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Chapitre | : Objectif de la thése

De nos jours, il existe une forte demande de disfsnalytiques permettant une détection
intégrée d’entités biologiques, fiable, rapide et golteuse. Dans le cadre de cette these qui s’es
effectuée en collaboration entre le département ABXS (Micro et Nano-Systeme) de I'Institut
d’Electronique Fondamental (IEF) et le Laboratdietéines et Nanotechnologies en Sciences
Séparatives de la Faculté de Pharmacie de ChaMakapry, nous avons désiré développer la
réalisation d’un capteur pour de la détection tdeasible et spécifique de protéines.

L’objectif est d’élaborer un biocapteur en utilisda trés haute sensibilité des micro-résonateurs
de type micro-poutres en silicium monocristallimski que la spécificité de greffage et de
reconnaissance protéinique. Ce microsystéme painsa permettre la détection spécifique d’entités
biologiques a I'état de traces afin de diagnostigue maladie a son tout premier stade ou de détect

les biomarqueurs dans des liquides complexes cdmsagg ou I'urine par exemple.

Les micro-poutres en silicium sont particulieremadaptées pour la détection ultra-sensible de
masse. En absence d’amortissement, la fréquenc@stmancefr d’'un résonateur mécanique

dépend de sa constante de raideat de la masse effective du résonataur

k :
fr = %ﬂ\/% Equation .1

L’adsorption d’especes chimiques ou biologiques iffeodette raideur et augmente la masse : la
fréequence de résonance est donc modifiée ainsilegéi@cteur de qualité. Nous verrons dans le
Chapitre 1l que beaucoup d’équipes utilisent des microbalaacgsartz ou des résonateurs en
silicium pour détecter cette adsorption. Ainsgst possible de détecter des variations de fréguenc

extrémement faibles%izloﬁ). Nous pouvons remarquer que pour détecter de faibtes

variations de masse, la masse du résonateur deitl&@tplus faible possible, ce qui implique
I'utilisation de micro-résonateurs mécaniques deetynicro-pont ou micro-poutre de tres faibles
dimensions. Le silicium est un matériau particeieent adapté de part ses propriétés de dureté €
de viscoélasticité. Il a ainsi été montré qu'ilietmssible de détecter sous vide des variations de
masse ultimes de T8y avec ce type de micro-disposififan06]. Néanmoins, les interactions
biologiques nécessitent généralement la présengee gghase liquide, ce qui est particulierement
défavorable aux performances de sensibilité : lidisgement di a la viscosité du milieu fait chuter

le facteur de qualité de ces structures de man@rsidérable.
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Chapitre | : Objectif de la thése

Afin de coupler la sensibilité et la spécificité Bemesure, lI'idée innovante, inspirée des travaux
d’'une équipe ameéricain@®@ur07], est de développer une structure vibrante dofluige d’intérét
passe a l'intérieur de la poutre en silicium dags canaux hermétiques, permettant ainsi de trawaill
sous vide et de s’affranchir des problemes d’assrthent mécanique des structures et donc de

maintenir des valeurs élevées du facteur de quEigére 1.1).

NN

Figure 1.1 : Schéma d'une micro-poutre avec canaldidique

Pour augmenter la sensibilité du biocapteur lorsadmesure de la fréquence de résonance apres
greffage des biomarqueurs, il est important d’awniie amplification de masse significative.
Comme la masse des protéines d'intérét est troplefi dans notre cas, les anticorps de
reconnaissance seront fixés sur des nanoparticuiegoueront alors le rbéle d’amplificateur de
masse. Les nanoparticules devront alors a leurdadsorber a I'intérieur de la poutre a la surface
des canaux sur le complexes d’anticorps et d’anéigéle capture: ce systeme permettra d’obtenir
un immuno-essai de type immuno-sandwiEig@re 1.2) visant a obtenir une variation de masse
importante ainsi qu’une variation de la frequencaé@s®nance élevée et donc une détection ultra-

sensible et spécifique.

Plaque de Silicium

Figure 1.2 : Schéma d’'un immuno-essai de type immuwisandwich sur surface de silicium avec nanopartides
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Chapitre | : Objectif de la thése

L’objectif est bien d’établir des liaisons covalestentre la surface du silicium et les protéines et
ainsi d’avoir une spécificité¢ de greffage des prn&® sur silicium. Mais il est chimiquement
impossible de lier directement des protéines asumiace de silicium. Par ailleurs, le greffage de
protéines sur des surfaces solides peut étre tléboapte-tenu de la nature métastable de beaucouj
de protéines ainsi que de leur grande variété dprigtés physico-chimiques. L’interaction de la
protéine sur une surface solide sans revétementepardiner sa dénaturation et conduire a une
perte de sa fonction biologique. Pour pallier cebfgme, il a été envisagé de fonctionnaliser
chimiquement la surface des canaux, c'est-a-direréer sur celle-ci des groupements chimiques
particuliers qui pourront former un lien covalentea les protéines a greffer. Cette opération
consiste a greffer un organosilane sur le silicnimn des liaisons Si-O-Si qui se créent entre la
surface de silicium et le silane. Pour pouvoir abten greffage biologique robuste et performant a
I'intérieur de la poutre, le greffage d’organosilaest réalisé dans une phase liquide afin de
fonctionnaliser directement a la surface des camiula poutre en éjectant le liquide réactionnel
dans la poutre.

Nous avons voulu développer un biocapteur dédiés @pécifiquement a la détection d'un
biomarqueur de la maladie d’Alzheimer. Certainsquaurs, comme le peptide amyloidg 242,

qui est responsable de la formation des plaguakesgésont présents dans le cerveau des personne
atteintes de maladies dégénératiyjes12]. Ce biomarqueur de la maladie d’Alzheimer, est
également présent a un taux extrémement faible lésnéchantillons sanguins. Il n'est donc pas
détectable dans le sang par la méthode de référactoelle, 'immuno-essai de type ELISA
[Har02] [Isr12] [Mot95]. Or il est d’'une importance cruciale de pouvoiaghiostiquer une
pathologie neurodégénérative a un stade tres peéot effet, a I'heure actuelle la détection, du
peptide amyloide B 1-42 nécessite le recours a une ponction du lgaé&phalorachidien, qui est
réalisée chez des patients présentant des signa&giek correspondants déja a un stade avanceé d
la maladie. Ceci nécessite inévitablement une pamé&dmbaire, geste médical extrémement délicat,
réalisé dans un environnement médical spécifiquatant ainsi; (i) la possibilité de réaliser un
suivi physiopathologique rigoureux a l'aide de ogrqueurs, (i) la possibilité de diagnostiquer la
pathologie a un stade précoce avant que ne surviedas lésions neurologiques irréversibles, (iii)
la possibilité de mettre en place une prise engehtrérapeutique optimal©tt08]. C’est pourquoi

ce biocapteur permettant la détermination du taangsin d’A3 amyloide 1-42, est d’'un grand
intérét pour ce type de pathologie neurodégénératiiutilisation d’un capteur ultrasensible est
donc indispensable. C’est a cette protéine que nous sommes plus particulierement intéressés

dans cette étude.
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Chapitre | : Objectif de la thése

Pour développer le biocapteur, il est nécessaimmaitriser chaque étape de la conception. Elle est
composeée de trois axes: (i) la fonctionnalisatibimique pour permettre une spécificité de greffage
biologique des protéines, (ii) le greffage biologigpour réaliser un immuno-essai dédié a la
détection et la quantification du biomarqueur ciltdepeptide amyloide A 1-42, (iii) ainsi que la
micro-fabrication du dispositif vibrant. La stratégdoptée tout au long des travaux de these est
illustrée par l&Figure 1.3.

Micro-fabrication

statique
o ) puce test
fluidique v
v conception
. de la poutre
silanisation
puis |
oxydation réalisation de
canaux
statique
fluidique [* Y
scellement de
canaux
greffage
d’anticorps

A4

A 4

immuno-essai

micro-poutre

Figure 1.3 : Schéma de stratégie adopté pour lesdvaux de these

Dans une premiére partie de ce manuscrit, nousroeésrle principe de fonctionnement des
capteurs intégrables couramment utilisés pour tactién de biomolécules et comparerons leurs

performancesCGhapitre I1).
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Une seconde partie de ce doctorat a consistercidonaliser chimiquement la surfadéh@pitre

[lI'). Dans un premier temps, elle a été réalisée &% slurfaces planes de silicium (une
fonctionnalisation en mode statique). Aprés avoitinigé les conditions de greffage de
I'organosilane, la fonctionnalisation chimique peite accomplie sous condition fluidique. La
silanisation réalisée sous flux permettra de napgnocher de la configuration finale, c’est-a-dire
de l'utilisation de micro-poutres creuses commetaays. Pour cela, une puce fluidique test est
fabriquée par les techniques classiques de mitnéettion. Cette puce est utile pour I'étude de la
fonctionnalisation chimique en condition fluidiqee pour des caractérisations physico-chimiques
de la surface du canal. En effet, il s’agit de iséaldes canaux fluidiques dans une surface de
silicium présentant des dimensions compatibles &vémrgeur des faisceaux d’analyse et la limite
de résolution des techniques de caractérisatidisags (microscopie optique, XPS, FTIR), une
largeur supérieure a celle des canaux du micro-eésonfinal. De plus, afin de pouvoir accéder a
la surface du canal pour effectuer des observatiptiques, le capot est transparent et amovible.
Apres avoir décrit les notions de reconnaissan@eifspue d’entités biologiques, les différents
modes d’'immobilisation des protéines sur les sedafonctionnalisées, ainsi que quelques
exemples d’applications a la détection de protéipesr le développement de laboratoires sur
puces, nous avons ensuite étudié sur ces surfacesiohnalisées le greffage biologique des
anticorps Chapitre IV). Il a d’abord été validé sur des surfaces plaleesilicium fonctionnalisées.
Par ailleurs, afin d’évaluer la possibilité de déte le peptide amyloidepAl-42, nous avons réalisé
un immuno-essai de type immuno-sandwich. Les résultbtenus permettent ensuite d’envisager le
greffage en condition fluidique dans la puce tEstparalléle, pour pouvoir réaliser I'amplification
de masse dans le micro-résonateur vibrant, noussagiéveloppé une méthode de greffage des
protéines sur des nanoparticules magnétiques.

En parallele de l'optimisation des conditions dectmnnalisation de surface et de greffage
biologique, la conception de la poutre ainsi queésdisation sont entrepriseSHapitre 1V ).Nous
avons essayé au cours de cette these de réalisgrecde structure “tout silicium’ afin d’avoirru
facteur de qualité important. Les développemerthrielogiques effectués pour la réalisation du
dispositif de type résonateur a canaux enterrést ss@élé difficile. En effet, il s’agit d’un prodé

de fabrication complexe nécessitant une grandeisaatt’un grand nombre de procédés (dépbts de
matériaux, structuration par enrésinement de réspm®tosensibles, lithographies et gravures). Il
était important en premier lieu de définir toutes €tapes de micro-fabrication de la poutre vilgrant
afin de concevoir les masques de lithographie sé@ies a la fabrication du biocapteur. Concernant
la fabrication, aprés avoir dessiné les masquesegadl’utilisation d’'un logiciel, nous avons di

d’abord développer un procédé de fabrication desayganaux, puis une technique de scellement
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étanche de ces derniers. Ainsi dans les dispodiifi®&quipe de Burg, le scellement des canaux est
assuré par le collage d’'un substrat de verre swubstrat SOI (Silicon On Insulator) contenant les
canaux Figure 1.4). Mais ce procédé d'élaboration implique une grandétnse de l'alignement
des deux substrats. Dans notre cas, apres quedgties de collages non concluantes, nous avons
opté pour une croissance de film au niveau de ddaseémergente des canaux contenus dans un
substrat SOI. Usubstrat de type SOI contient une couche de sliterrée permettant contréler la
gravure en dehors du motif de la poutre. Les étapemntes consistent en une gravure localisée de
la structure vibrante du micro-résonateur grace &duche de silice enterrée dans le SOI. Le
processus de fabrication de micro-canaux et |dérdiites des résultats préliminaires obtenus en
vue de la fabrication du micro-capteur de type poutsonante ont été détaillés. Enfin, le procédé
complet d’élaboration de la micro-poutre vibrantté@présenté.

Nous verrons donc dans ce manuscrit les trois déésde qui constituent des briques essentielles a

assembler pour I'élaboration du dispositif completdétection d’'un marqueur biologique.

£ -

@)

s

7 g ==

®) ©

Figure 1.4 : Schéma de stratégie de fabrication agué I'équipe de Burg pour la fabrication de micropoutre a
canaux enterrés (a) gravure des canaux sur un sulbat SOI et le scellement hermétique par le collagé’'un
substrat sur le substrat SOl contenant les canawb] gravure de la face avant du résonateur, (c) libétion de la
poutre par gravure de la face arriére du SOI
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Chapitre Il : Etat de I'art sur les capteurs biolagues

Dans le domaine de la biologie, contrairement gueenous retrouvons souvent dans le domaine de
la chimie ou de la physique, il est indispensaldecdupler la détection ultra-sensible et ultra-
spécifique. Ainsi, il est fréquent de rencontrenglda littérature des records de détection ultra-
sensible mais, en biologie, il s’agit tout aussinbde devoir détecter des traces mais en plust il e
nécessaire de détecter I'espéece d'intérét parmidumego d’autres. Il est encore plus difficile d’ieol
celle-ci dans des fluides complexes comme le sartuone par exemple. Aussi, il nous a semblé
important de présenter dans ce chapitre, quelquesm@es de capteurs utilisés couramment dans le
domaine de la biologie en nous limitant toutefaig eapteurs facilement intégrables puisque ce que
nous visons est bien de réaliser de véritables dhioes sur puce. Nous commencerons par
présenter les capteurs les plus spécifiques, airsbs capteurs électrochimiques. Puis, nous
décrirons les modes de détection utilisés lorsques rsouhaitons détecter une espece de maniere
ultra-sensible. Enfin, nous décrirons de manier@eunplus détaillée, les différents types de micro-

résonateurs utilisés pour la détection d’espeadsdigues.

|- Capteurs de haute spécificité en biologie : lesapteurs électrochimiques

Le développement des biocapteurs nécessite I'atibar de transducteurs spécifiques et d'un
eélément de reconnaissance moléculaire. Les deureéld doivent étre intégrés dans un seul
dispositif permettant de doser directement l'amlgtintérét sans I'ajout d’autres réactifs ou de
prétraitement de I'échantillor{fFigure 1l. 1). Le capteuragit alors en tant que détecteur,

convertissant I'évenement de reconnaissance maiéeuwtn un signal facilement mesurable. Les
biocapteurs sont munis d'une reconnaissance maléeulqui correspond a un systéme de
reconnaissance spécifiqgue de l'entité a détedierfabrication de ce dernier nécessite donc une
fonctionnalisation de surface du capteur. Bien éwielet la fonctionnalisation de surface d'un

biocapteur est envisagée en fonction de la chimikedtité biologique a caractériser : ce poinaser

approfondi dans I€hapitre 111 .

