous pouvons controler I'épaissiuice film par une méthode pulsée (la
chronopotentiométrie). Ainsi, nous pouvons transpagtte méthode de greffage sur les sels
de p-nitrobenzene diazonium pour finalement diminudpdéisseur apparente du film de
nitrophényles et méme tendre vers la monocouches [dourrons alors réaliser un biocapteur

trés sensible.

Cependant, une question réside : est-il possiblgreifer une monocouche compacte,
comme Lud et a[9] ? Ou obtiendrons-nous des clusters de nitrophéayles des zones non

fonctionnalisées ?
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Introduction

Nous avons vu dans le chapitre précédant, ainsidgue le chapitre introductif, que
'immobilisation covalente de molécules d’intéréblbgique sur la surface du diamant
s'effectuait par l'intermédiaire de bras espacearganiques. Ces derniers sont greffés
directement sur la surface du diamant via diff@snechniques préalablement présentées

dans le chapitre I.

Nous nous sommes intéressés a la réalisation dérimat composites avec comme
support conducteur le diamant dopé au bore, poambbilisation de biomolécules. En effet,
les performances analytiques et le transfert degehantre I'enzyme et I'électrode servant de
transducteur, peuvent étre améliorés avec des tmaamses composites. Les nanotubes de
carbone représentent un important groupe de nagoeuat avec des geométries, des
propriétés électroniques et chimiques attractjteg]. lls présentent de grandes potentialités
pour la détection électrochimique. Ceux-ci sontadé&s sur la surface d'une électrode,
comme le carbone vitreux, et améliorent alors leection électrochimique de différentes
biomolécules comme le cytochromd3} ou I'acide ascorbiqug] .

Dans le cas du diamant, aucun travail n'a & ma aesance été realisé avec
I'utilisation de nanotubes de carbone. En revanizhsurface du diamant a été nanostructurée
ou des dépots électrochimiques de métaux surdes@tles ont éte effectués.

En effet, les dépb6t métalliques modifient les pregs de surface du diamant et peuvent
servir de catalyseuf$]. De nombreux métaux ont été déposés sur la sudace matériau
(platine, or, fer, argent, cuivre, palladium...) &nd de nouvelles applications analytiques
sont possibles, dont :
- I'oxydation des alcools avec des particules dans46é] ,
- la détection du peroxyde d’hydrogene par dépotamparticules d’oxyde d'iridium
[71,

- la détection de I'arséniure en solution avec urodédjor [8] ...

Ainsi, de nombreux matériaux composites ont étéisés avec comme support les
électrodes de diamant. Ces structures demeura@ressantes pour des applications électro-

analytiques directes. Cependant, celles-ci ne penigoas de réaliser une connexion directe
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entre les biomolécules et le transducteur, le diman grand intérét s’est alors porté sur la
fabrication d’'un matériau carboné de taille nanoiméé permettant d'immobiliser les

biomolécules pour un transfert électronique directe

Par une approche dite « top-down », le diamantsagpyathése peut étre nanostructuré
par différents motifs. Des études ont permis déserades structures en nids d’abej® ou
des nanopointes-nanopilieB0]. Dans ces deux cas, un masque est realisé surféee et
un plasma grave les zones non couvertes.

Pour réaliser des structures en nid d’abeille,uipg de Fujishima a déposé dans un
premier temps une couche d’aluminium sur I'enserdblé€échantillon. Puis, une structure en
nid d’abeille a été réalisée par anodisation darfénium, constituant alors le masque pour la
gravure (figure V-1a)l1]. En revanche, le masque pour réaliser des nanegemanopiliers
est simplement une monocouche de nanoparticules[t} (figure V-1b) ou de diamant
[13].

Figure V-1: a) Structure en nid d’abeille du diamant [11]@tnanopiliers de diamant [12].

Nous distinguons sur la figure V-1 que ces nanosirgs présentent I'avantage
d’augmenter la surface spécifique du diamant eseatli permettent d’améliorer I'efficacité et
la sensibilité du transducteur a un événement digie cible. Cependant, malgré cet
avantage considérable, tres peu de travaux onteétisés avec ces structures. L’équipe de
Fujishima est la seule a avoir utilisé la structemenid d’abeille pour déposer des particules
de platine[14]. Et I'équipe de Nebel a tout récemment utilisé rptau premiere fois les
nanopointes de diamant pour greffer des oligonticlés. Cette utilisation des nanopointes a
finalement permis d’améliorer par environ 100 a@@@is la sensibilit¢ de la détection de
I'hybridation de 'ADN par électrochimie, comparéeune surface plane de diamant ou d’or
[13].
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Dans notre cas, I'objectif consistait a réalises danostructures avec des matériaux
carbonés permettant d’augmenter la surface speeifijlous nous sommes orientés vers
I'utilisation des nanotubes de carbone (NTC). Cairdment aux deux autres nanostructures
carbonées présentées, nous avons eu une approeheldittom-up », c'est-a-dire que nous
avons fait croitre les nanotubes sur la surfacenale échantillons diamant. Ce dernier
constitue en fait un parfait matériau en tant quesgat pour la croissance des nanotubes. De
plus, les nanotubes de carbone présentent un geamezontestable vis-a-vis des nanofils de
diamant. En effet, ces derniers nécessitent foroéree greffage de bras espaceurs pour
'immobilisation finale de biomolécules alors ques|nanotubes peuvent présenter des
fonctions carboxyles (COOH) a leur extrémité maissa sur leur paroi (constituant des
déefauts). Cela permet donc de les fonctionnalisescttment par des molécules d’intérét
biologique via la formation de liaisons amides puis ces molécules présentent, dans la

majorité des cas, des fonctions amines libres.

Notre objectif consistait alors a greffer directetndes enzymes sur les nanotubes. Du
fait de la proximité de centre prosthétique deigne par I'absence du bras espaceur, mais
aussi grace aux propriétés conductrices des naemtules derniers peuvent « servir de fils
électriques » et transférer directement l'informat{figure V-2).

Figure V-2: Schéma de fonctionnalisation par une protéine danotubes de carbone sur
une surface et principe de transfert électroniqueres le centre prosthétique et le
substrat au travers du nanotube de carbone.