Parmi les différents capteurs permettant d’idesttifa présence d’entités biologiques et de les
guantifier, les biocapteurs électrochimiques soxtréemement attractifs car ils permettent en
travaillant a différents potentiels ou courantsndilyser la présence de différents constituants.

Les biocapteurs électrochimiques peuvent étre amnp&riques, potentiométriques, ou

conductimétriques.
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Figure 1. 1 : Représentation schématique d’un bioapteur

[.1- Biocapteurs ampérometriques

Le principe de détection des biocapteurs ampérauéls repose sur la mesure du courant généré
par une réaction d’oxydo-réduction entre une ébeletrde référence, généralement en platine et une
électrode sur laquelle est fixée une enzyme réactie changement de l'intensité du courant
obtenu pour un potentiel fixé, informe sur la ci@ade charges dans le milieu. Ce type de capteurs
existe depuis plusieurs dizaines années et sonttemaint suffisamment fiables pour étre
commercialisés a grande échelle.
Prenons I'exemple de la mesure du taux de glucass tb sang, utile a de nombreux patients
diabétiques. Certains biocapteurs sont commeréglgar la société Yellow Spring Instruments
Company (Ohio). Ceux-ci exploitent la réaction d’oxydo-uétion existant entre la glucose
oxydase et l'oxygeneg(Figure IlI. 2). En effet, la conversion de D-glucose (substrat) en
gluconolactone (produit) est détectée électriquerselon les réactions suivantes :

Substrat + @— produit + B0, Equation 1.1

H,O, » 2H + O, + 2¢ Equation 11.2

La concentration en glucose présente dans le mémudirectement liée a la variation de la

concentration en hydrogene ou a celle de I'oxyg@oeluit lors de cette réaction. En mesurant le

courant d’oxydation induit par les électrons sur é@hectrode de platine polarisé a + 0.7V par

rapport a une électrode de référence Ag/AgCl, tila@ssi possible de mesurer la concentration en
peroxyde d’hydrogene. Ce biocapteur permet une raetgiconcentration de glucose de I'ordre de
1 a 45mM. L’'enzyme, la glucose oxydase, est coefie@tre deux membranes, I'une est du

polycarbonate qui est perméable au glucose, I'aagteeomposée d’acétate de cellulose perméable
aux molécules de taille égale au peroxyde d’hydregéa réponse de ce capteur est linéaire.
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Figure II. 2 : Principe d’un biocapteur ampérométriques avec une membrane enzymatique pour la déteatialu
glucose [Esil2]

Depuis le premier prototype crée en 1962 par Clatkisyons[Cla62], ce dispositif a permis de
détecter du sucrose, du lactose, du L-lactate, alactpse, du glutamate, de la glutamine, de la
choline, de I'éthanol et du métharjdafo4]. Ainsi, dans le domaine médical, cette techniqu&ta é
intégrée dans des systemes simples utilisés papatents souffrant de diabétEidure 1.3 a).
Dans ce type de systéme, les électrodes sont elinect présentes sur des bandelettes a usage
unigue permettant la collecte de I'échantillon dag[Wan01]. Cette technologie non intrusive
développée par I'Université de Californie (San FHsowm) a permis a I'entreprise Cygnus
Therapeutic Corporation (Redwood City, CA.) de is&l une montre mesurant le glucose dans le
sang via le liquide interstitiefFigure 1. 3 b) [Smi09]. Il s’agit d’'un dispositif transdermique
intégré dans une montre appelée GlucoWatch : lammaliffuse un courant électrique pour extraire
les molécules de glucose de I'organisme et cettetréttransport a travers les pores de I'épiderme
est détecté par un patch adhérant a la peau. Ldrenafiiche ainsi en temps réel le taux de
glycémie grace au patch qui transmet I'information.

Ce capteur est a présent extrémement mature etirestutile a de nombreux malades. Mais,
rappelons que la détection du glucose est relatwmerfavorable a la mesure ampérométrique.

Celle-ci ne peut actuellement étre utilisée poutdtection de toutes les entités biologiques
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Figure Il. 3 : a) Glycomeétre avec bandelette testqur glucose b) montre glucowatch de Cygnus Inc., Rievood
City, CA, USA avec patch [Cygnus]

|.2- Biocapteurs potentiométriques

Les biocapteurs potentiométriques reposent surtiectién du changement de potentiel a courant
constant, la mesure de la différence de potentizelt &ffectuée entre une électrode de référence e
une électrode de travdbhin98] [Konc07]. Le principe de mesure est alors tres semblabkdla
présenté par Igigure II. 2.

Dans la littérature, nous pouvons rencontrer cifiées entités biologiques a détecter. Il peut s’agi
d’enzyme mais également de cell@fegure Il. 4). Le choix de I'électrode détermine le mode de
mesure. En effet, le capteur peut étre sensibfeHad la présence de fluorure ou de sulfure, de CO
ou d’ion ammonium via des électrodes a gaz disdmss capteurs potentiométriques permettent la
détection de micro-organismes, ou d’anticorps maaye€ une enzym&ad9o6].

Prenons exemple le capteur a électrode de Séveusglilgpermet de détecter le g@issous dans
une solution aqueuse grace a une variation du pal.variation de pH est détectée par
I'intermédiaire d’'un gel de carbonate de sodiumtepn dans une membrane en téflon. Il permet de
détecter une concentration minimum de’Dde CQ dissous dans le sang lors de tests médicaux.
Il faut néanmoins noter que les biocapteurs paiamirigues sont moins rapides, moins sensibles,

moins précis que les biocapteurs ampérométriques.

@ @ Membrane sélective
vAnCl NHa‘.'H*
@ Aalba Coucha d'anzyma
@ @ e I HPU
Solution
= Jaminnssge Substrat d'slumine
interng
Membrane sélactiva
~ NHHT
BT
K' - cation (AL . X
“~~.Couche d enzyma_~
A‘ - anion (3) Type conventionnel tHed (B) Type filaire (€) Type plan

Figure 1. 4 : Principe d’un capteur potentiométrique et schémas de différentes géométries de biocapte
potentiométriques [Deb10]
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|.3- Biocapteurs conductimétriques

Pour les biocapteurs conductimétriques, la détecst réalisée par lI'intermédiaire de la mesure de
la variation de I'impédance électrique entre ddextéodes sur lesquelles un bio-récepteur est lié e
réagit avec I'analyte a quantififbeb10]. Rappelons que la conductance électriGud’'un corps

(en Siemens), qui est I'inverse de I'impédancepegportionnelle a la surfacet a laconductance
spécifique ou conductivité, caractéristique du conps(en siemens/cm) et inversement
proportionnelle a la longueur du conductéur,

518

| Equation 11.3

La conductivité est proportionnelle a la concemtratle I'électrolyte. Elle permet donc de mesurer
les variations d’especes chargées produites lorgédetions enzymatiques. La mesure de la
conductance est réalisée par un courant alterpatif empécher les effets de polarisation des
électrodes qui pourrait entrainer une électrolysenechangement de résistance du milieu. Il existe
différents modeles de cellules de conductimetre. dadlules de laboratoire sont ainsi faites d’une
structure en verre avec plaques de platifgufe Il. 5). Pour ce qui est des cellules
conductimétriques industrielles, elles sont soitélactrodes annulaires concentriques, soit a
électrodes colinéaires, ou a électrodes planediglaga Afin d’étre plus résistantes, elles sont en
carbone ou encore en acier inoxydable.

De nombreux brevets ont été réalisés pour descapipins dans le domaine biomédical, pour la
détermination de la quantité de glucose dans le sandgns 'urindHu85] [Tos85]. Mais, il est

difficile dans ce cas de rendre la mesure réellés&ectivdDeb10].

J epoxy film

working electrode

reference electrode

glucose layer

\ B glass film
N

A

Figure 1. 5 : Schéma d’'une cellule conductimétriqe [Kim01]

22



Chapitre 1l : Etat de I'art sur les capteurs biolagues

Ainsi, nous venons de voir que les capteurs élelstnaiques sont extrémement utilisés dans le
domaine médical et dans les laboratoires d’analysea: développement est relativement important
et extrémement attractif pour de nombreuses apigita Cependant, il faut identifier le courant et

le potentiel de réactions spécifiques di a de neudas especes et isoler électriquement les signau

significatifs.

[I- Capteurs ultrasensibles dans le domaine de laiblogie

[I.1- Détection optique

En biologie, la plus ancienne technique pour olesenne préparation est de I'éclairer avec une
lampe. Les molécules présentent dans le milieugrdwalors interagir avec la lumiére en absorbant
certaines longueurs d’ondes de la lumiére émisgbdervation est réalisée soit par microscopie en
lumiére directe en provoquant un déphasage desisdymineux, soit par microscopie en contraste
de phases en émettant de la lumiére a une autgeidan d’'onde que celle d’origine, soit par
microscopie confocale a fluorescence.

Pour la détection des entités biologiques dansrdisux complexes, la méthode la plus classique
est le marquage par une sonde fluorescente. DitiEsesondes fluorescentes peuvent étre utilisées
comme marqueurs biologiques. Ainsi les fluorophgresvent étre des molécules organiques, des

protéines auto-fluorescentes, ou des quantums dots.

[1.1.1- Détection utilisant des molécules fluorescdes

Le principe repose une interaction ligand-analydesg traduit par une émission de fluorescence.
En effet, la détection par fluorescence reposdascapacité qu’a une substance chimique d'émettre
de la fluorescence apres excitation. En regle géméles fluorochromes ou fluorophores sont des
composés constitués de plusieurs noyaux aromatigoagigués ou de molécules planes et

cycligues possédant des liaisandls possédent les propriétés d'absorber de gémarmineuse et

de I'émettre sous forme de lumiére fluorescente i@uend'émission), qui se caractérise par

I’émission rapide d’un photon. C’est le retour denholécule a son état fondamental qui induit

I’émission de la fluorescence.
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La révélation de l'analyte peut étre liée a I's@iion d’'un anticorps secondaire marqué avec une
sonde fluorescente. L'interaction peut égalementtraduire par I'expression d’'une protéine
naturellement fluorescente, comme la GFP (Greenré&sgent Protejn Les fluorophores se
divisent en deux catégories : les fluorophoresnséques et les fluorophores extrinseques.

Les fluorophores intrinséques sont naturels. dtuient les acides aminés aromatiques, les flavines,
les dérivés pyridoxals ou les chlorophylles. Leriréene de fluorescence intrinséque des protéines
est dO aux résidus tryptophane, tyrosine et ph&amjte : la présence de ces acides aminés
implique une cyclisation et une émission de fluoeese Figure Il. 8).

Les fluorophores extrinseques sont additionnégéhéintillon pour produire de la fluorescence. lls
sont utilisés lorsque la molécule d’intérét n’est gaiorescente. Dans ce cas, deux types de
fluorophores existent. La fluorescence peut neépi@sdde a une liaison covalente entre les entités
biologiques et le fluorophoreFigure 1.7 a), comme l'acide 8-anilino-1-naphtalenesulfonique
(ANS), l'acridine Orange et le bromure d’éthidiuta, DAPI et 'hoechst 33342. Néanmoins, les
fluorophores avec lien covalent restent les plugsramment utilisés. Les plus connus sont les
rhodamines, les fluorescéines (par exemple la FlTeC3hlorure de dansyl et les cyaninEg(ire

[I.7 b). Dans ce cas, les fluorophores peuvent étrealigsprotéines par les groupements amino,

thiol ou carboxyles présents dans la séquencedigudi de la protéine.

NH SO H B
P> HN NH,,
) N
ACHB 2N

N(CH), .
*HGI N+
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Br N[CH3)2

Tetramethylrhodamine
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Mo f O ‘ o\

HN=C i O ﬁ‘“z Ehght! /N\Cr‘ﬁa acl

C —NH, i £ SQ,CI
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Figure 1. 6: Exemples de fluorophores extrinséquesa) sans lien covalent, b) avec lien covalent [ToR]L
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Figure 1. 7 : Phénoméne de fluorescence pour la GFen présence de Tyrosine [Toul2]
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11.1.2- Détection utilisant des quantum dots
[.1.2.1- Description du principe
Trés utilisés en biologie, les boites quantiques“quantum dots” sont tout simplement des

cristaux semi-conducteurs de dimensions nanoméfriqae2nm a 10nm présentant des propriétés

de fluorescence ajustables par le contréle dedieumétreHil12] (Tableau II. 1).

Type de Quantum dots Diamétre (nm) Emission (nm)
CdSe 1.9-6.7 465-640
CdSe/znS 2.9-6.1 490-620
CdTe/CdS 3.7-4.8 620-680
PbS 2.2-9.8 850-2100
PbSe 3.5-9 1200-2340

Tableau Il. 1 : Propriétés de quelques quantums dots

La faible taille des boites quantiques leur confésepropriétés de puits de potentiel. Il existesii

un confinement dans les trois dimensions de |'esphes électrons et des lacunes quantiques.
L’excitation d’'un quantum dot par un rayonnementégrur (laser ou la lampe UV d'un
microscope) entraine la création de paire d’élestreinde lacunes : il en résulte une émission de
photons dont la longueur d’onde d’émission corredpanl’énergie de recombinaison entre les
niveaux fondamentaux de I'électron et de la lacéngtre d’exemple, laFigure Il. 8 nous montre

les spectres d’absorption et d’émission de nargiaark de CdSe obtenus a partir d’'une excitation
dans le proche UV en fonction de leur taille.

Les boites quantiques ont un spectre d’émissiosi aisoit que celui d’'un atome et un spectre
d’absorption équivalent a celui d'un cristal. Cegpiétés sont des avantages pour l'utilisation des
guantums dots comme sonde dans le domaine biokgiga plus, les matériaux dont ils sont
composeés permettent une incorporation dans toudggssd’environnement en particulier les
milieux aqueux. lls peuvent aussi étre modifiésnsguement ce qui leur confere une forte
spécificité. Les boites quantiques peuvent aing Bfes a la protéine a quantifier par attraction
électrostatique, hydrophobe, par un greffage parlidésons covalentes, ou par accumulation de

nanoparticules.
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Figure Il. 8 : (a) Spectres d’'absorption et d’émis®n de nano-cristaux de CdSe de différentes taillasbtenus a
partir d’'une excitation dans le proche UV, (b) Miseen évidence de I'accordabilité de I'émission desno-cristaux
de CdSe en fonction du diametre [Efr96]

[.1.2.2- Quelques exemples de détection par quantudots

Dans le cadre de la détection d’entités biologiguesgreffage chimique d’antigenes avec les
guantum dots (mis en contact dans un milieu aqueerthet de repérer dans un milieu complexe la
présence de la molécule d'intérét. Ceux-ci sonliséf dans le cadre d’analyses biologiques
communément appelée immunofluorescence. Il a étérénqu’avec une concentration de quantum
dots de 0.96nM, il est possible de détecter le ighan marqueur biologique d’'une tumeur
ovarienne a une concentration de 4.§Mb05]. Dans le cadre d’essai in vitro, nous pouvong cite
les travaux de Geissler, qui ont permis de quantiéi biotine avec une limite de détection de 24pM
[Geil0].

Les boites quantiques sont également particulieneagaptées a la détection in-vivo ultrasensible.
Ainsi il a été possible de détecter in vivo, deargum dots greffés a la PSMA (Prostate-Specific
Membrane Antigen) dans I'épithélium de la prosi@&ao04]

Depuis 2001, il a aussi été démontré qu'il étaggide de détecter une molécule unique dans une
cellule vivante. Néanmoins la sensibilité de la mnesest toujours réduite par le bruit optique de la
cellule méme et la fluorescence est détruite lordadenesure[Schall] [Dub02] De plus, la
détection par boites quantiques est sujette a aebreuses controverses. Ainsi, la taille des
guantums dot est tellement faible qu’elle posepteblemes d’interaction et de pénétration dans les
tissus biologiques. En ce qui concerne la détectmmrincipal probléme lors de l'utilisation de

boites quantiques est son instabilité a cause perta du signal de fluorescence.
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11.1.3- Détection par plasmon de surface

11.1.3.1- Description du principe de détection paiplasmon de surface

La résonance plasmonique de surface dite SPR (®uAERsmMon Resonance) est une méthode de
détection répandue permettant une analyse quardgitah temps réel des biomolécu[€no02].

Elle repose sur la détection des changementsrdichki de réfraction au voisinage immédiat de la
surface d'un métgFigure Il. 9 a). Le phénomeéne de résonance plasmonique de sulépemdant

de la constante diélectrique du métal : le métdl atgssiquement de l'or, de l'argent, de
I'aluminium ou du cuivre, avec un rayonnement a lomgueur d’onde adaptée (entre 400 et 1000
nm) [Mit06] .

La surface d’'un substrat métallisé est illuminée ya faisceau de lumiere polarisée. Cette fine
couche de métal est riche en électrons. La péiwgtrale 'onde évanescente dans le matériau
conducteur produit une onde électromagnétiquesstmde paralléle a la surface du métal. L'onde
générée se propage, et un plasmon est créé. Cerpdéaest di au fait que les photons de I'onde
évanescente entrent en résonance avec les nuagésrbues du métal ou du plasmon. L’'onde
incidente est par ailleurs réfléchie suivant un efigljui dépend du milieu greffé a la surface du
métal. Par ailleurs, l'intensité de l'onde réfléehtaractérisée par un indice de réfraction, est
directement proportionnelle a la concentration dgea. Le faisceau réflechi va présenter une
chute d’intensité avec un angle défini, I'anglerdsonance. La variation de I'angle de réfraction
peut étre observée de fagon non invasive en teégbsomme une parcelle de signal de résonance
en fonction du temps grace une détection optiqu&®dde réfléchie [figure II. 9 c).

A I'heure actuelle, la détection par plasmon ddamer atteint une limite de détection de 1Xfl

et la masse limite détectable est de 0.5 & 5ng poerrégion sensible de 5% Scal0] De
plus, la détection par plasmon de surface est figdde. David G. Myszka a montré une
reproductivité sur 384 essais, réalisée avec l@Enent SPR Biacore SR1, pour la détection des
enzymes CA Il avec une limite de détection de1(QMyis04].

La SPR a trés vite été commercialisée sous le roBiatoré [Bial2]. Cette technologie permet
de visualiser en temps réel les interactions edggeentités biologiques contenues dans un systéem
micro-fluidique (cellule fluidique contenant un gme recouvert d’'une couche d’or). Les anticorps
sont d’abord immobilisés sur le prisme puis leslydaa (antigenes) sont introduits dans la cellule
fluidique : le greffage des antigénes modifie altes propriétés de réflexion de la surface du

prisme.
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Figure 1l. 9 :a) Schéma du principe d’'un biocapteura résonance plasmonique de surface avec celluleidique b)
image obtenue par une camera CCD apres un cycle deeffage c) courbe de détection d’un cycle de greffe
observable sur un biocapteur de surface [Scal0O] &xemple de détection par SPR pour grille de quatre
nucléotides LNA a différentes concentrations exposé de I'ARN [Sin99]

De la SPR discontinu existe également. Pour cettenique, différents analytes ou gamme de
concentration peuvent étre analysés sur un mérsmemrace a la création d’'une matrice de spots a
la surface du prismd=igure 1l. 9 a, b et c) Pour fonctionnaliser les lames du plasmon de seyfac
des spots peuvent étre déposés & la surface deucafst 50purha lcnide maniére automatisée
grace a l'utilisation d’'un robot avec des aiguilthsposées en série, des nano-gouttes pouvant étre

transférées depuis une plaque de micro-puits contéemsondes a déposer.
11.1.3.2- Quelques exemples de détection par plasmale surface

Une matrice de 100 spots parzanété utilisée par L. Grosjean pour réaliser uitatle immuno-
essai afin de quantifier de la protéine d’'IgG deiraanti-hCG. Ce modéle a permis de détecter
spécifiguement une concentration minimum de 200ndhtitorps. Ce sont des prismes recouverts
d’or et de NH-pyrrole et de la protéine d’lgG-F1@i fpurnissent une quantification de la protéine
HEL pour une gamme de concentration de 2.5uM a 1[5k 05].
Pour Ning Xia, deux canaux micro-fluidiques ont ftiériqués dans une lame de verre recouverte
d’'un dépoét d’or afin de détecter des marqueursadeadladie d’AlzheimefNinl10]. Les peptides
amyloides A& 1-40 et A3 1-42 ont ainsi pu étre détectés a des concentsatierd.02nM a 5nM en
mode dynamique par linjection des analytes a dfiantdans les canaux. La couche dor a
préalablement été fonctionnalisée chimiquement ppermettre un greffage spécifigue des
fragments amyloides a la surface du capteur. Aiesilimites de détection pour ce systéme ont été
de 3.3pM pour le fragment 1-40 et 3.5pM pour le fragment3A-42, avec une gamme de
guantification pour les amyloides comprise ent@20M et 150 000nM. A titre de comparaison, un
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test immunologique classique de type ELISA (princgéfini dans leChapitre 1V), qui est
consommateur en temps et en réactifs a une limitetietion comprise entre 5 & 20pM.

Depuis peu, il est possible d’'utiliser des nanapalgs métalliques (en or ou en argent) grefféles a
surface d'un prisme pour réaliser de la résonankesnmnique localisée (LSPRLial2].
L'utilisation de nanoparticules métalliques perm@btenir un confinement de la résonance et ainsi
d’augmenter I'intensité de I'onde réfléchie. Cegiaa exemple été utilisé par L. Guo pour la mesure
de la concentration de thrombifteuol1] [Guol2] Des nanoparticules d’or de 50 nm de diameétre
ont été greffées sur un substrat de verre recod®RTES. Des aptameres d’ADN de trombine ont
été incubés a la surface de la lame de verre peumgitre de fixer la trombine. Cette technique a
ainsi permis de détecter une concentration de tnoentd® 10 g/ml & une longueur d’onde comprise
entre 680 et 780nm. Le méme auteur a réussi a damladimite de détection de cette protéine en
réalisant un immuno-sandwich : 1%/mL [Guo12]. Pour M. Fransconi, la résonance plasmonique
a permis de quantifier de l'insuline humaine etttdiadre une limite de détection de 0.5pM
d’anticorps Ins-AljFral0]. D’Agata a également utilisé des nanoparticules dfin de réaliser une
détection sélective et ultrasensible d’acides ngo&s peptidiques (ANHPag08]. Une sensibilité

de 1fM a alors été obtenue.

[1.2- Micro-capteurs de type microbalance a cristalde quartz

[1.2.1- Description du principe

Cette détection repose sur les propriétés mécaniduieuartz qui est un matériau piézoélectrique.
En effet, le quartz est un matériau cristallin atrigpe : les liaisons existantes entre les ions de
silicium et les ions d’oxygéne présentes dans ilatrde quartz se déforment, le déplacement de
I'ion d’oxygéne induisant la formation de chargesifiees et négatives. Ainsi, en appliquant une
déformation mécanique sur le cristal de quarty, al création de dipbles électriques se traduisant
par une différence de potentiel lorsque les déftiona mécaniques apparaissent. Par I'application
d’'un champ électrique, une détection est alors iplesgrace la variation de la fréquence de
résonance d'un cristal piézoélectrique lors delé@mentation d'une masden. Pour des capteurs
biologiques, cette masse est constituée lors dedtmtion d’entité sur la surface du cristal. Malgr
la taille importante des dispositifs et donc laeual élevée de la masse du cristal, la bonne
sensibilité de la microbalance a cristal de quERZM) est essentiellement dle a son facteur de

qualitéQ trés élevé.
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Energie stocké¢périoded'oscillation _ f,
Energiedissipégpérioded'oscillation  Af_g4g Equation 11.4

Q=-2n

Avec Af 34 est égale la largeur de bande du systémka fréquence de résonance.
Pour un résonateur de quali€@,doit typiquement étre supérieure a 100, étant la variation de
masse minimale pouvant étre détectéemetla masse de l'oscillateur, il s’en suit la redati

suivante :

m
Mmind—= Equation I1.5

La relation liant la fréequence d’oscillation dustal de quartzAf, ayant une fréquence propfea
la variation de masse détectée a la surface dialcdise quartzAm, avec une surface d’adsorption,
A, est décrite par I'équation de Sauerbji®gu59]:

2 Am

— —6
Af =-2.26%10"f e Equation 11.6

Généralement, les microbalances a cristal de gsartzdes objets de forme circulaire de quelques
centaines de micrometres recouverts d’'une électmuétallique d’or ou de platine d’'une épaisseur
de 100nm déposée par évaporation ou pulvériséfigure Il. 10a). Dans le cadre d’'un immuno-
capteur, la surface d’électrode est recouverteadtouche adaptée pour permettre le greffage des
anticorps et des analytes a quantifier, comme ugnpére [Nor0O9] ou un silane[Olill]. La
microbalance a quartz peut étre intégrée danselhdecfluidique[Zha07].

Une microbalance a quartz est composeée d’électmdeshacune des faces du dispodHifgre II.

10 a et 9. Lorsque que les électrodes sont dites en boaéntral, les deux électrodes sont
symétriques, disposées au centre de chacune dssdaceéte relié électriquement entre elles par les
bords du quartgFigure Il. 10 a). La seconde géométrie consiste a disposer leaasrélectriques
directement en face arriére de la puce, ce quidileiphénomeéne d’effets de bdFdgure II. 10 c).
L’électrode en face arriere permet la mesure deétpuence de résonance alors que I'électrode qui
est en face avant permet la mesure de I'incrénientde masse.

Les QCM sont précis, ayant des oscillations stabtesapables de détecter des changements de
masse de l'ordre du nanogramr¥aol0]. Les modeles commerciaux se présentent avec un
module d’acquisition des donnégsgure Il. 10 b). Parmi les plus utilisés nous pouvons citer les
modeéles vibrant 27MHz de la compagnie Initium®ndont la limite de détection est de 30pg soit
600pg/cM pour un variation de fréquendd égale & -1HZInn20]. Mais, elles sont difficilement

intégrables.
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a) b) c)

Figure 1l. 10 : a) Schéma de la face avant et arrié d’une microbalance a cristal de quartz [Chil2]p) et c)
microbalance a quartz commerciale vibrant a 27-MHZInn20]

[1.2.2- Quelques exemples de réalisation par micradance a quartz

P. Kao a utilisé une microbalance a quartz de 2%{épaisseur et de 5x5nfnopérant & une
frequence fondamentale de 62MHz pour mesurer lataotesd’absorption de I'albumine de sérum
humain (HSA) [Kao08]. L’étalonnage de dispositif a permis de détecter lal HSA a des
concentrations de 148pmol/L. En comparaison avecdigpositif commercial opérant a une
fréquence fondamentale de 5 MHz, ce dispositif g¢hes changements de fréquence 170 fois plus
importants et un rapport signal sur bruit 20 foisspjrand pour un film de HSA saturé.

F. Caruso a compareé les performances de QCM opé&nan¢ fréquence fondamentale de 9MHz et
de QCM opérant a une fréquence fondamentale 27Mtdz pne immobilisation d’ADNCar98].

Les QCM sont recouverts d’un film d’or et d’'un teanent chimique permettant le greffage de
l'avidine a leur surface. Il a été noté que la wihalance a quartz vibrant a une fréquence de
27MHz permet une détection limite de 9ngfcators que la microbalance & quartz vibrant a une
fréquence de 9MHz permet d’'obtenir une détectionité de 30ngc Ce méme auteur a quantifié
le nombre de couche d’ADN sur une microbalance artguopérant a une fréquence de résonance
de 9MHz recouverte d'diCar97] dans I'air et en solution. Ainsi une variation defléquence de
résonance dans l'air de 60Hz+9Hz a été mesuréespwndant a une masse d’avidine de 52ng+8ng
Plus récemment, C. Yao a permis de détecter 2.3ng/i/mmunoglobuline E avec une
microbalance a quartz vibrant a une fréquence HR) sur laquelle des aptaméres ont été greffés
[Yao10].
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Des nanoparticules peuvent étre employées pourifeengh sensibilité de détection. Ainsi dans
'étude de ShigeryKur03], des billes en latex recouvertes d’anticorps agessent avec des
antigénes présents dans une fraction de sang CM @is en contact de la solution mesure les
oscillations de la fréquence dles a l'agglomératies billes de latex ou au changement de
viscosité et de densité de la solution. Une mideize a quartz vibrant a une fréquence de 9MHz a
été utilisée pour détecter des anticorps monoclof@iP) dans une gamme de concentration de 1
a 100ng mf. Récemment, des nanoparticules en or ont ét&éedi comme amplificateur de la

masse détectée lors de la quantification de I'anigOMP85, impliqué dans la ménindiked12].