Le matériau composite diamant/nanotubes de carbonstitue alors une structure

originale pour la réalisation de biocapteur.
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Il est a noter que le travail que nous avons réakprésente seulement des études
préliminaires. Donc, dans ce chapitre, nous traiteuniquement la faisabilité du greffage de
molécules biologiques sur les nanotubes ayantuwri@isers substrats (silicium et diamant).
En effet, de nombreuses questions restent en ssispiecelles-ci seront posées pendant cette

étude.

Dans un premier temps, nous expliquerons la syatbdes nanotubes de carbone sur

substrat, puis nous étudierons la fonctionnalisadi® ces nanotubes.

A. Synthese des nanotubes de carbone (NTC)

La synthese des nanotubes de carbone est menbwstauf Néel avec Anne-Marie
Bonnot, par dépbt en phase vapeur comme pour lmadiv[15]. Cependant, la source
d’énergie n'est pas apportée dans ce cas par [@s-4omdes mais par un filament chaud : on
parle alors de HFCVD.

La technigue HFCVD est bien connue pour ces pedaoes en dépb6t de couche
diamant. Pour obtenir la croissance de nanotub&sx dnodifications essentielles ont été
apportées. La premiere est l'ajout d'un catalydeucobalt, sur le substrat, requis pour la
formation de nanotubes de carbone. La seconderaopgctif de favoriser un environnement
spf comme dans le graphite, plutét qué spmme dans le diamant. Ceci en augmentant le
pourcentage de méthane dans I'hydrogene, typiguetfevol. % au lieu de 1 vol.% pour le
diamant, et en diminuant la température du filanmaratud, typiguement 2000°C au lieu de
2200°C, afin de limiter la présence d'hydrogenem&ae. L'accroissement de la pression
totale joue aussi en faveur de la formation de ar@ebsp. Les autres conditions de dépét,

deébit des gaz et température de substrat resteriaeles dans les deux cas.

Dans notre technique HFCVD, le catalyseur est d&mmis forme d'une couche
mince de cobalt, d'épaisseur nanométrique. Desicplad de cobalt se forment par
démouillage lorsque le filament est chauffé. Laspnee simultanée d'especes carbonées au

voisinage de la surface des particules de cobaitggue alors la formation de nanotubes de
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carbone. Suivant I'épaisseur de la couche de cebaghour une température de dépdt de
800°C, on obtiendra des nanotubes monoparois otipardis a faible nombre de parois (1-
4).

Un autre paramétre important dans notre étude sesdehsité de nanotubes qui
imposera la surface effective de fonctionnalisati®our cela, il a été mis au point par Anne-
Marie Bonnot un procédé permettant, a épaisseaobalt constante, de faire varier la densité

de nanotubes dans une large ganmboé.

Le bati HFCVD est constitué d’'une enceinte en queshnectée d’'une part a un banc
de pompage (vide limite de IGnbar & I'aide d’'une pompe & diffusion) et d’ayeet & des
arrivees de gaz, méthane et hydrogene. Les substrat positionnés au centre de I'enceinte
sur un support en molybdene chauffé par contaat eme résistance de graphite enrobée de
nitrure de bore. A un centimétre au-dessus du mthstposant sur deux amenées de courant,
se trouve un filament de tungsténe de 0,3 mm deati@ chauffé par effet Joule. Il est ainsi
possible d'ajuster les températures du filament det substrat afin  d’optimiser

indépendamment la décomposition des gaz par laditd et la température de dép6t.

Ainsi, diamant et nanotubes de carbone peuvenbétenus par des techniques CVD.
Cependant, contrairement a la croissance du diar@antoissance de nanotubes de carbone
nécessite la présence de particules de catalysela surface des échantillons. Ces particules
ont la propriété de dissoudre le carbone issu dp&ces réactives a leur voisinage et sont a
l'origine de la formation de germes carbonés peaitadcroissance des nanotubes de carbone
[17]. Les catalyseurs les plus couramment rencontnésedase de fer, nickel, cobalt. La
taille des particules catalytiques détermine dane gertaine mesure le diametre des
nanotubes formégl8]. Deux modes de croissance peuvent se produiré.l&garticule
catalytique reste ancrée sur le substrat et lsgaace s'effectue par la racid®], soit la
particule adhére peu sur le substrat et se retrsitvée au sommet du nanotube (figure V-3)
[17]. La croissance du nanotube s'arrétera lorsquartecple catalytique sera encapsulée par

du graphite empéchant alors au carbone de pémiginsrcelle-ci.
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Figure V-3: Modele de croissance d’un nanotube a partir @yarticule catalytique avec a)
une croissance par la racine [19] tandis que b)particule est située au sommet du
nanotube et se déplace au fur et a mesure de lasamce [17].

Dans notre cas, les deux situations semblent deexita particule peut étre située en
haut ou en bas du nanotube. Plusieurs questiongepealors étre posées dans ces deux
situations :

- sila particule se situe a I'interface diamant/NTC
o0 quelle est la stabilité de la particule sur la acef? et donc quelle est la
stabilité du nanotube sur la surface du diamant?
o la particule ne gene-t-elle pas le transfert émitjue entre le NTC et le
diamant ?
- sila particule se situe a I'extrémité supériewendnotube :
o0 quelle est le type de liaison entre le nanotub&a edurface du diamant ? la
liaison est-elle covalente ?

o le transfert électronique est-il possible dansae®

De méme, le cas présenté ici ne traite que dedura@smonofeuillets, or ces derniers
ont des propriétés de semi-conducteur (2/3) ou éwlin(l/3) en fonction de leur structure.
Pour qu’ils puissent «servir de fils électriquesil»faut gu’ils aient un comportement
métallique. Toutefois, la synthese ne permet padistgiminer un des deux états électriques.
Ainsi, il est sans doute préférable de synthétiBerctement des nanotubes multiparois qui

sont toujours de type métallique.

Nous avons donc vu qu’il reste de nombreuses aquesstijuant a la synthese des
nanotubes de carbones sur la surface du diamaltes@enécessitant de nombreux travaux,
je me suis donc axé uniguement sur la fonctionatédis des nanotubes sur la surface du
diamant.
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B. Caractérisation et fonctionnalisation des NTC sur gbstrats

Pour démontrer gu’il est possible de fonctionnalipar des molécules d’intérét
biologique les nanotubes de carbone qui ont crlusarsurface, nous avons utilisé le méme
modele biologique : le couple biotine/avidine. Paala, aprés activation des fonctions
carboxyles sur les nanotubes (améliorant alorsolandtion d’'un amide), nous avons
immobilisé la biotine (figure V-4). Puis, afin dénfier le greffage de la biotine, nous avons
révélé cette immobilisation par fluorescence aweadconnaissance entre la biotine et la

streptavidine-R-phycoérythrine (SAPE) (figure V-4).