[1.3- Micro-capteurs & ondes acoustiques de surface

[1.3.1- Description du principe

Ce principe de détection repose sur la variatiofad=lérité d’'une onde acoustique dans le milieu
dde a un déphasage entre une voie de référenceeevaie de mesure. La variation d’ondes
acoustiques a la surface du capteur est détectéla paesure de la fréquence. En effet, I'onde
acoustique issue d'une excitation électrique radimfence est sensible a son environnement.
L'utilisation d’'un matériau piézoélectrique est daliccar I'application d’'un champ électrique
oscillant crée une onde élastique qui déforme lenaa : la propagation de 'onde est mesurée par
un champ électrique issu de la création des chatges la déformation du piézoélectrique. Les
ondes peuvent se propager dans le matériau ows@rfiece du matériau : le micro-résonateur est
alors appelé résonateur a ondes de volume (BAWésonateur a ondes de surface (SAW). Le
biocapteur de type ondes de surface est constituédlibstrat en quartz recouvert d’électrodes sur
lequel est greffé une couche sensible a la molécible (Figure II. 12). Les électrodes étant
congues par un systeme interdigité, I'applicaticuméd tension alternative a I'entrée du capteur
permet de créer des effets de compression et disigra qui vont se propager tout au long du

substrat.

= ¥
é—) |I|| Ligne a retard I||| é@ >
A )
4 _+ Couche spécifique l_l_l_l_u:—xw_‘

a) b)

Figure Il. 11 : Schéma de principe d’'un capteur a ndes acoustiques de surface avec transmetteur T,cepteur R
et la couche de matériau spécifique déposée surligne a retard a) avant b) aprés propagation [EIfOP
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En déposant un composé organique a leur surfaceilrosystémes a ondes acoustiques peuven
étre des capteurs de mafs&97], souvent d’humidit¢Lil2] car ils sont sensibles au changement
de surface du a I'absorption d’entités sur la ceusdnsible. Les mesures de masses peuvent étre ¢
quelques dizaines de nanogramme$/@mplusieurs microgrammes/émPour les applications
biochimiques, les ondes d’acoustiqgues de surfaitisent généralement le mode de Rayleigh.
L’énergie acoustique est alors concentrée dangpaisseur égale a deux fois la longueur d’onde a
la surface du matériau piézoélectrique. Les ondesgénéralement une amplitude 10A et des
longueurs d’'onde dans une gamme comprise entre 10 microns. Classiquement, les
microsystémes a ondes acoustiques opérent a dgefrées comprises entre 25 et 500MHz. Bien
gue sensible aux changements de surface, un capteudes acoustiques de surface est peu adapt
au milieu liquide. Il peut exister des problemespaete du signal en particulier dans les liquides

visqueux.
11.3.2- Quelques exemples de détection a ondes astigues

Les ondes acoustiques ont pour la premiere foisigeen 1997 de détecter de I'immunoglobuline
G de souris pour des concentrations comprises 8xit6% & 1x10° mol en utilisant un systéme
excité a 110MHz avec une couche de polymere sex{8it97]. Depuis, différents travaux ont été
menés pour la détection de composés chimiquesgladiés utilisations dans un milieu gazeux ou
liquide, en particulier dans le laboratoire de Eigtation du Matériaux au Systéeme a Bordeaux. Par
exemple, des capteurs sur des substrats de geadaverts d’une couche de silice et encapsulés
dans une cellule rectangulaire en téflon ont éféctfés[Tam02]. Pour palier le probleme de
mono-utilisation du dispositif, I'équipe de Trappréalisé une cellule micro-fluidique encapsulée
par un polymere pouvant étre enlevé et rendamiajpgeur réutilisablgTam03]. L.A Francis a
eégalement pu réaliser un dispositif fluidique esiré SU §Fran06]. La méme année, la société S-
Sense a été la premiére a étudier I'encapsulatocagteur a ondes acoustiques par du PDMS, ur
résultat renouvelé par |. Stoyano en collant unveotle de PDMS sur une couche guidante de
silice [Stoy06] (Figure 1l. 12) et par V. Raimbault sur une puce a onde de L®ae08] (Figure Il.

13). Depuis, cette technologie a été adopté pougddsation d'immuno-essai. Ainsi, Konstantinos
Mitsakakis a dernierement réalisé une plateformer gaudétection de marqueurs cardiaques
[Mit11] (Figure 1. 14) .
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Figure Il. 12 : a) Image et b) schéma du dispositifnicro-fluidique du microsystéme a onde de surfacencapsulé
par du PDMS [Sto06]
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Figure Il. 13 : Schéma de réalisation d'une puce andes de Lowe avec revétement en PDMS [Rai08]
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Figure Il. 14 : Schéma de réalisation d'une puce andes acoustiques avec 4 micro-canaux [Mit11]
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[1l- Micro leviers comme micro-capteurs en biologie

Les microsystemes électromécaniques dits MEMS @Jitiectro-Mechanical-Systems) sont des
structures combinant des éléments mécaniques asgcirtuits électroniques de commande. lls
comprennent la fonction d’actionnement, permetti@antconversion de I'énergie électrique en
énergie mécanique, et la fonction de capteur gtectk les variations d’amplitude de vibration
[Swor08]. Les MEMS couvrent de nombreux domaines d’appboattels que la mécanique ou les
télécom. lls ont également permis de nombreusesatioms dans le domaine qui nous intéresse,
I'analyse chimique, biologique et médicale. En gffies capteurs de types micro-leviers ou poutres
permettent la détection d’entités biologiques.

L’adsorption d’especes sur une poutre modifie sagatéristigues meécaniques et physico-
chimiques. La raideur et la masse de la poutre samgi modifiées. En régime statique, la
modification des contraintes mécaniques induitéeeda micro-poutre et la couche sensible aprés
adsorption entraine une variation du rayon de agerbt donc une déflexion de la poutfégure

[I. 15 a), [Mou0OQ] [Bat01] [Dat99]. Dans le cas du régime dynamique une modificatieria
masse effective de la microstructure induit nédems@nt une variation de la fréquence de
résonancéFigure Il. 15 b), [Kim02] [Bal00] [Bet0O0].

a)

Figure Il. 15 : a) Déflexion de la poutre, b) Varidion de la fréquence de résonance [Tat98]

l1l.1- En régime statique

En I'absence de forces gravitationnelles, magnésique électrostatiques et en supposant qu’'une
seule surface de la poutre soit recouverte pamleche sensible, I'adsorption préférentielle de

I'espéce cible par la couche crée des différeneeteisions internes entre la couche sensible et le
levier, et provoque ainsi la déflexion de la pouBans ce cas, la déflexion peut atteindre une
valeur maximum de 1000n{itat98], mais est souvent limitée a 100nm dans le ca®dsdrption

de gouttedBodO06]. Il existe différentes techniques de mesure diefexion d’un micro-levier en

mode statique.
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[11.1.1- Technigues de mesure de la déflexion

[11.1.1.1- Mesure optique de la déflexion

Cette technique est largement utilisée pour lesastopes a force atomique (AFNIGCarlO]
(Figure II. 16). La déflexion de la poutre est mesurée en positiohna faisceau laser sur la face
supérieure du levier ou une lumiere est réfledhi@ngle de réflexion dépend de la courbure de la
poutre. L’amplitude de déplacement du micro-leumplique alors la variation d’'un photo-courant
sur le détecteur. Malgré la grande précision d&egaesure, la mesure par déflexion laser pose un
probleme du fait du grand encombrement de banqugti

Photodiode

Cantilever

Figure 1. 16 : Mesure de la déflexion par méthod®ptique [Carl0]

[11.1.1.2- Mesure intégrée de la déflexion par détion piézorésistive

Le principe de la détection piézorésistive consistieposer des piézorésistances a la surface de la
microstructure afin de convertir le mouvement mégaaide la micro-poutre en un signal électrique
[Ken02b] ou en dopant localement le silicium (le siliciurttment dopé p est un matériau
piezorésistif). Ainsi, la résistance électriquerdatériau dépend de la contrainte appliquée. Cette
technique est précise et facile a mettre en ceuune :piste piézorésistive peut étre implantée a la
surface du silicium, au niveau de I'encastrement geemple. Les différentes résistances en

présence peuvent étre montées en un pont de Wiresfisiag01] [Van03] [Rog03] (Figure 1.
17).
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Figure 1. 17 : a) Dispositif intégré avec pont daVheatstone b) détection de la déflexion [Tha00]

[11.1.1.3- Mesure intégrée de la déflexion par détion capacitive

Ce principe de détection consiste a mesurer lacit@pentre la poutre qui constitue une armature
mobile d’'un condensateur et une armature fixe. figt,@¢oute flexion de la poutre modifie le gap
inter-électrodes du condensateur et ainsi la vatluta capacité. La mesure de cette capacité
présente entre les deux électrodes est alors elinectt liée a 'amplitude de la déflexifba01]
[Dav00] [Yi02]. Différentes configurations de disposition ded@tode existe : I'électrode peut
étre co-planaire au levier ou disposé en peignavdritage pour cette derniére configuration est

d’augmenter la valeur de la surface active.

[11.1.1.4- Mesure intégrée de la flexion par détedbn piézoélectrique

Pour les capteurs a microstructures mobiles, kgffézoélectrique direct permet de détecter des
déplacements de l'ordre du nanomdiRm03] [Yi02] [Ada03]. Pour ce type d’application, un
matériau piézoélectrique, typiquement de I'oxydezilec ou du titano-zirconate de plomb, est
déposé en film mince sur la surface de la microtire (Figure Il. 18). La déflexion de la
structure mobile génére une contrainte dans le fiigzoélectrique induisant I'apparition de
charges. Ce mode de détection est peu utilisé ahe rstatigue a cause des courants de fuite
importants.

couche piézoélectrique

‘,.-f"

contraction

poutre

Figure 1. 18 : Principe de la détection I'actionnenent piézoélectrique [Duf04]
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[11.1.2- Quelques exemples de réalisation

Quelgue soit I'entité biologique a détecter, laface de la poutre est fonctionnalisée chimiquement,
puis une entité cible est greffée : 'analyte arifi@r est alors capturée a la surface de la &irac
Ainsi, dans le cadre de la détection de la moléanigue, un premier pas a été réalisé par R. Mc
Kendry, avec une poutre de 500um de long et 100gnarde. Il a alors été possible de détecter
'adsorption de 12 brins d’ADN, correspondant a déélexion de 8.1nfKen02] (Figure 1l. 19 a).

La détection a éteé faite grace a I'injection deisoh d’analytes via des capillair@sigure 1l. 19 b).

a) b)
Figure Il. 19 : a) Schéma de micro-poutre apres gfféage et b) image de I'incubation des micro-poutregdans des
capillaires contenant les solutions d’ADNKen02]

Dans le cadre de la détection d’ADN, C. A. Savral®eeloppé un systeme de poutres en nitrure de
silicium fonctionnalisé d’aptameres T4d§av04] Il a été montré qu'une injection de 500pM
d’ADN-Tagq donne une déflexion de 32nm correspondamte tension de surface de 9.6%40m.

En 2001, Guanghua Wu a détecté lors de l'adsorm@fPSA par un banc optique la déflexion
d’'une micro-poutre en nitrure de silicium recouged’or aprés la fonctionnalisation par un
compose disulfide et le greffage de PSA de chemtehaiman[Wu01]. La mesure de la déflexion
est réalisée dans une cellule a débit constangdilé salin permettant de maintenir les protéines
dans un milieu physiologique et a l'aide banc ditedién laser Figure Il. 20). Le dispositif a
permis de quantifier une gamme de concentratio@.2keg/ml & 60ug/ml. De plus, il a été montré
gu'une poutre de silicium de 600um de long, 40umaidge et 0.65um d’épaisseur permet de
détecter des concentrations minimum de 0.2ng/niP&A alors que les tests cliniques ne peuvent
détecter une concentration de fPSA inférieure dmMhg

Parmi les dispositifs alliant la détection et lég@rvation du milieu biologique, nous pouvons citer
les travaux de Ryan R. Anderspdndll] : 'auteur a encapsulé une micro-poutre dans dM®&D

pour détecter I'adsorption de la BSA a différents pH
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Figure Il. 20 : Schéma expérimental de la chambreelmesure et d’'un micro-résonateur en forme de YWu01]

K.M. Hansen a réalisé des poutres avec une dooblgibnnalisation de surface : une face de la
poutre est en silicium permettant d’étre fonctidizea par des organosilanes pour greffer des
protéines, l'autre face est recouverte d'or peramttcette fois-ci d’étre fonctionnaliser par des
thiols pour greffer des brins d’ADMan05]. En utilisant une poutre de 600um de long, aprés u
greffage de 55ng/ul d’ADN simple brin, la poutreparmis de distinguer le greffage d’ADN
complémentaire de longueur de 9 a 20 bases corrdapba des concentrations de 3 a 6uM. Par
ailleurs, sur la seconde face cette méme poutee eie possible de détecter une concentration de
fPSA de 0.2ng/ml. Cette idée est reprise par H. &aades poutres d’or fonctionnalisées avec un
thiosilane pour la quantification de péroxydaseRP) des protéines d'adhésion cellulaire (CaM) et
des protéines AChBP a une concentration de Mi[ao07].

L’effet de la structure chimique de la micro-pousr la détection de la thyroxine a été étudié
[Hil08]. Plusieurs mélange d’or et d’argent ont été dépa@séa surface d’'une poutre avec une
épaisseur de 150nm et ont été exposé a un antiderpgpe immunoglobuline : les proportions de
50% en or et 50% en argent ont permis d’obtenméglleure déflexion. En exploitant ce résultat,
les chercheurs ont détecté jusqu'a 0.1nM de Tétathyronine (T4), ce qui est en dessous de la
limite de détection effectué en laboratoire lorgetts ELISA (limite de détection de 3.2nM).

G. Shekhawat a démontré qu'un systeme MOSFET pdentiiflection d’'une poutre de nitrure de
silicium uniquement recouverte d’or (1.5 a 2um digpeur) et 200 a 300um de long avec une
meilleur détection qu’un systeme piézoélectriqueapacitif traditionne[She06](Figure 1l. 21).

Le transistor qui est placé entre 2 et 4um de $& bole la poutre fournit une fréquence de résonance
variant entre 100 et 150kHz. La détection de b&éfindes concentrations variant entre 100fg/ml et

100ng/ml a été possible pour des déflections dairtks a 150 nanometres.
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Figure Il. 21 : A) Schéma de systeme de micro-powtravec détectioMOSFET, B) réponse détecter par dans le
drain MOSFET durant le greffage de la protéine, C)éponse détectée durant la déflection de la pout{&he06]

[1l.2- En régime dynamique

[11.2.1- Description du phénomeéne

Un résonateur se compose d’'une partie mobile danptopriétés mécaniques renseignent sur les
différents modes de vibrations. Le paramétre deatién utilisé est la frequence de résondnpci

résonateur. Cette fréquence de résonance dépesd denstante de raidekr et de sa masse
effectivem [Lav04] [Var08]:

m Equation 1.7

L’'absorption d’espéces chimiques ou biologiques iffmda constante de raideur et la masse
effective du résonateur. Ces variations entraineatmodification de la fréquence de résonance. En
mesurant la différence de fréquerntk il est possible de retrouver la difféerence de saasn

correspondant a la quantité de particules fixéesapproximantAf = f — fy, Il est possible de
définir la relation suivant :

1 Am
Af = _EFfr Equation 11.8

Comme dans le cas des microbalances a quartz pbssible de déterminer le facteur de qué#jité
Pour les capteurs résonants, le facteur de quesitainsi un facteur important qui détermine la
sensibilité et la résolution. En diminuant la masstale du capteur, il est possible de réduire la
masse minimale discernable du dispositif. Baptesteulgoc, avec une poutre d’épaisseur de 10um,
a pu obtenir un facteur de qualité dé @i@ns le vide et a mesuré un facteur de quali8606 par
vibrométrie pour des vibrations dans le plan a goes atmosphériqugFou05]. L'équipe

MINASYS a ainsi pu obtenir des facteurs de qual&é300 000 pour des micro-poutres sans recuit.
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La progression de la technologie des MEMS pour robtées capteurs résonants toujours plus
sensibles conduit a l'utilisation de résonateutaide submicrométrique ou nanomeétrique. Pour un
nano-fil de 500nm, Z. Davis est arrivé & une dé@acmaximum de 1&g pour une variatiosf
égale a 1Hz avec un facteur de qualité égale a 409 Ithir et a 30 000 dans le vifizav01].

Les formes des structures sont le plus souvenpdets, des poutres et des membranes circulaires
ou carrées. Dans le cas d’une micro-poutre, la &8cgel de résonance, pour le premier mode hors
plan peut étre calculée, aveta longueur de la poutré,le moment d'inertiep la densité A la

section de la poutr& module de Young, selon I'équation suivante :

_ 3515 [El
fo=- omi2 \ pA Equation 11.9

Dans le cas d’'une poutre rectangulaire de largeeird'épaissedr, le moment d’inertie devient :

3
| Cwt Equation 11.10

Ainsi la section de la poutr® s’écrit de la maniere suivante :

A=wt Equation 11.11

La fréquence de résonance augmente ainsi linéaiteaveec 'épaisseur, et ne dépend pas de la
longueur de la poutre.

Des travaux récents ont montré que des micro-pouttsonantes pouvaient étre utilisées pour
mesurer des particules d’'une masse de I'ordre & dQordre de grandeur de la masse de la
molécule unique) dans des conditions de vide xedatent poussfyan06]. Il a aussi été possible
de détecter des composés chimiques a l'état gafeependant, la viscosité d'un liquide réduit
considérablement la sensibilité du résonateur randensi difficile I'analyse de molécules
bioactives, ces derniéres n’étant viables qu’eremihqueux.

Il existe différentes techniqgues de mesure de dguence de résonance d'un micro-dispositif
vibrant en mode dynamique. Sous l'effet de l'agmathermique, les micro-poutres sont animées de
vibrations naturelles qui induisent un mouvemeasdllation de la poutre, mais cet effet ne peut
étre exploité car il est difficilement mesurableairE vibrer des micro-poutres nécessite
généralement un micro-actionneur dont I'excitapient étre de différentes natures : piézoélectrique
[AccO0l1l] [zZho03], électromagnétique [Vanc03], électrostatique [Kim02], ou encore
thermoélectrique [Hag01]. Notons que les modes tlectién utilisés dans ce cas sont identiques a

ceux précedemment décrits dans la partie préecédédiée au mode statiqusettion 111.1).
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[11.2.2- Méthode d’actionnement des micro-poutres

[11.2.2.1- Actionnement piézoélectrique

Le principe de l'actionnement piézoélectrique repasr I'effet piézoélectrique inverse : lorsqu’un
matériau piézoélectrique est soumis a un chamyriglee sinusoidal, le matériau se met a vibrer.
L'actionnement piézoélectrique peut-étre intégréa amicrostructure en déposant un matériau
piézoélectrique. En appliquant ainsi une tensiontaures d'une couche piézoélectrique déposée a
la surface de la poutre, la contraction de la ceualduit la flexion de la poutre. L'actionnement
piézoélectrique peut étre dO a l'utilisation d’'uratériau piézoélectrique seul comme structure
mobile soit en utilisant I'effet bilamfri02] [Zho03]. La limitation de ce type d’actionnement est

gu'’il reste limité aux matériaux piézoélectriquéslenc inadapté au silicium.

[11.2.2.2- Actionnement électromagnétique

La microstructure vibrante est soumise a un chamg@gnétique contin@Figure 1l. 22). Elle est
€galement recouverte d’'une piste métallique patmyar un courant alternatif. Une force de
Laplace est ainsi générée permettant l'actionnemésmt déplacement observé peut étre
extrémement important mais reste le plus souvenitdiaux déplacements hors plan. Il nécessite
aussi le dépdt d’'une piste conductrice sur la go@ela reste malgré tout un mode d’actionnement

efficace et tres facile a mettre en ceuvre.

Figure Il. 22 : Principe de I'actionnement électronagnétique [Duf04]
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[11.2.2.3- Actionnement électrostatique

L'actionnement électrostatique nécessite l'utiigatde deux électrodes dont I'une est constituée
d’'une partie mobile et lI'autre d’'une partie fixpar exemple un substrat ou une électrode latérale
dans le cas d’une structure interdigitée. La coéatiun champ électrique entre les deux électrodes

induit une force électrostatique : la micro-powgse alors excité@-igure 1. 23).

B T

Figure II. 23 : Principe de l'actionnement électrotatique [Duf04]

[11.2.2.4- Actionnement thermoélectrique

Ce mode d’actionnement basé sur le phénomene dd&itde, consiste a faire passer un courant
dans une résistance placée a I'encastrement deaiteepb’échauffement local de la microstructure
par effet Joule implique une dilatation locale diuwne de la structur¢Hag01]. Notons toutefois
gue cette technique est trés peu utilisée vu fecdifé de refroidir rapidement la microstructure.

[11.2.3- Quelques exemples de micro-poutres vibrams

Dans le cadre d’applications biologiques, les mpotres sont souvent utilisées pour la détection
de bactéries, de cellules ou d’anticorps. Dans magrité de cas, les entités biologiques sont
déposées sur les micro-poutres par jet de goudsleiu travers de microbusdsgire 1. 24)
[NugO7].

®)

inkjet
nozzle

= .I. o
. 2
i inkjet : q
i e cantilever a

array

Figure Il. 24 : Exemple de dépbts de gouttelettesehtité biologiques (a) vue schématique, (b) vue pane
caméra CDD [Nug07]
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Ainsi, I'équipe d’'llic a fabriqué des micro-poutres silicium recouvertes de nitrure de silicium
afin de détecter des bactéries. 16 cellules dedtistiia coliont été détectées soit une masse totale
de 6x10'%g & pression atmosphérique malgré une fréquencésdeance trés basse (10HEDO] .
Cette étude a aussi permis de détecter une maake #d4.7x18°g & une pression de 1mTorr.
Cette méme équipe a permis la détection de laleellnique, la bactérie Escherichia Coli a
'extrémité de la poutre (665fg) a I'dicav03] (Figure Il. 25 a). Dans une autre étude, l'auteur a
réalisé la détection de masse de 0.39ag pour pogiig vibrant en nitrure de silicium de 4um de
long, 500nm de large et 160nm d’épaisqdi@d4] . La mesure de la frequence de résonance générée
par ce résonateur est cette fois-ci mesurée danddende 3x1§ torrs & I'aide d’'un détecteur
optique. Nous pouvons noter que dans la coursedgtiection de la cellule unique, les travaux
meneés par A. Gupta dans une équipe concurrentgpemis de mesurer une masse de 9.5fg
correspondant a une particule unique du virus wa¢Bup04] (Figure II. 25 b). Le dispositif a été
réalisé a partir d'une micro-poutre en nitrure dieism de 5um de long, 500nm de large et 30nm

d’épaisseur.

Figure II. 25 : Image MEB d’une micro-poutre avec wne cellule unique a) de E. Coli [Lav03], b) de virus
vaccina[Gup04]

L'utilisation de nanoparticules comme amplificatade masse a été exploité paamwrence A.
Bottomley de I'Institut de Technologie de Georfat04]. Plus récemment, I'équipe de Madhukar
Varshney a permis une quantification de la prot@uoeprion en utilisant a la fois une structure
vibrante et des nanoparticulp&r08]. A partir d’'un résonateur en nitrure de siliciurbase carré

de 10pum de large et 3um de long et d’une surfadgbpef, un essai immunologique, a permis de
déterminer une concentration de prion de 2ug/mhlesence de nanoparticules et de 2ng/ml en
présence de nanoparticules marqué a la streptavidim jeu d’anticorps secondaires permet a ces

dernieres de se lier au prion incubé sur le résomat
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Pour Kyo Seaon Hwang, I'analyse qualitative de $ARest réalisée a I'aide d’'une micro-poutre

composé d'un revétement de SiC/Pt/PZT/Pt/Si@Q[Hwa04]. La particularité de ce résonateur est
de maintenir la PSA dans un milieu liquide graes@ackaging en PDMS : le micro-résonateur est
placé dans une cellule de 200um de large et 20bligne réalisé par collage de deux films de
PDMS moulé Figure 1l. 26). La fréquence de résonance obtenue par excitdtigriézoélectrique

a aussi permis d’obtenir une limite de détectior/bhgorrespondant a une fréquence de 94Hz.
Reaction chamber  Outlet

Inlet 2

Figure 1. 26 : Cellule liquide fabriqué par collage de film de PDMS pour la détection de PSA [Hwa04]

Des dispositifs résonants ont également été wdili@dir la quantification d’ADN. Ainsi D. Ramos,
en 2009, a partir de poutres de 15um de long, 1aDépaisseur et 6um de large recouvertes d'or,
a obtenu une limite de détection de 10fg et urefactie qualité dans le vide de 3QB@&m09].

[11.2.4- Les systemes avec micro-fluidique intégrée

Comme nous venons de le voir, les micro-résonatparmettent aujourd’hui de détecter des
masses avec une extréme sensibilité en ultravidpe@lant des que nous souhaitons travailler en
solution pour préserver les entités biologiquesyitxosité des solutions diminuent de maniere
drastique le facteur de qualité du résonateur. lifgManalis a imaginé un dispositif qui consiste a
intégrer un canal enterré permettant la circulationfluide d’intérét a l'intérieur du résonateur
[BurQ7]. Dans ce micro-résonateur, le fluide a analyseulkgra I'intérieur de canaux situés dans la
poutre vibrante grace a un systeme micro-fluidiqaedis que le résonateur est maintenu dans une
enceinte sous vidéFigure Il. 27 A et B) L’adsorption de molécules a l'intérieur des canaux

modifie la masse effective de la micro-poutre.
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Figure Il. 27 : Image MEB d’une micro-poutre avec @naux enterrés (A) vue de dessus et vue de dessdada
micro-poutre, (B) coupe de la micro-poutre, (C) megre de la fréquence de résonance aprés différenteffage du
canal [Bur0Q7]

Le biocapteur a été réalisé a partir d’'un subsd@t d’'un diametre de 6 pouces. Chaque canal
mesure 12um de large et 3um de profondeur, lattoti la structure suspendue mesurant 200pum
de long, 33um de large et 7um d’épaisseur. La dation de ce type de dispositif nécessite un
grand nombre d'étape de micro-fabricatidrigure Il. 28). L'encapsulation des canaux a été
possible grace a un scellement entre le siliciuam dubstrat SOI et un substrat de verre. Le micro-
canal est relié au systeme fluidique par des cadonexsituées loin de la poutre. Un dispositif
micro-fluidique contrdle I'écoulement des fluidésn débit constant dans le canal est assuré par une
différence de pression maintenue entre les dewérakés du canal. Le systeme est relié a deux
canaux, un a I'entrée et un a la sortie du disfpogh appliquant une pression a I'entrée du gahal

y a une variation de la pression en sorkggyre Il. 31). Ainsi, en réglant la pression de la
dérivation en sortie juste en dessous de celléetdrde, I'écoulement peut étre contrélé lors des
mesures.

L’actionnement électrostatique du micro-levier réstlisé par des électrodes fabriquées directement
sur la structure : une couche d’or est déposédelmamt sur le capot en verre et génére un champ
qui fait vibrer la poutre. La détection du mouvemest optique et elle est assurée par balayage
laser : un faisceau laser est envoyé sur la petitse réfléchit vers une photodiodiégure 1. 29).

La fréquence de vibration est donc celle du sigmails par la photodiode. Ce microsysteme a
permis d’obtenir une mesure de variation de masskottire de 13°g. Ainsi, I'équipe Manalis a

pu détecter des nanoparticulBex09] et des cellules bactériennes isolgesd10].
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Figure 1. 28 : Procédé de fabrication et de packagg [BurQ7]

Split photodiode

Laser

Counter

Figure Il. 29 : Schéma du dispositif de détection un champ électrostatique est émis au niveau de ¢auche d’or
et entraine la vibration de la poutre, le faiscealaser se réfléchit sur la poutre vers une photodiag] le signal
électrique est ensuite émis par la diode & une mérfréquence que la vibration de la poutre [Bur07]

T. Burg avait déja publié en 2003 les réesultatsnd’etude concernant I'élaboration d’une

microstructure vibrante en silicium a canaux egéterde 800nm de profondeur recouverts de

polysilicium [Bur03] (Figure 1. 30 a). Une détection limite égale a 1.4xY§/um avait été

mesurée pour le greffage d’albumine de sérum bg@xigure 11. 30 b).
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Figure II. 30 : a) Photographie de la micro-poutreavec canaux enterrés, b) mesure de la fréquence esonance
aprés différent greffage du canal [Bur03]

En 2011, dans la méme équipe, J.Lee et T. Burigseddldes micro-poutres en silicium suspendues
avec micro-canaux enterrés avec une détection @gistive intégrédLeell] (Figure 1. 31).
L'injection de nanoparticules dans le dispositifrétre une sensibilité de -5.4Hz gt -0.7Hz
pg’ ainsi qu'une résolution de 3.4fg et 18.1fg resipeatent pour des micro-poutres de 210um de

long et 406pum de long.
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Figure 1l. 31 : Mode opératoire pour la détection pézorésistive d’'une micro-poutre suspendue réalisémar J.Lee
et T. Burg. [Leell]
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IV- Conclusion

Les biocapteurs électrochimiques sont les plus ocermialisés. Cette technolologie est
extrémement mature de part la spécificité de détectelle est ainsi utilisée par nombreux malades,
dans le cadre du suivi de leur maladie. lls somnn®ins peu sensibles pour les diagnostiques
précoces et ne peuvent étre utilisé pour tous taadniqueurs.