Streptavidine-R-phycoérythrine
bictine

’/

é

T

>
NHO OHQ NH NH NH
o\/oHO\\/OHO\\/O" \\/ \\/ 2% \\/ \\/ 0\

EDC
sulfo—NHS SAF’E
Blohne PEG.-NH,

Figure V-4: Schéma de principe de la fonctionnalisation dasotubes par la biotine avec
formation d’'un amide, puis reconnaissance biologigutre la biotine immobilisée et la
SAPE pour une observation par microscopie de flscgace.

Dans un premier temps, nous avons réalisé cesierpés sur des nanotubes qui ont

crd sur silicium. Puis, nous avons appliqué ce mpracole sur des nanotubes sur diamant.

B.1. Nanotubes de carbone sur silicium (NTC/Si)

Il faut savoir que la résolution de la microscoge fluorescence ne permet pas de
distinguer les nanotubes les uns par rapport atresauAinsi, nous avons réalisé des tresses
de nanotubes. En effet, en fonction de I'épaisskucatalyseur déposé et en fonction des
conditions de croissance des nanotubes, il estipesie réaliser de telles structures. L'image

prise au MEB (figure V-5a) permet de distinguer itesses de nanotubes.
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En focalisant sur une tresse, nous pouvons diggtngu'’il ne s’agit pas d'un seul

nanotube, mais d'un ensemble de nanotubes (figtbb)V

41 .
* 4, R
) EHT = 2000k  10um Date 8 Mars 2007 N EMT = 2000V fpm Date 8 Mars 2007

AxinLens Instiue NéelNanofab Signal & = InLens
s Neoitnolss e ——— 5™ Houre :15:23:21 " Wos amm 1 Houre :15:24:42

Figure V-5: Images prises au MEB a) de tresses de nanotiddesrbone qui ont cri sur un
substrat de silicium et b) focalisation sur unesse avec observation des nanotubes.

De plus, ces tresses possédent des diamétresrdemd@ux micrometres et des tailles
variables de dix a trente micrometres. Ces strastgont alors observables par microscopie

de fluorescence.

Aprés fonctionnalisation par la biotine selon I&é&ma décrit a la figure V-4, nous

avons révélé la présence de la biotine sur lestnbes par fluorescence apres reconnaissance
entre la biotine et la SAPE (figure V-6fluo).

Figure V-6: Image MEB avant fonctionnalisation (gauche) rebge de fluorescence apres
fonctionnalisation (figure V-4) des tresses de rtabes (droite).
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Nous pouvons trés bien distinguer qu'il n'y a q@s ltresses de nanotubes qui
fluorescent, le substrat est lui non fluorescahsemble alors que la biotine soit greffée sur
les nanotubes. Afin de vérifier que les nanotuleedssne sont pas fluorescents, nous avons
caractérisé ces tresses de nanotubes, aprés @dioature la SAPE (c'est-a-dire, nous avons
retiré la streptavidine ainsi que le fluorophom)cune fluorescence n’a été observée. Puis,
apres plusieurs expériences de reconnaissancecaraigérisation, nous retrouvons toujours
cette méme fluorescence. Il semble donc possildenabbiliser la biotine sur les nanotubes

de carbone.

Apres ces premiers résultats encourageants, nauns aors synthétisé des nanotubes
de carbone sur la surface du diamant pour vérliefaisabilité de I'immobilisation de

molécules sur les NTC qui ont cr( sur diamant.

B.2. Nanotubes de carbone sur diamant (NTC/BDD)

Aprés synthése d’'un échantillon diamant polycrstdburdement dopé au bore (type
D, tableau II-7), nous avons fait croitre un taggsnanotubes sur la surface de cet échantillon.
Nous devinons aisément sur les figures V-7a et Vgte les nanotubes suivent la rugosité
sous jacente de I'échantillon diamant. Les nanatweecarbones croissent donc trés bien sur
la surface de diamant.
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Time 16:3341

Figure V-7: Images MEB a) de la surface de diamant nue agssissance des nanotubes de
carbone puis b) apres croissance avec c) la foromati'une forét de nanotubes.

En focalisant sur ce tapis, nous distinguons (&gwWk7c) que les nanotubes sont
enchevétrés les uns avec les autres offrant al@msurface spécifique tres importante.

Pour vérifier alors le greffage de la biotine sat échantillon, nous avons suivi une
stratégie différente : nous avons dans un preraiaps activé tous les carboxyles présents sur
la surface, puis nous avons fait réagir seulemanhoitié de I'échantillon avec la biotine
(figure V-8).
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Figure V-8: Principe de fonctionnalisation partielle par lziotine de la forét de nanotubes
sur diamant.

Il faut savoir qu’'apres réaction avec la biotinautre moitié des carboxyles situés sur
les nanotubes de carbone restent actives.

Aprés ces réactions, nous avons caractérisé I'éllbanpar fluorescence apres
reconnaissance avec la SAPE. Lors de la premiéractésisation par microscopie de
fluorescence, aucune différence de contraste deeigence n’'a pu étre observée (figure V-
9a). Nous avons alors dénaturé la protéine etteffe nouveau deux reconnaissances avec la
SAPE pour des caractérisations de fluorescences Nstinguons alors sur les figures V-9b
et V-9c, la présence d’'une zone fluorescente (apliea été immergée pour réagir avec la

biotine) et d’'une zone sombre (celle qui n’a pasedt contact avec la biotine).

c)

a) b)
Figure V-9: Images de fluorescence aprées a) la premiérdalgeuxieme et c) la troisieme
révélations.
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La fluorescence obtenue lors de la premiére réeélaur la zone qui n'a pas été en
contact est sans doute due a la présence de foscimines libres en grande quantité sur
streptavidine mais aussi sur la phycoérythrineissagt alors sur les carboxyles activés des
nanotubes de carbone (figure V-10a). Puis, aprémtdeation de la streptavidine et du
fluorophore, la SAPE se détache de la biotine densas, mais dans l'autre cas, la SAPE se
dénature tout en restant immobilisée. Le fluorophotest alors plus actif (figure V-10b).
Enfin, lors de la deuxieme reconnaissance, la S&REMobilise sur la zone biotinylée, mais
elle ne peut plus réagir sur les carboxyles actpgsqu’ils sont déja occupés (figure V-10c).