La détection de biomarqueurs par des moléculesefbaentes et par quantum dots est attractive, cal
cela permet d’obtenir des limites de détectionléaéi de travailler en milieu liquide, ce qui agsur
une bonne préservation du milieu biologique. Néanmalans le cas de la détection par quantum
dots, la faible taille des nanoparticules peut ireldes problémes d’interaction avec les entités
biologiques ainsi qu’une perte rapide des promsiéied fluorescence. Pour ce qui est de I'utilisation
de fluorophores, il existe des probléemes de quegchui résultent de I'adsorption d’'une partie de
I'énergie par les autres molécules présentes ganglieu. De plus, quelque soit la techniques, la
mesure indirecte par les méthodes sandwich aveelyg a quantifier favorisent les interactions
non spécifiques et induit un rapport signal suitk#leveé.

Les micro-capteurs a ondes acoustiques sont desucgate masse sensibles aux changements d
surface lors de l'adsorption des biomarqueurs delqmes dizaine de nanogrammesicm
Néanmoins, cette sensibilité est diminuée en milgpiide car il existe des pertes du signal ddes a
la viscosité du milieu.

La SPR est une méthode de détection des biomasjeauplein essor pour laquelle la résolution
spatiale peut atteindre 0.05 ng:trau 1 pg de la masse totale. De plus, elle ne piegsas de
marquage de la protéine d’intérét. Cependant, getermes sont complexes et présentent un codt
élevé. De plus, les études menées jusqu'a présmmtspuvent été limitées a de la recherche
fondamentales ou a l'étude des interactions modéad, en absence de mouvement micro-
fluidique. Enfin, le seuil de sensibilité reste tigpve pour I'application de diagnostic de la medad
d’Alzheimer a partir d’échantillons sanguins que s\wwisons.

Les systémes vibrants offrent une alternative @sgante pour la biodétection. Le plus utilisés
actuellement sont les QCM, avec une limite de &#itéi dans une solution de 1ng émat une
résolution masse totale de 1ng. Les micro-résoratiitype micro-poutre ont une haute sensibilité
avec une variation de masse minimum atteinte dé'glQYan06]. Dans ces conditions, la
fluctuation de masse détectée est trés proche deniee imposée par le bruit thermique des
structures. Ces structures ne peuvent pas étigeaslavec une telle sensibilité en biologie dasel

nécessitent d’étre sous vide. Ainsi, pour préselwemilieu biologique, l'utilisation d’une phase
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liquide amortit de maniére importante le mouventnla structure vibrante au détriment du facteur
de qualité et donc de la sensibilité de détection.

L’équipe Manalis est de loin de la plus avancée damfabrication de micro-dispositif alliant haute
sensibilité et préservation du milieu biologiquett€ équipe a ainsi démontré qu’il était possible de
détecter une variation de masse de ces structubeantés en silicium, avec une résolution de
l'ordre du femtogramme (largeur de bande 1 Hz). @&®urs ont également démontré que ces
micro-résonateurs peuvent détecter une nanoparticutjue en polystyrei®ex09]. Les résultats
obtenus montrent que la viscosité liée au fluidsspat dans les canaux enterrés peut étre
négligeable par comparaison a la potentialisatioordital de silicium qui a un facteur de qualité de
15000. Néanmoins, le procédé de fabrication estptexa et nécessite la maitrise de différents

procédeés de fabrication clé ainsi qu'un packagpergique.
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Dans le cadre de la fabrication d'un biocapteur sdicium, il est nécessaire de préparer
chimiquement la surface en vue d’'une reconnaisshiategique. Aussi, le plus souvent, afin de
fixer les entités biologiques sur le matériau skess dénaturer, il est nécessaire de greffer un
composé organique, appelé couche auto-asserf@té€0] Dans notre cas, cette voie intéressante
repose sur l'utilisation d’organosilanes qui peuvanlier de maniere covalente sur le support solid
Ces silanes ont la capacité de s’auto-assemblérerant une monocouche présentant une grande
stabilité. Cette auto-organisation permet une ewié stabilité des protéines greffées sur des
surfaces solides.

I- Généralités sur les techniques de fonctionnalisan chimique de surface
|.1- Définition d’une couche auto-assemblée

Le plus couramment, il s’agit d’assemblages mobkioes se formant spontanément par I'adsorption
d'un tensioactif avec une affinité spécifique ddaéta polaire a un substré8dh00] Généralement,
les couches auto-assemblées sont constituées despatolécules organiques de quelques
nanometres de longueur. Les matériaux supportqugpient utilisés sont le G(ze[Hof97], le Sn(g

[Tad95b], le SiOz[Fad99] et le verre Zyb97]. Les couches auto-assemblées peuvent s’organiser a

la surface d'un matériau sous forme de films déébhtes natures. Par exemple, les films de
Langmuir sont formés par la diffusion des molécwdesphiphiles sur la surface d’un liquide, les
films de Langmuir-Blodgett étant quant a eux prépagrar le transfert de films de Langmuir sur un
substrat. La croissance de couches auto-assempé&dségalement étre réalisée par méthode
d’Epitaxie a Jet Moléculaire (Molecular Beam Epytasu MBE). Ces deux méthodes sont
couramment utilisées pour les couches organiquass,Norsqu’il s’agit de préparer la surface pour
la fixation d’entités biologiques, la premiére san est souvent privilégiée a cause de la faciléé
mise en ceuvre.

Rappelons que les molécules utilisées pour formerabuches auto-assemblées ont une propriété
commune résidant en leur caractere amphiphile. iPRaehes-ci, les plus couramment utilisées sont

les organosilanes.
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|.2-Fonctionnalisation chimique par silanisation

La réaction de silanisation a été mise au point & plus de 40 ans pour des applications er
chromatographieHig46]. Elle est aujourd’hui un procédé assez répandns ¢ domaine de la
recherche comme dans l'industrie, pour la modiicatdes propriétés de surface des matériau
inorganiques. Ses domaines d’applications sontviétes et vont de la chromatographie jusqu’aux
lubrifiants pour MEMS ou le greffage biochimiquldb98] [Fau04] [Jon85] [Jon87]. Selon les
conditions de la réaction, la nature de I'orgarzosl et I'état des surfaces, des structures diffésent

peuvent étre produites sur la surface.
1.2.1-Différents types d’organosilanes

Les organosilanessont des composés de typgSK ) ou R est un radical organique et X un
groupement facilement hydrolysable (OH, -CI, -OM@Et) (Figure Ill. 1). Ceux-ci sont constitués
de longues chaines hydrocarbonées susceptiblesrderfdes monocouches dont I'épaisseur dépent
de la longueur de la chaine aliphatique de l'orgdane [Gov94] ainsi que de son orientation

[Clo08]. La réactivité des silanes dépend de la naturaighie du groupement terminal T.

R3

| T
R2—|SiN/n

R1

Figure Ill. 1: Structure générale d’un organosilane[Col08]

[.2.1.1- Composeés aminosilanes

Lorsque le groupement T est une fonction amine @NFbrganosilane est un aminosilane. Les
aminosilanes sont utilisés pour les adsorptid®ald7] ou la création de liaisons covalentes des
protéines PBalO6] [Elg04]. L’aminosilane le plus utilisé est le 3-aminopribpgthoxysilane
(APTES) qui présente une fonction amine libre teafd. Le solvant de la réaction est généralemen
aqueux et acide (acétone/eau a un pH 3.5). Cerdobst justifié par la nature chimique du
groupement terminal. En effet, en présence d’eaug¢seau tridimensionnel de polymeres de silane:
se forme a la surface du silicium : la réactionpddymérisation est difficile a contréler et des

couches d’épaisseurs variables sont obtenues. ¢ourdler la polymérisation, il est nécessaire
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d’avoir une quantité variable de solvant organiquscible a 'eau, comme I'acétone. De plus, dans
le cas d’aminosilanes comme I'APTES, la fonctioniraarlibre de la chaine organique peut étre un
catalyseurBil88] [Car88]. Elle conféere alors des propriétés d’autocatalyssilane, ce qui facilite

le greffage sur le verre ou la silice. Malheureusetnla réaction de silanisation implique également
une auto-condensation a la surface du substrafyiceend difficile le contrdle de la polymérisation
de 'APTES [Car88] [Tri96]. Enfin, l'utilisation d’un groupement non-protégie type amine
primaire augmente le nombre d’interactions non-tuwas comme les liaisons hydrogenes ou les
interactions électrostatiques avec la surface otedas molécules en solution. L'orientation des
silanes ne peut alors pas étre controlée, ce quinde potentiellement I'accessibilité des fonctions

amines a la surface du substrat.
[.2.1.2- Composés alkylsilanes

Lorsque le groupement T est un groupement carb@mganosilane est un alkylsilane. Comme les
aminosilanes, les alkylsilanes sont des composgena@ues contenant un atome de silicium, lié a
trois groupements hydrolysables et a une chaindonae de longueur variable. lls sont
généralement constitués d’'un groupement hydropledb#un groupement hydrophile, tous deux

reliés par exemple par une chaine alkyle -éxr%-l-bu par une chaine de groupements fluoro-carbonés
-(CFz)n- . le groupement hydrophobe s’accroche a la serthc matériau alors que le groupement

hydrophile reste disponible sur la surface pourgueffage ultérieur. Les molécules s’organisent
suivant la normale a la surface et forment ainsi stnucture dense grace aux interactions de Van der
Waals existant entre les chaines hydrophobes.
L’inconvénient majeur des alkylsilanes réside dindifficulté de former des monocouches auto-
assemblées de type siloxane car ils sont sensélis présence dealDe plus,ils sont des
précurseurs du silicium car ils ont tendance a dgnpériser. Pour la formation de siloxanes, le
silicium avec sa couche d'oxyde natif qui présemte surface amorphe, est favorable au greffage
d’organosilanes §ch00] Les couches auto-assemblées résultantes sonimdescouches de
siloxane qui sont le plus souvent décrites comnsatline [Sch00] La plupart des couches auto-
assemblées de type siloxane présentent une fabditét thermique uniquement limitée par la
nature des fonctions terminald2af05].
Il existe une distinction entre les silanes monofmmnels, difonctionnels et trifonctionnels qui son
respectivement de types&X, R:SiX; et RSiX, ou R est une chaine carbonée de longueur et de
terminaison tres variables et X sont des groupesndiaiccroche facilement hydrolysables (Cl, OR
ou NMe). Les groupements hydrolysables favorisent la &iom des liaisons intermoléculaires
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entre la surface et le silane. L'augmentation daisdns intermoléculaires entre le silane et le
substrat rend le greffage plus résistant.

Les organosilanes monofonctionnels, ne possedeningseul groupement hydrolysable. Ils sont
donc tres attractifs en termes de reproductibdiééstructures de surface parce que seul un liel
covalent (Si—O-Si) est possible avec la surfacpe@aant, la réaction devient tres lente : le temps
de réaction peut étre de plusieurs jours pour abtere densité maximal de liaisons covalentes en
milieu liquide [Fad00]. Les silanes difonctionnels sont les moins uslisé étudiés car ils sont a la
fois peu réactifslpug03] et les silanisations sont peu reproductibles.

Les silanes trifonctionnels restent les plus réacticette propriété leur confere un caractere
électrophile accrue au silicium. En présence d’dsusont capables de polymériser, ce qui accroit le
nombre de structures possibles pouvant étre coatienslD ou une polycondensation 2D et 3D
(Figure lll. 2). Les alkyltrichlorosilanes ont été les plus étadigotamment pour leur phénoméne
d’auto-assemblage. Les composés ont tendance arfamygrand nombre de liaisons fortes entre les
molécules de silanes tandis que peu de silanolsosdensent sur la surface. Ceci permet la
préparation de monocouches de méme qualité séraliffes surfaces, comme le silicium ou le verre
Evidemment, I'auto-assemblage n’est pas la sealetich possible des alkyltrichlorosilanes avec la
surface : ils peuvent également réagir avec lespgmoents silanols de la surface pour former des
liens covalents. Les structures ou les silanes tsipiement liés a la surface n’existent pas pow de

raisons d’encombrement stériques

1.2.2- Influence de la surface sur le procédé delanisation

La nature de la surface est un parametre détertil@ans la réussite du greffage de I'organosilane.
Compte tenu du mécanisme de la réaction, il s’ageecle rendement de silanisation est directemen
lié a la concentration des groupements hydroxydiesssairface du matérialCpl08] [Fad00]. Les
matériaux typiqguement utilisés sont le silicium d&you le verre car ils sont riches en groupement:
hydroxyles. Le mica peut également étre utilisé m@mmatériaux de croissang¢keam00]. Le
silicium est essentiellement oxydé par oxydatiomine avec une solution de piranhBaf04]
[Liu04] éventuellement complété par un traitement par oysegil peut aussi étre aussi oxydé par
voie thermique dans des fours d’oxydat[@ae94] Bien que moins favorable a la silanisation que
des surfaces oxydées, le silicium brut, c'est-@-don traité mais recouvert d’'une couche de silice
dite native de 2nm d’épaisseur, peut aussi éttsdipour des réactions de silanisatipfat04]
[Len06]. De plus, il a été montré que sous atmosphereesephil n'existe pas de différence de

comportement entre une surface avec une couchesrhtixyde et une surface oxyf€emo8].
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Figure 1ll. 2: Greffage des alkyltrichlorosilanes sur une surface de silicium oxydée

Il existe principalement trois techniques de gmgdféors du processus de silanisation: le greffage e

phase vapeur, en solution et par impression paacbnt

1.2.3- Différentes techniques de silanisation

[.2.3.1- Silanisation en phase gazeuse

Depuis quelques années des travaux ont révéléeqdépdt chimique en phase vapeur (Chemical
Vapor Deposition ou CVD) était une méthode tréegaffe pour obtenir des monocouches de silane
d’excellente qualitéHoz01]. Le principe consiste a évaporer le silane quié@ose sur le substrat

sous forme d’un film. La silanisation en phase gaeesst une opération relativement délicate, car la
propreté du bati de silanisation est le facteuemss a la réussite du procédé, cependant sa
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réalisation permet d’obtenir des monocouches geeffie tres bonne qualité et ceci avec une tre
bonne reproductibilité. Pour ce mode de silanisaties échantillons sont placés dans un réacteu
[Tho91]. Pour les molécules avec une faible pression g@ewasaturante, le réacteur peut étre
chauffé modérémenEpd00]. La circulation du silane est possible grace daylage du réacteur par

un gaz inerte, servant de vecteur du silane, pample I'hélium Pal04]. Le procédé peut également

étre réalisé sous ultra-vid&JHV) [Poi96] [P0oi99]. Au cours de ce type de manipulations, une
attention plus importante doit étre apportée lors néttoyage, du séchage du réacteur, de Iz
préparation des échantillons et de la manipulafioproprement dite du silane a cause de s:
dangerosité (inflammabilité a I'air). De plus, I'etai d’'une chambre UHV est généralement plus
cher que la croissance en solution : les avantdge®pot en phase gazeuse dans une chambre UH
sont exclusivement d’avoir un environnement progiréa possibilité de réaliser un grand nombre

d'analyses in situ a la surface du matériau.