Seule la zone qui a réagit avec la biotine flucgesc

0
<
_0
~o
=<
_O
o
=<

=
= ’
T
activé
activé

o

(G
(b

‘o iH
\/
Y ﬁ
ﬂ =

b) dénaturation i SDS

Figure V-10: Schéma décrivant le processus d'immobilisatien ld SAPE sur la zone
fonctionnalisée par la biotine et la zone non foyubalisée. a) Premiére
reconnaissance biologique (figure V-9a). b) Dénatian de la SAPE dans une solution
de SDS avec la libération des biotines et la présede SAPEs immobilisées
dénaturées. c) Deuxieme et troisieme reconnaissabictogiques (figures V-9b et V-

9¢).

Ainsi, par cette expérience nous avons mis en aeglgue nous pouvons immobiliser
la biotine sur des nanotubes de carbone qui orgwria surface de diamant. Mais aussi, cette
expérience démontre qu'il est possible de grefiimctement en une étape des enzymes sur la

surface du diamant avec comme bras espaceur utubanibe carbone.
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Il reste alors a vérifier que le nanotube peut étiksé comme « fils conducteur »
entre I'enzyme et le diamant. Une nouvelle these¢ &ébastien Ruffinatto, vient de débuter
sur ces travaux et tachera alors de répondre @&stdas questions posées. De nouvelles
expériences sont prévues en greffant des protéooesme le cytochrome C ou des
peroxydases. Le cytochrome C (figure V-11b) possdaies son enveloppe protéique une
grande quantité de lysines (figure V-11a), un aeiaené avec une chaine alkyle possédant a
son extrémité une fonction amine. Celle-ci peursajpermettre d’immobiliser de maniére
covalente cette protéine sur les nanotubes. Emcéea du fait de la présence de ces fonctions
amines sur I'ensemble de I'enveloppe, le cytochrdthgeut étre immobilisé avec des
orientations différentes. Or, certaines orientaipeuvent amoindrir ou empécher le transfert
électronique entre le centre prosthétique et lotdoe. Ainsi, nous projetons d'immobiliser
la micro-peroxydase (figure V-11c) possédant unaleséysine et donc un seul site de
greffage. En particulier, nous pouvons remarquer kgnveloppe protéique est trés faible
limitant alors la distance entre le centre actieatanotube.

a) Lysine: HoN amine libre

Micro-peroxydase

Cytochrome C

Figure V-11: a) Formule topologique de la lysine présentarnteatrémité de sa chaine une
fonction amine libre. b) Structure du cytochromev@c son centre prosthétique et son
enveloppe protéique contenant de nombreuses lyg0gsc) Formule topologique de
la micro-peroxydase avec son centre prosthétigua ptésence d’une lysine dans son
squelette.
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Conclusion

Cette étude a permis de démontrer que pour la prenfiis il était possible de faire
croitre des nanotubes de carbone sur la surfadeachant permettant alors la réalisation d’'un
matériau composite uniquement formé d’atomes deocar : diamant/nanotubes. L'utilisation
de ces nanotubes permet alors d’augmenter conBldgrant la surface spécifiqgue comme
pour les structures en nid d'abeille ou les nanmjgsi en diamant. Mais l'avantage de
I'utilisation des nanotubes est que ces derniensvgr@ servir de bras espaceurs pour
'immobilisation de molécules biologiques en unealseitape contrairement aux nanopointes
en diamant. De plus, ces nanotubes pourraientuéitireés en tant que « fils conducteurs »
entre la protéine et le diamant. Dans ce cas, d@reux travaux sont encore a effectuer avec
la thése de Sébastien Ruffinatto qui a débuté sbme 2008, sur la base de ces travaux.

Ce nouveau matériau composite nanostructuré offreatinbreuses applications dans
le domaine de I'électroanalyse. En effet, il oulaesoie pour la conception de biocapteurs
basés sur le transfert électronique direct permiettae détection sélective de cibles i. sans le
besoin d'un médiateur artificiel ou naturel etiiec un facteur d'échange d'électron, impliqué
dans le métabolisme, plus efficace (car non bask gliffusion).

De plus, étant donnée la grande surface développéeette nanostructure, il est
envisageable d'effectuer la détection de métausdkpar la méthode dite « Potentiommetric
Stripping Analysis ». Elle consiste a accumulermésaux sur les électrodes en appliquant un
potentiel de réduction électrochimique. Cette tamimm exige une grande surface spécifiqgue
pour la précipitation métallique. Elle a d’abore &éveloppée avec du mercure di a sa
propriété de former des amalgames avec d'autremumétt donc de les stocker). De ce fait,
la porosité intrinseque de la forét de NTC couplée bas courants de fond des électrodes de
diamant offrira de grandes potentialités.

Enfin, les foréts de nanotubes ont été démontréesme eétant biocompatibles,
efficaces pour la croissance de neurones et powtidaulation [21]. Mais, les tapis de
nanotubes manquent de stabilité mécanique surfacsude I'électrode avec notamment un
contact électrique résistif (d0 a I'interface éede/NTC). Cette stabilité mécanique peut étre
meilleure avec le matériau composite diamant/ndestul'efficacité du transfert électrique
peut étre aussi améliorée, permettant ainsi la uidition neuronale pour des études
d’interfacage avec des neurones. Des premiers asnbat d’ailleurs été pris avec Frangois
Berger, a I'Institut des neurosciences a Grenoble pealiser de telles structures.
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Les propriétés physico-chimiques exceptionnelles diamant font de ce semi-
conducteur un excellent candidat pour de nombreaggpkcations telles que I'électrochimie,
la bioélectroanalyse et la bioélectronique. Enteffe matériau présente toutes les propriétés
nécessaires afin de réaliser des biocapteurs dtioi@sces : le diamant est biocompatible et le

greffage d’entités biologiques par des liaisonsatentes sur sa surface est possible.

Ces aspects ont été clairement mis en évidenceadangnuscrit, soulignant ainsi la
pluridisciplinarité de cette these. Les différentmpitres se sont effectivement axés selon
trois domaines scientifiques cohérents :

- la physique via la synthése du matériau diamavec les différentes

meéthodes de caractérisation des couches (chapitre |

- la biologie via I'étude de la biocompatibilité desbstrats de diamant non

dopés et lourdement dopés au bore (chapitre 111)

- la chimie de surface via le greffage d’entités dmadues (chapitre V).

Ce travail de these représente une étude comglate de la synthéese du matériau
jusqu’a sa fonctionnalisation en passant par sacténisation. Dans ce contexte, la premiére
partie de ce travail, s’appuyait sur le savoirdaiie I'Institut Néel en terme de synthese de
diamant mono- et polycristallin via la « prise eaim» de la méthodologie de synthése et des

techniques de caractérisation (Cathodoluminescevé®, spectroscopie a effet Raman).

Cette appropriation était cruciale dans le sendaotnaitrise du matériau augure de ses
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propriétés finales (orientation cristalline, rugésidopage), primordiales pour une application
en bioélectronique (biocompatibilité, biofonctiotigation). J'ai ainsi participé a une étude
plus fondamentale dédiée a la synthese et a latéasation du diamant en collaboration

avec S. Ghodbane.

Mais aussi, il a été nécessaire de définir et depsbprier d’autres stratégies pour
caractériser finement les interfaces qui ont éignmsses a des milieux biologiques (AFM,

MEB) ou aprés fonctionnalisation (€électrochimiecrascopie de fluorescence, XPS).

Lorsque les échantillons de diamant sont lourdendamés au bore, ces couches
peuvent servir d’électrode pour I'électrochimiedetnombreuses applications sont désormais
possibles dans les domaines environnemental etcaleden effet, des travaux sont
actuellement en cours pour réaliser des électredediamant pour la neurostimulation ou
pour la fabrication de rétines artificielles. Néanns, méme si il a été démontré dans la
littérature que le diamant intrinseque demeuredrguatible, aucune étude n’a été effectuée
sur la biocompatibilité des électrodes de diamapedau bore.

J'ai réalisé cette étude a I'Université de McGill Montréal en effectuant des
expériences de culture cellulaire (adhésion etifgration des pré-ostéoblastes et des
fibroblastes) sur des échantillons intrinseque®@widement dopés au bore et de différentes

structures cristallographiques.

Dans un premier temps, j'ai pu montrer pour la peeenfois que les électrodes de
diamant polycristallin oxydées naturellement deraptirbiocompatibles : il n'a pas été
observé deffet cytotoxique du bore sur I'adhésims cellules. Néanmoins, l'influence du
bore a été démontrée sur la mouillabilité de serf&@e phénomene reste a étudier puisqu’il
n'a jamais été décrit auparavant, mais il peut ég@oitable afin de donner un éclairage sur
la physico-chimie attachée aux atomes de bore dacsu Des expériences complémentaires
sont toutefois nécessaires pour comprendre plypscgandeur ce phénomene.

La rugosité de surface des électrodes a égalenedt@iée, et jai mis en évidence
que celle-ci constitue un parameétre important &dhiésion cellulaire. L'adhésion est plus
importante sur des échantillons nanocristallins treamement & des échantillons
microcristallins. Le diamant nanocristallin constit donc un matériau d’avenir dans le

domaine biomédical pour la restauration des tissu$a surface de celui-ci.
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Dans un second temps, j'ai mené pour la premiéseufioe étude de culture cellulaire
sur des échantillons monocristallins, lourdemeraigiement dopés au bore, en fonction des
différentes orientations cristallines (100) et (L1Cette recherche constitue une approche
macroscopique fondamentale par la compréhensioradeésion cellulaire sur le diamant
polycristallin. En effet, elle permet d'étudier nfluence des différentes orientations
cristallines mais aussi de s’affranchir des joidés grains présents dans le cas du diamant
polycristallin. Cette approche renseignera alons I'elaboration de diamant polycristallin
orienté suivant les applications visées.

Aucun effet cytotoxique du bore n'a été observé lde I'adhésion cellulaire selon
I'orientation (100), alors qu’il semble y avoir unefluence de l'orientation (111) sur
'adhésion en fonction du dopage. Cependant, lssltais de prolifération des cellules
demeurent contradictoires avec ceux obtenus qu&atidésion puisqu’aucun effet n'a été

observé.

Des études complémentaires sont alors envisagiéed'afudier la force d’adhésion
des cellules par AFM sur les difféerents types datihions (poly- ou monocristallins) en
fonction du dopage. Ces résultats permettront a@estonfirmer ou d’'infirmer ceux obtenus

sur les échantillons monocristallins (111) lourdahdopés au bore.

Ces études de biocompatibilité du diamant dopé @e lsont novatrices dans la
communauté diamant puisque I'ensemble des étudedapies ont été effectuées uniquement
sur le diamant non dopé. De plus, elles sont adjour de toute premiere importance car
elles ont permis de démontrer que ce matériau po@ne utilisé en tant qu’électrode
implantable pour la neurostimulation. Le diamantlypastallin étant un matériau
biocompatible, des entités biologiques activegsefjue des oligonucléotides ou des protéines
peuvent étre greffés, tout en gardant leur activitdogique, sur la surface de celui-ci pour
réaliser des biopuces ou des biocapteurs. Ceg®mEuvent étre immobilisées de manieres
covalentes via difféerentes méthodes.

Dans ce manuscrit, j'ai mis en évidence la postbd'arrimer une molécule d’intérét
biologique, la biotine, via l'utilisation des setle diazonium. Le greffage de la biotine
constitue alors une voie générique pour la fonci@isation par diverses protéines amenant a

la réalisation de biocapteurs.
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De plus, cette molécule a été greffée de mani@adp sans structuration de surface,
grace a l'utilisation et a I'adaptation d’'une métkaléveloppée au CREAB pour la réalisation
de puces a ADN sur des lames dor: l'electrospgttiCes travaux dimmobilisation
électrochimique locale, qui permettent une indigickation des plots, sont pionniers sur

diamant.

Cependant, jai pu mettre clairement en évidence ¢utilisation des sels de
diazonium formait sur la surfacen film qui peut masquer les propriétés de surfdige
diamant, dont la biocompatibilité.

J'ai alors mené une étude sur I'immobilisation dewmplexe de ruthénium sur la
surface du diamant via les sels de diazonium.

Par une méthodologie originale de caractérisaastrochimique et de spectroscopie
XPS, jai pu démontrer I'existence d’'une trés boooeaélation entre les résultats obtenus par
ces deux techniques. L'épaisseur de ce film pewt éyalement contrdlée lors du dépbt

électrochimique par une méthode pulsée : la chroteogiométrie.