1.2.3.2- Silanisation par impression

La technique par impression, consiste en un dé@éct du silane. Le dépbt peut étre réalisé a
I'aide d’'un tampon de poly-diméthylsiloxane (PDMi&mpé préalablement dans une solution de
silane ou par impression par jet de gouttes.

L'impression par microcontact est basée sur lesteaindu silane a partir d'un tampon PDMS sur une
surface au niveau des zones en contact avec le tarhpaimbre est fabriqué par moulage d’'un
masque rigide. Le tampon trempé dans un mélangéate et de solvant puis les timbres de PDMS
recouverts de l'organosilane sont déposés manuefieraur les substrat®\ titre d’exemple,
'équipe de Harada a utilisé un procédé dimprassipar contact pour greffer de
I'octadecyltrichlorosilane et le 7-octenyltrichlofame (5 a 100mM dans du toluene) sur des
substrats de silicium avec une couche siliéarD9] [Mar05] .

L’impression par microcontact est une méthode sengil peu codteuse. De plus, la méthode es
compatible avec une grande variété de substrales sitanes.

Une méthode de haute précision spatiale consistempgimer les silanes au moyen d'une
imprimante robotisée permettant ainsi d’obtenirdébit élevé et un dépdt rapifiéar03]. Les
volumes de silanes imprimés a la surface des substont de I'ordre du nanolitre grace a un jet de
silane via des micro-capillaires électriquement c@ndéegLem98]. Le contrdle de I'impression
est possible par I'intermédiaire d’'un logiciel daitement de texte ou d’édition graphique. Cette
technique est de faible cout. De plus, la quakig surfaces obtenues sont identique a cellesé&éalis

par I'impression par microcontact ou une adsorpiosolutionPar03].
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[.2.3.3- Silanisation en phase liquide

Le dépbt de monocouches auto-assemblées de siafa@t sgénéralement en phase liquide. Le
substrat préalablement nettoyé, est tout simpleplengé dans la solution contenant I'organosilane
dans un solvant approprié, pendant un temps dé&térpgrmettant a la monocouche de se former.
En fin de greffage, le substrat est rincé et séthéfacilité de préparation et les faibles colts du
greffage en solution sont les raisons majeurs daesude cette technique. La majorité desches
auto-assemblées sont greffés dans des solutionsiguga avec des concentrations comprises entre
0.1% et 1% en proportions volumiques. La princighfculté de cette technique est le contréle de
la propreté de la solution de silanisation. Pdewis, apres le greffage complet de la couche auto-
assemblée, une procédure appropriée de ringcageétieitentreprise pour éliminer le silane non
greffé sur la surface du matériau. Le solvant dectién dépend de I'organosilane greffé : par
exemple, I'équipe de Wassermann a réalisé uneiofaen phase liquide en utilisant plusieurs
alkyltrichlorosilanes en solution dans de I'hexa®e ou du bicyclohexyl (0.1 et 0.5% en masse)
[Was89] La température de la réaction, le taux d’humidité milieu réactionnel et le temps
d'immersion sont également des paramétres indigjpégs a maitriser pour obtenir un dép6t

homogeéne et uniforme.

[.2.3.3.1- Description du procédé de silanisation

Le mécanisme le plus souvent adopté aujourd’hur Padsorption des alkylchlorosilanes sur des
surfaces contenant des groupements silanols se gésenen trois étapeBigure 1ll. 3) [Brz94].

Le silane est d’abord attiré vers la surface desili@e par sa téte polaire, puis ce dernier est
physisorbé par une couche d’eau adsorbée a lacsutfala silice. Les liaisons Si—Cl sont ensuite
hydrolysées pour donner des liaisons Si—OH : lersette étape, des liaisons hydrogénes peuvent
étre créées entre le silane et la surface du raatde greffage. La derniere étape est la condensati
du silane avec les groupements silanols (Si—OH$emt8 sur la surface pour former des liens

covalents Si—-O-Si.
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Figure Ill. 3: Mécanisme général proposé pour la raction de silanisation sur une surface de siliciuiégérement
oxydée

1.2.3.3.2- Parametres physico-chimiques influentaus la réaction de silanisation

[.2.3.3.2.a- Influence de la température

Dans la littérature, il existe peu de publicatiangitant de l'influence de la température. La
température de réaction est pourtant un paramapertant dans la réaction de silanisation car elle
influe sur la structure stérique des chaines dmed. L’équipe de Brzoskadémontré I'existence
d’'une température de transition nommeequii influence le procédé de silanisati@rz94]. Dans
cette étude, les auteurs ont étudié l'influencéadempérature durant le procédé de silanisatiam po
des alkyltrichlorosilanes de différentes longueles tensions de surface critig®e de substrats de
silice silanisés ont été calculées a partir de nessdes angles de contact : ces résultats ont erm
de déterminer une température de transitippdur des silanes dont la chaine varie entre 22t
carbones. Ainsi, cette température varie de 0°C pourorganosilane £a 38°C pour un
organosilane &. En dessous deTles chaines alkyles des silanes greffées sontcbap plus
ordonnées et également plus denses que celles ebtantdessus dg.T
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Pour obtenir des surfaces fonctionnalisées de bguoaété, il est donc important de travailler en
dessous de la température de transitipfBfz94]. K. limura est arrivé aux mémes conclusions en

menant une étude infrarouge sur des substratsroe[km00] .

[.2.3.3.2.b-Influence de I'numidité

Le réle de d’humidité a aussi été identifie comnre paramétre réactionnel important lors la
silanisation d’organosilanes. Il n’existe pas desemsus général sur le rdle de I'eau dans la ofacti
de silanisation. En regle générale, I'étape d’hiyd® est I'étape la plus lente du procédé car la
condensation se produit immeédiatement apres ladgtom des groupements Si—(QNoll68]. Mais
Tripp et Hair, dans leur étude infrarouge sur kctén des alkylchlorosilanes greffés sur de lassil
ont montré que I'étape d’hydrolyse était réalisées papidement que la condensation des silanols
[Trip92] . Le mécanisme montre qu'une couche d’'eau est s@cespour que la réaction ait lieu
(Figure 11l. 3). Tripp et Hair I'ont confirmé en mettant en évidermgu’en absence d’eau aucune
réaction ne se produit entre I'octadecyltrichlolas® et une surface de sili¢€rip95]. lls ont
également souligné que lors de la réaction entigdtecyltrichlorosilane, solubilisé dans le ¢ @t

des surfaces de silice, une couche d’eau d’épaissgdrieure a une molécule doit étre présente sur
la silice pour que la réaction ait lieu correctemén quantité d’eau présente a la surface joue ains
un role non négligeable : si seulement une mondedtau est présente sur la surface de la silice,
I'adsorption de I'octadécyltrichlorosilane est tm@suvaise parce que le trisilanol formé n’est pas
adsorbé par la surface et reste donc en solutios léaCCJ. Par contre, lors de la méme silanisation
avec le trichlorométhylsilane, I'organosilane empidement hydrolysé, quelle que soit la quantité
d’eau adsorbée sur la silice puis condenseé.

Wassermann a étudié le temps nécessaire a I'omedtun greffage complet du silane sur une
surface[Was89]. Quand la silanisation est préparée dans une ptraos séche, par immersion,
'obtention d’'une couche compléte de silane susubstrat était obtenue au bout de 5 heures alors
gu'en travaillant sous 30% d’humidité cette mémeict® est obtenue au bout d’'une heure
seulement. Cette différence de vitesse est, d’'a@edravaux, principalement dd a la quantité d’eau

adsorbée sur les surfaces.
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1.2.3.3.2.c- Influence du solvant

Dans le cas de la réaction de silanisation, leasdhdoit avoir un pouvoir de solubilisation des
organosilanes suffisamment important pour permeftre production importante de silanols mais
aussi une solubilisation limitée de maniére a pémndéa formation d’'ilots de greffage a la surface
du silicium et de permettre ainsi la croissancéadaonocouche de silane.

Dans les travaux de Sagiv, le réle de solvant gatiétrachlorure dans I'amélioration du rendement
de réaction de I'octoadecylsiloxane (ODS) a étatifié [Saj80], un résultat confirmé par d’autres
auteurs[Gun86] [Kal92]. Un solvant ayant un caractére anhydre importgar Exemple le
chloroforme) favorise la formation d’'une monocouardonnée et empéche la polymérisation de
I'organosilane. La polarité du solvant solubilises [tétes polaires de l'organosilane (SjGit
empéche la formation de micelle de silfidez94].

La qualité de la monocouche formée dépend ausshdix du solvant. Par exemple I'utilisation de
toluene ou de benzéne solubilisé dans une quatithale d’eau permet une polymérisation de
surface de bonne qualité et le greffage de mondmsud’organosilanes.

La dissolution du silane peut étre faite dans umlatien de type alcool (éthanol, méthanol ou
isopropanol) [Wit93]. Le caractere polaire du groupement hydroxyle pérmne bonne
solubilisation de I'organosilane.

L’influence de la longueur de la chaine carbonéesauant a été identifiégsov94]. Une longue
chaine d’hydrocarbures a un effet positif sur ladement de silanisation car elle réduit les
interactions répulsives entre les chaines alkylfaetrise les interactions thermodynamiquement

favorables.

[.2.3.3.2.d- Influence de la durée de silanisation

Un des paramétres influencant le rendement de sidton est le temps de réactipivan03]
[LiuO1]. Le mécanisme implique qu’il y ait une étape dracbage de I'organosilane suivie d’'une
étape de propagation du greffage de I'organosil@igure Ill. 3). Ainsi dés les dix premiéeres
minutes de la réaction de silanisation, I'orgarao®! s’accroche a la surface du substrat et forrme de
flots de silane. Pour David W Britt, pour une scefailanisée avec de I'octodecalyltrichlorosilane,
des ilots de silane se forment dés 300s de réd@&r@6]. Pour Alex G Lambert, la propagation des
ces ilots se produit sur plusieurs heures et ped'obtenir unrecouvrement complet de la surface
au bout de 24fLam01].
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lI- Fonctionnalisation chimique de surface en vue @din greffage biologique

L’objectif ici est de greffer a la surface de suditst de silicium un composé organique afin d’établi
des liaisons covalentes entre la surface et dedipes. Les protéines contenant majoritairement des
liaisons amines, nous avons fait le choix de cdésrfonctions acides carboxyliques a la surface de
substrat de silicium pour interagir avec les famtsi amines. Nous allons ainsi présenter une étude
compléte de fonctionnalisation réalisée avec dut@myttrichlorosilane sur une surface de silicium
oxydé. Deux conditions de greffage sont étudi@ete: fonctionnalisation sur des surfaces planes de
relativement grande dimension (“pleine plaquet)use fonctionnalisation dans un canal sous flux

fluidique.
[I.1-Présentation du mécanisme réactionnel de fonicinnalisation de surfaces de silicium
[1.1.1- Procédé de silanisation utilisant le 7-octgyltrichlorosilane

Nous avons choisis de silaniser les surfaces avedkytsilane[Rus07]. Notre choix s’est porté sur

le composé 7-octenyltrichlorosilanBigure Ill. 4) [Sav80] un silane trifonctionnel trés réactif et
donc tres favorable a la réaction de greffage &sgroupements hydroxyles présents sur le substrat
de silicium. Sa structure chimique peut conduingnarisque de polymérisation en surface du a la
forte réactivité du silane. Le phénoméne de polisaion est particulierement favorisé par la
présence d’eau. Pour obtenir des monocouches diosganes, il est donc nécessaire d’avoir une

atmosphere anhydre tout au long du processusatessitionfUIm96].
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Figure Ill. 4: Schéma de la réaction de silanisatio sur un substrat de silicium oxydé
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I1.1.2- Développement de fonctions carboxyliques paxydation

Afin d’obtenir des fonctions carboxyliques sur drsfaces de silicium silanisées, nous devons
réaliser une réaction d’oxydation de la liaisommi@ale du 7-octenyltrichlorosilane greffé. Dans
notre cas, la fonction vinylique (C=C) interagieawuin meélange oxydant pour obtenir des fonctions

acides carboxyliques (-COOKfigure 1ll. 5) .
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Figure 1. 5: Schéma de la réaction d’oxydation dda double liaison du 7-octenyltrichlorosilane grefé sur un
substrat de silicium

Le mélange oxydant est composé de permanganatetdssipon (KMnQ) et métapériodate de
sodium (NalQ). Le mécanisme réactionnel est détaillé darksdare Il. 6 .