Néanmoins, contrairement a ce qui est décrit dandittérature sur le greffage
électrochimique via les sels de diazonium, jaiqhserver, par spectroscopie XPS, que le
complexe est majoritairement lié via des ponts aeocomplexe métallique situé en position
para vis-a-vis de la fonction diazonium a sans @aute influence sur la formation de ces
fonctions. Des expériences sont alors prévues ptudier cette influence en éloignant le
complexe du groupement diazonium en intercalant fdastions alkyles entre ces deux

entités.

Pour la premiere fois, un complexe métallique agéedfé sur la surface du diamant, et
celui-ci peut étre utilisé pour effectuer de I'éfechimieluminescence et méme réaliser des
biocapteurs. En effet, en utilisant un centre nligted osmium plutét que ruthénium, ces
complexes peuvent servir pour la connexion direatiee une enzyme, de type oxydase, et le
diamant.

Des syntheses organiques sont actuellement en pourséaliser ces produits.

Un biocapteur n’a cependant pu étre réalisé avdiidation des sels de diazonium.
En revanche, un biocapteur ampérométrique enzyoeiilg troisieme génération a pu étre

élaboré avec I'immobilisation d'une peroxydase pae voie de fonctionnalisation qui est a

212



Conclusion Générale et Perspectives

ce jour en cours de brevet. Notamment, des biopa@dd3N ont été réalisées par cette méme

voie de fonctionnalisation par greffage d'oligoréatides.

Enfin, j’ai ouvertla voie vers I'étude d’'un nouveau matériau compositiginal
uniguement constitué d’atomes de carbone : diamamdtubes. L'utilisation des nanotubes
permet d’augmenter considérablement la surfacafgpée comme pour les structures en nid
d’abeille ou les nanopointes en diamant. Mais l@s avantages des nanotubes réside dans
leur utilisation comme bras espaceurs pour I'imrigdtion de molécules biologiques. L'idée
centrale de cette approche est alors d’élaborebidespteurs dont le centre prosthétique est
directement connecté au nanotube.

Cette nouvelle structure composite est égalemeats tintéressante pour la
neurostimulation. Des premiers contacts ont aitéspés avec Francois Berger (GIN, Institut
des Neurosciences a Grenoble) pour utiliser célg-des expérienceés vivo sont prévues au

premier trimestre 2009.

Les résultats présentés constituent seulement xjefriences préliminaires car de
nombreuses questions restent en suspens quantstad#ité mécanique et au transfert
électronique a l'interface diamant/nanotubes. Cesnjers résultats ont permis d’ouvrir la
voie a une nouvelle these qui a débuté en octdl®8 avec Sebastien Ruffinatto que j'ai co-

encadré lors de son stage de master de recherche.
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Annexe A : Culture cellulaire

» Adhésion et prolifération cellulaire :

Apres nettoyage des échantillons polycristalling fwonocristallins), ces échantillons
sont introduits dans une plague a 24 puits. Enst® pl (ou 300 ul pour les échantillons
monocristallins) de milieu, correspondant a la égrcellulaire étudiée, sont incorporés dans
chaque puits avec des concentrations dé ddlules/500p! pour l'adhésion ou 2*10
cellules/500ul pour la prolifération cellulaire.

La méme quantité de cellules est aussi introduiémsddes puits ne contenant pas
d’échantillons. lls constituent la référence (lenttdle) puisque les plaques a puits sont
élaborées avec un polymere traité qui est biocatripatie marque BD Falcon™.

Puis, on laisse incuber les cellules sur les édltarg a 37°C dans une atmosphere a 5% de
dioxyde de carbone (G pendant le temps de I'étude (1heure, 2heured baures pour
I'adhésion ; 3jours, 7jours ou 11ljours pour la {féohtion). Dans le cas de la prolifération, il

nécessaire de changer le milieu tous les deuxo@ijturs.
v" Préparation des standards :

Afin de connaitre le nombre de cellules présentesles échantillons, une courbe
d’étalonnage est réalisée. On introduit dans uregua a 96 puits, 100ul du milieu

correspondant a la lignée cellulaire étudiée awscabncentrations en cellules différentes :

concentrations o | gy5 | 1250|2500 5000 10000 20000 30000 50000
(cellules/100pul)

Cette plaque a puits est aussi laissée sous incobpendant une heure.
v" Etude par colorimétrie :

Apres incubation des cellules sur les échantilleinke contréle, les échantillons sont
retirés du milieu et sont introduits dans des puitaitenant 500ul (300ul pour les
monocristaux) de milieu ne contenant pas de cslllta revanche, pour le contréle, le milieu

avec les cellules est retiré pour y ajouter 50@umilieu sans cellules.
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On introduit alors 10% volumique d’un réactif daque puits (contenant les échantillons ;
le contrble et les standards) qui va réagir avec#lules vivantes et colorer la solution. Le
réactif utilisé est un « Quick Cell Proliferatiorsgay Kit » de chez Biovision. Il contient des
sels de tetrazolium WST-1 qui se clivent en préseahes mitochondries des cellules pour
former du formazan, le colorant. Plus le nombreeltiles sur une surface est grand, plus la
coloration va étre importante.

On prend 100ul, du contréle et de chaque puitseramit les échantillons, que I'on introduit
dans des puits distincts de la plague a 96 pugstadards.

Enfin, on mesure I'absorbance de chaque puits x-ce@tant illuminés avec un faisceau
incident de 450nm de longueur d’onde.

A l'aide de la courbe d'étalonnage (absorbanceasttion du nombre de cellules), il est
possible de quantifier le nombre de cellules ssr dehantillons apres normalisation des

surfaces.

> Fixation des pré-ostéoblastes pour I'étude de hulomie :

Afin de pouvoir observer au MEB les cellules sus kchantillons, celles-ci sont
préalablement « fixées » : elles sont figées taugardant leur forme initiale (vivantes). Pour

cela plusieurs étapes sont nécessaires.

Aprés un jour d’incubation sur les échantillonsygaktallins, ces derniers sont introduits
dans une solution de 2,5% de glutaraldéhyde ddid @e cocadylate de sodium a pH=7,4,
pendant une nuit.

Puis, les cellules sont déshydratées : les éclmstisont plongés dans des bains successifs

d’éthanol dans I'eau avec des concentrations d&theroissantes :

% éthanol
dans I'eau

30 ‘ 50 ‘ 70 ‘ 80 ‘ 90 ‘ 95 ‘ 100
Puis, I'éthanol est substitué par de I'amylacépaiiele méme principe :

% amylacétate
dans I'éthanol

25 ‘ 50 ‘ 75 ‘ 100

Ensuite, I'amylacétate est retiré par la méthode die « Critical Point Drying » : les
échantillons sont introduits dans du dioxyde déaae liquide a 42°C et a une pression de
1300 PSI (~90 bar).
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Enfin, les échantillons avec les cellules sont iigés : un dépbt successif d'or et de

palladium est réalisé.

» Milieux utilisés en fonction des lignées celluésr:

Fibroblastes (Ratl)

Pré-ostéoblastes (MC3T3)

DMEM

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium

+ 4,5 g.I' D-glucose

+ L-glutamine

+ sodium-pyruvate

+ Peniciline/Streptomycine

+ 10% FBS (Foetal Bovine Serum)

aMEM

Minimum Essential Medium alpha

+ L-glutamine

+ 2,2 g.I* bicarbonate de sodium

+ Peniciline/Streptomycine

+ 10% FBS (Foetal Bovine Serum)

Sans:

* acide ascorbique
 desoxyribonucléosides
* ribonucléosides
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Annexe B : Caractérisations XPS et microscopie déubrescence

> X-ray Photoelectron Spectroscopy (XPS)

Cette méthode de caractérisation est particulienensensible a la surface des
échantillons. Elle est donc parfaitement adaptae pétude de molécules immobilisées sur
une surface. L’échantillon est placé en face d’'soerce de rayons X sous ultravide 10
torr). Les rayons X arrachent les électrons de®aux de cceur des atomes. Seuls les
électrons arrachés aux atomes de la surface et siébburface (3 a 10 nm) sont émis dans la
chambre. Les électrons éjectés possedent ainéralities énergies cinétiques, caractéristiques
de chaque type d’atome et elle est décalée («sh¥t en fonction de I'environnement
chimique auquel cet atome est lié. Ceci permesalbdentifier également les atomes voisins
et le type de ces liaisons avec I'atome excitéfiguare B-1 illustre le mécanisme d’éjection

des photoélectrons.

a) Source de rayons X

Al Ka
analyseur :
1
|
' Photoelectron
1
1
\ .
Photoelectrons }
1
\\\ 1
N
échantillon . l
1

Figure B-1: Principe de la spectroscopie XPS.

La relation entre I'énergie cinétique et I'énerdie liaison des électrons émis par un
atome donné, peut étre modélisée par I'équation :
Ex=hv-Eg-® Equation B-1

Avec : E : énergie cinétique de I'électron éjecté
hv : énergie de la source des rayons X
Es : énergie de liaison de I'électron du niveau dercce

@ : travail de sortie du matériau
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Nous avons pu caractériser par XPS les moléculeffégs sur différentes surfaces
avec Jean-Charles Arnault au LIST (CEA de Saclay).
Le systeme utilisé est equipé d'une source de may¥nde 1486,7 eV (anode AIK
monochromatisée) et les énergies des photoélectsons mesurées par un analyseur
hémisphérique situé a 51° par rapport a la nor@ddéesurface lorsque I'échantillon n’est pas
tilté.

En tiltant ce dernier, il est alors possible deidumer I'épaisseur de caractérisation de
la couche et donc de rendre plus sensible la érsation au niveau de la surface.
Les spectres présentés dans le cadre de ce travhiété réalisés a différents angles
d’analyse : en incidence normak=61°) (figure B-2a), avec un tilt de I'échantillale 15°

(6=66°) (figure B-2b), et de 308€81°).

a) Normale & la surface b)
N ]
ES analyseur 6o+ /N
analyseur i
51° !
<
/////;//// 0° 15° [ LTS ; 15°
’
6=51° :

Figure B-2: Principe de la caractérisation XPS a differerdsgles d’analyse: a) en
incidence normalede51°), b) avec un tilt de I'échantillon de 158466°).

Avant |'étude spectrale, les énergies de liaisoné&é@ référencées sur or avec le pic
Au4f;;, localisé a 83,6 eV. Puis, apres un spectre glabed, spectres haute définition de
chaque plage d’énergie sont pris autour du niveaweadur de différents atomes, avec une

résolution de 0,5 eV.

La procédure de déconvolution des différents speclr été effectuée a I'aide d’un
logiciel « peakfit » apres lissage de ces spediesr extraire les composantes des zones C1s,

N1s et du doublet Ru3d, nous avons utilisé la fonaile Voigt avec une largeur a mi-hauteur
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de la lorentzienne de 0,2, 0,6, et 0,24 eV respatient. La largeur de la gaussienne a été

considérée comme un parametre ajustable.
Enfin, pour des mesures semi-quantitatives, lessapus chaque composante ont été

calculées et leur ratio par rapport a l'aire totahe été reporté en tenant compte des sections

efficaces de chaque élément

> La microscopie de fluorescence

La microscopie de fluorescence est une méthodeudetérisation de choix pour nos
études de reconnaissance. En effet, elle estdrasbde (figure 1-23), elle permet de comparer
les résultats et de suivre I'évolution des congmste fluorescence. Cependant, cette méthode

de caractérisation n’est pas quantitative.

Dans le cas de nos surfaces de diamant fonctie@eslipar la biotine, nous avons
utilisé la streptavidine-R-phycoérythrine (SAPE)lpoaractériser la présence de la biotine en
surface. La SAPE est constituée de la streptavigieamettant la reconnaissance biologique
avec la biotine, et d’'un fluorophore, la phycoérytb. Cette derniére est excitée par un
faisceau de lumiére dans une gamme de longueunsle’'située entre 496 et 565 nm, et elle
émet alors a 578 nm.

Deux étapes sont nécessaires avant la révélatida deconnaissance biologique entre la
biotine et la streptavidine :
1- Le blocage de la surface avec une solution de B®Aife Serum Albumin) pendant

dix minutes, puis ringcage au PBS

2- La reconnaissance biologique entre la biotine imitisg@e sur la surface et la SAPE,
pendant dix minutes dans le noir, puis ringage B8 Bt enfin le dép6t d’'une lamelle

de verre sur I'’échantillon.

La premiere étape consiste a bloquer un maximumsitks d’adsorption non

spécifiques situés a la surface du diamant. Ménteedimmant est réputé étre un matériau sur

" J. H. ScofieldJournal of Electron Spectroscopy and Related Phemarh976 8, 129
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lequel I'adsorption non spécifique est tres faibketie étape est nécessaire pour augmenter les
contrastes de fluorescence.

Puis, la deuxieme étape de reconnaissance s’affeletas le noir afin d’éviter que le
fluorophore ne perde son activité.

Enfin, la révélation est réalisée a l'aide d'un rogzope a épifluorescence équipé
d’'une caméra CCD, sous une lumiére verte, aveguesissements allant de 1,5x a 40x, et
des temps d’accumulation différents (de I'ordrelaelizaine de millisecondes). Les images
des plots sont prises et leurs intensités de fhomm@ce sont mesurées par le logiciel Image Pro

Plus.
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Annexe C : Etude XPS de I'électrolyte support (NByBF,)

Le greffage d’entités sur la surface du diamant @actrochimie via les sels de
diazonium s’effectue dans un électrolyte supportistitué d’'un solvant, I'acétonitrile, et
d’ions, le tetrabutylammonium tetrafluoroborate (NBF; = NBw," + BFy) (figure C-1).

Nous pouvons voir, pour le tetrabutylammonium (MBula présence d’atomes d’'azote et de

carbone pouvant interférer avec nos analyses.

NE BFy

Figure C-1: Formule topologique du tetrabutylammonium tdtrafoborate
(NBwBF; = NBw" + BFy).

Afin de vérifier que les atomes de ces ions n'wimment pas lors de la
caractérisation XPS, nous avons alors effectué wur méme échantillon une série
d’expériences.

Dans un premier temps, apres greffage du complexeuthénium sur la surface d'un
échantillon diamant, celui-ci n’a pas été rincésrsgiché a l'air.

Puis, cet échantillon a été caractérisé par XPS.

Dans un second temps, une deuxieme caractérisXiR$h a été effectuée apreés rincage

abondant a I'acétonitrile de ce méme échantillon.

Nous distinguons sur le spectre large la présehrge domposante trés importante du
fluor, avant rincage, provenant des fluors du fketoaoborate (BE) (figure C-2). Une

transition Auger est méme observée. Puis, apréage ces deux composantes disparaissent.
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Figure C-2: Spectres XPS globaux obtenus avant (rouge) etsapnoir) rincage d'un
échantillon de diamant fonctionnalisé avec le caxelde ruthénium.

En ce qui concerne le tetrabutylammonium, les zspestrales N1s et C1s ont éte

étudiées (figure C-3).
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Figure C-3: Spectres XPS dans la zone a) N1s et b) Clsnabtavant (rouge) et apres
(noir) rincage d'un échantillon de diamant foncti@mlisé avec le complexe de
ruthénium.

Dans la zone spectrale N1s, nous pouvons notefeguélectrons de cceur de I'azote
de 'ammonium possédent des niveaux éleves eniérgtges a 402,6 eV, ce qui correspond
a des énergies qui se situent au-dela de cellatiéésnu (figure C-3a). En revanche, les
électrons de cceur des carbones des chaines apjgdsgdent des niveaux d'énergie situés

dans la zone d’analyse (figure C-3b). Ainsi, laedls peut étre interférée par ce cation.
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Cependant, nous distinguons, dans les deux cas Igppaone N1s ainsi que la zone C1s) une
diminution trés importante aprés rincage de cex demposantes avec une totale disparition
de celle située a 402,6 eV, dans le cas de la goeerale N1s. Nous avons donc conclu que

celle attribuée aux carbones du cation était néghtge apres rincage de I'échantillon.

Il ne faut donc pas tenir compte des atomes decléllyte support dans I'étude XPS,

lorsque les échantillons ont été rincés abondamment
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Le diamant dopé au bore pour la bioélectronique :
Biocompatibilité et Fonctionnalisation

Résumeé :

Afin de réaliser des électrodes pour des applinaten bioélectroniques, des couches minces
polycristallines et homoépitaxiées d’orientatioh8q) et (111) de diamant dopé bore ont été
synthétisées. Celles-ci ont été obtenues par dapphase vapeur (CVD — Chemical Vapour
Deposition) assisté par plasma micro-onde puisct&iaées par spectroscopie Raman,
cathodoluminescence et Microscopie Electroniqualaygge (MEB).

Une étude préalable de la biocompatibilité du disinen fonction de différents paramétres
(dopage, rugosité et orientation cristalline) a édalisée par culture de deux lignées
cellulaires : fibroblastes et pré-ostéoblastes.

Les électrodes de diamant ont également été fonclsées avec la biotine qui a été greffée
en plusieurs étapes, de maniére locale par electtosy via les sels de diazonium.
L'utilisation d’'un complexe de ruthénium, fonctialisé par des sels de diazonium, a permis
de démontrer que I'épaisseur du film électrogémdadt maitrisée par chronopotentiométrie
d’apres les analyses XPS et électrochimique.

Enfin, une nouvelle structure hybride nanotubescdebone/diamant a été réalisée afin
d’utiliser les nanotubes comme bras espaceur gogrelffage de la biotine.

Mots clés :Diamant dopé bore, biocompatibilité, bio-fonctiatisation, electrospotting, sels
de diazonium, biotine, nanotubes de carbone

Boron Doped Diamond for Bioelectronics:
Biocompatibility and Functionalization

Summary:

In order to produce electrodes for bioelectronicpliaptions, polycrystalline and
homoepitaxial (100) and (111) Boron Doped DiamdoBBD) films were synthesized. Those
films were grown by Microwave Plasma enhanced ChahW¥apour Deposition (MPCVD)
and characterized by cathodoluminescence, Ramatrepeopy and SEM.

First, diamond biocompatibility was studied accoglito different parameters (doping,
roughness and crystalline orientation), through théture of two different cell lines:
fibroblasts and pre-osteoblasts.

BDD electrodes were locally functionalized with tiioin several steps, using electrospotting
of diazonium salts. Chronopotentiometry, througk #lectrografting of aryl diazonium-
derivatized ruthenium-complex, allows controllinget electrogenerated film thickness as
demonstrated using electrochemical and XPS chaizatiens.

Finally, a new hybrid structure carbon nanotubesfaind was realized and nanotubes were
used as spacer arm to graft biotin.

Keywords: Boron doped diamond, biocompatibility, biofunctimation, electrospotting,
diazonium salts, biotin, carbon nanotubes