Ces composés utilisés permettent de cliver la d@olibison et conduisent a la formation de deux
fonctions alcools sur les atomes de carbone sp&equansforment en composé carbonylé. En effet
dans une solution aqueuse, le composé réagit aleerle suivant une réaction de cis-addition. Le
meécanisme réactionnel induit la formation d’un intédiaire cyclique résultant du couplage de l'ion
MnO, a la liaison vinylique. Le milieu aqueux permeteurydratation de I'intermédiaire réactionnel
qui se traduit par la formation d’'un compose b&oalique. Le métapériodate de sodium réagit avec
le composé diol qui conduit a la formation d’'unemmédiaire cyclique. La déshydratation de ce
composé conduit a la synthese de composés carlBortdnpte tenu de la structure chimique de
I'organosilane, les composés obtenus sont des yaldéh L'oxydation des aldéhydes passe patr
I'addition d’'un ion hydroxyle aux groupements carpés. Les produits formés peuvent étre
protons ou oxydeés par le KMn@résent en exces dans le milieu réactionnel. laactién

conduit alors a la formation d’acides carboxyliques
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Figure lll. 6: Mécanisme reactionnel de I'oxydationd’un alcéne avec un composé de permanganate de g&gium
et métapériodate de sodiunen milieu aqueux

II.2- Description du dispositif expérimental de forctionnalisation

[1.2.1- Dispositif de fonctionnalisation sur pleineplaque

La solution de silanisation est préparée a pautiv-ectenyltrichlorosilane et d’un solvant orgarequ
anhydre avec un rapport volumique de 1:600 a teatypér ambiant§Sav80] (Figure lll. 7). Afin
d’éviter I'hydrolyse des liaisons Si-Cl de I'orgasilane par 'humidité de I'air ambiafiyim96], la
solution est préparée dans une boite a gants koud’ézote dans laquelle le taux d’humidité est
inferieur &< 10%. Aprés silianisation, I'échantillon est riree utilisant le solvant de silanisation.
Pour la suite, la monocouche de silane est oxydée diobtenir des groupements acides
carboxyliqgues terminaux qui viendront interagir @des groupements amines présents sur les
anticorps(Figure Ill. 7). La solution d’oxydation contient du permangardgepotassium (KMng)
(0.0079g soit 0.5mmol), du carbonate de potassilfpCQ;) (0.0248g soit 1.8mmol), du
métapériodate de sodium (Na)(0.417g) dans 100ml d’eau déionid®¥¢as89]. Les échantillons
sont immergés et maintenus sous agitation danglléia oxydante. Les échantillons sont ensuite
rincés par une solution de NaHg(0.3M), pour éliminer la solution oxydante, de leet du HCI
(0.1M) pour neutraliser les résidus basiques de 3aHet de I'eau. Un dernier lavage a I'éthanol
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permet d’éliminer les éventuelles contaminations abone. Les échantillons sont ensuite

conserves dans des boites de pétri sans aucwspod particuliére.

IEELE

SI‘CI /\/‘\/\\/'\
OH OH OH OH o]
N N \. \. ? Q
r ¢ 7§ 7 AR A
solvant anhydre
surface de silicium surface de silicium
KMnO,
K,co, H0
NalO,
rincage NaHSO ,
H,0 S \ S /\ '~ /?
HCI (? O ‘ ‘

ethanol |

surface de silicium

Figure lll. 7: Schéma de la réaction de silanisatio et d’'oxydation d’'un substrat

I1.2.2-Dispositif de fonctionnalisation d’'un canal fuidique sous flux

Une des étapes de préparation d’'un biocapteurpelporatoire sur puce est la fonctionnalisation
chimique sous flux. Par conséquent, une étude nieifmnalisation chimique a été effectuée dans
une puce test constituée d’'un canal en siliciurh dase largeur de 1mm (permettant d’analyser
aisément la surface du carel d’'une longueur de 3cm doté de réservoirs d'@meéire de 2mm,
recouvert d’'un couvercle en PDMS. Les étapes decktibn du monocanal sont décrites dans le
Chapitre V ensection 1.3.3 Les solutions de silanisation et d’oxydation amse les solutions de
rincage sont introduites a l'aide d’'un pousse-serndrazel modele R-99E dans le dispositif
fluidique en circuit ouveriFigure Ill. 8). Le dispositif expérimental permet la régulationlde

by

température grace a un module a effet Peltier @lén conditionneur de température et a un
ventilateur permettant d’évacuer la chaleur exdrpdr le modulé€Figure Ill. 9). En fin de réaction,
le contrble de I'élimination de I'organosilane ngneffé par mesure du pH de la solution de

silanisation a la sortie du canal est effectuénpasure de pH-6).
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Figure 1. 8: Dispositif de silanisation sous fluxd'un canal fluidique

Figure lll. 9: a) un canal fluidiqgue monté sur un nodule Peltier avec refroidissement, b) le régulateuwe
température

I1.3- Caractérisations physico-chimiques sur pleing plaques fonctionnalisées

11.3.1- Analyses physico-chimique de surface

La réaction de silanisation a température ambiamtettant en jeu le 7-octenyltrichlorosilane
solubilisé au chloroforme, a été étudiée sur déstsats de silicium (100) présentant une couche
native d’oxyde (2nm) et des substrats de siliceemmld par oxydation thermique (100nm) de
substrats de silicium (100). Sous un taux d’huréidiintr6l§UIm96], les substrats ont été silanisés

durant 24HLamO01] et mis dans une solution oxydante pour une dungéreure a 12fNas89].
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11.3.1.1- Analyse par angle de contact

Afin de confirmer la modification chimique des saagés des substrats de silicium et de silice, de:
mesures des angles de contact sont réalisées fééretis stades du greffag€apleau Ill. 1). La
mesure de I'angle de contact est réalisée & 'didgoniométre OCA20 Datapysics Instrum&res
utilisant la méthode dite 'Sessile Drop’ et le miedéaplace-Young Annexe C). Toutes les
analyses d’'angle de contact ont été réalisées inate@oent aprés la fin des réactions. Le fluide
d’'analyse est de I'eau déionisée, la taille de tgoétiait fixée a pL et la vitesse de formation all/s.

La mesure de I'angle a été effectuée juste apr@ggdét de la goutte sur la surface.

Le silicium non traité, sur lequel est formée ume fcouche de silice native, présente un caracter
hydrophile avec un angle de contact inférieur a 4a°valeur de I'angle de contact de la silice,
démontre que la surface est légerement hydropAjees la réaction de silanisation, I'angle de
contact est de 93° pour le substrat de siliciuntee89° pour le substrat de silice.

Apres la réaction d’oxydation, les angles de cdmaar la silice comme pour le silicium, diminuent
fortement car des groupements acides carboxyligoas formés sur chaque liaison terminale de
I'organosilane. Les valeurs d’angle de contact slen®7° pour le silicium et 69° pour la silice.

Ces résultats sont cohérents avec le procédé tlaggattendu puisque les chaines alkyles ainsi qu
les doubles liaisons terminales de I'organosilam® $eaucoup plus hydrophobes que les surface
des substrats initiaux riches en groupements hyteeXCai06] [Fau04] [Mit93] : ils suggérent
gu'il y a bien le greffage de silane a la surfaes dchantillons. La différence entre les deux valeur
d’angle de contact des deux surfaces est simpledieatla nature chimigque des matériaux initiaux:
la concentration en groupements hydroxyles esérmiffte entre une silice native présente sur le
substrat de silicium et une silice thermique. Efetefla densité des groupements hydroxyles es
différente a la surface des deux matériaux, camplique probablement un greffage différent. De
plus, les valeurs de l'angle de contact aprésdati@n d’oxydation, sont en parfait accord avec la

présence de fonctions acides carboxyli@zs06].

Echantillon Angle de contact de I'eau (°

Si non traité <45
Si silanisé 93

Si silanisé et oxydeé 67

SiO, non traité <60
SiO; silanisé 89

SiO, silanisé et oxydé 69

Tableau Ill. 1: Mesures des angles de contacts de&u pour des substrats de silicium et de silice@aque stade
du greffage

71



Chapitre 1ll: Préparation chimique de surface en eud’'un greffage biologique

[1.3.1.2- Analyse par spectroscopie infrarouge

Afin de confirmer le greffage de I'organosilanesdmalyses de spectroscopie IR ont été réalisées
sur des échantillons de silicium a différentes &ade fonctionnalisationF{gure Ill. 10).
L’acquisition des spectres a été réalisée sur @ctspmeétre Varian 670 fRutilisant une source
MCT refroidit a I'azote liquide et une séparatriKBr couplée a un microscope 620 optique/IR. La
mesure a été réalisée en angle rasant.

Il est possible d’identifier un certain nombre desparactéristiques apres silanisation : une aoubl
bande intense & 1030¢net 1180crit, une bande large et peu intense centrée entreet4ABDOcrit
ainsi gu’une bande fine et intense, trés bruit&y46cnt-

La double bande & 1030 et 1180test caractéristique de la liaison Si~O}&iu08] : la bande pic

& 1030crit est di & la déformation de la liaison Si-O-Si igade le pic & 1180cmest di & son
élongation. Par ailleurs, nous observons une augtien de l'intensité de cette bande dans le
substrat de silice apres la silanisation par rapgpaelui de référence : il est fort probable gettec
augmentation est dile au greffage de I'organosilamebande a 3475cthest caractéristique de
I'élongation des liaisons Si—OH. Son intensité din@ apres silanisation car les groupements Si—-OH
sont remplacés par des groupements Si—-O-Si. Ceitielest large aprés oxydation : cela signifie

gu'’il existe des fonctions —OH libres qui peuverdrer a partir de la fonction —COOH.
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Figure 1. 10 : Spectres FTIR en angle rasant deubstrats de silicium non traité, silanisé, et silaisé puis oxydé
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[1.3.1.3- Analyse élémentaire par spectroscopie pghotoémission a rayon X

Une étude fine par spectroscopie par photoémissicayon X (XPS) a été aussi effectuée sur les
échantillons pour chacune des étapes de greffagel@fpermettre une quantification du rendement
de la fonctionnalisation de surfacknfiexe E). Les mesures XPS sont réalisées avec une mode
ThermoElectron Theta-Probe une pression de 5:3%orr utilisant une source monochromatique
de photons X Al (1486.5eV), au Centre d’Etude et de Formation pecB8oscopie Electronique
de Surface de la faculté des Sciences de Vers&iag Quentin en Yvelines par I'équipe du Pr
Arnaud Etcheberry. La taille du spot est de 40t le détecteur est placé perpendiculairemeat a |
surface. La taille du pas de mesure est de 1eVIpsiwspectres Survey et de 0.1eV pour les spectre
haute résolution. L'analyse des données est réatiséitilisant le logiciel commercial ThermoFisher
Avantag€.

L’identification des éléments chimique présents &urface des échantillons est possible grace a
spectre SurveyHigure Ill. 11 a et b). Le spectre Survey est un spectre général donmhest

informations qualitative et quantitative sur leéndéents présents a la surface d’'un échantillon.

Sur le spectre Survey du substrat de silicium maitét les éléments chimique silicium, oxygene,
carbone sont présentsSigure Ill. 11 a). Le silicium présente un double pic du Si2p a ¥06edu
Si2s a 151eV. L'oxygene est identifié par le pics@Gil533eV, le pic Auger-KL1 a 979eV, le pic
Auger-KL2 a 1001eV et le pic KL3 a 1017eV. EnfielBment carbone est révélé par le pic Cls ¢
286eV. Il existe également des plasmons liés a@iusit correspondant a des pics a 116, 132, 167
183 et 197eV. De plus, I'oxygéne posséde un plasirssoeV.

Sur le spectre Survey de la silice, les élémentsilddum, d’oxygéne, de carbone sont également
présentsKigure Ill. 11 b). Il existe un double de pic du silicium correspartdzau Si2p a 104eV et
du Si2s a 155eV. L’oxygene est caractérisé paicl©fs a 534eV et le pic Auger-KL1 a 980eV. De
plus, le pic carbone C1s est visible a 286eV. istexun plasmon lié au silicium et un plasmon lié a
I'oxygéne qui se situent respectivement a 122.2e364eV.

Le dédoublement du pic Si2p, caractéristique deytle de silicium justifie la présence de la couche
d’'oxyde native (2nm d’épaisseur) présente sur lestsab de silicium référence. En effet, les
électrons excités sur le silicium peuvent corresipendu fait de leur libre parcours moyen d’environ
10nm, a des atomes du silicium de I'oxyde de serfag a des atomes du silicium du cceur du
substrat. Il est intéressant de remarquer qu’istexune contamination de ces références par de

atomes de carbone résiduels mais cette contaminaste de faible teneur (inférieure a 6%).
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Figure 1. 11: Spectres XPS a) d'un substrat de $icium non traité et b) de silice

Le calcul de l'aire de la surface relative occupaechaque pic d’'un élément chimique sur le Survey
permet d’estimer le pourcentage atomique de présdeccet €lément sur I'échantillon analyseé.
L’évolution du rapport entre le pourcentage de emés du carbone et celui du silicium (C/Si)
permet d’évaluer le rendement de greffage des silaneles différents substrats utilisés. En effet,
rapport ne peut qu'augmenter aprés une réactigilal@sation en partant d’un substrat de silicium

dépourvu théoriqguement de carbone.

Les compositions chimiques et les rapports C/Si différentes étapes de la fonctionnalisation de
surface sur des substrats de silicium et de silice présentés dansTableau Ill. 2. Par ailleurs

les spectres Survey des surfaces silanisées ss@niés dans FEgure Ill. 12 a et b,

Apres silanisation, les spectres Survey des sigfsit@nisées montre une augmentation de l'intensité
du pic C1s par rapport a l'intensité du pic Si2piples substrats de siliciu(figure Ill. 12 a) et de
silice (Figure 1ll. 12 b).

Pour I'échantillon de silicium non traité le rapp®@/Si varie de 0.11 a 0.51 aprés silanisation
(Tableau lll. 2). De plus, la teneur en carbone passe de 5.8%b&021

Pour I'échantillon de silice, le rapport C/Si vade 0.09 a 0.54 aprés cette méme étape et la teneur
en carbone est passée de 3% a 1B8bleau lll. 2).

Quelgue soit le substrat, la chaine carbonée dgaimsilane atténue la réponse du silicium et
augmente celle du carbone ce qui confirme le gyeftée I'organosilane sur les deux surfaces.

Nous notons néanmoins une différence de comportedendeux matériaux face a la réaction de
silanisation.La variation du taux de carbone est plus importdmteque le substrat utilisé est le

silicium non traité.
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échantillon composition chimique de surface (Y%atongjue)
Si C O F C/Si

Si non traité 53.7 5.8 40.5 _ 0.11

Si silanisé 42.4 215 314 4.7 0.51
Si silanisé et oxydé 42.2 17.2 36.3 4.3 0.41

SiO, non traité 32.4 2.9 64.7 _ 0.09
SiO, silanisé 29.4 15.8 52.1 2.7 0.54
SiO; silanisé et oxydé 29.2 14.1 54.5 2.2 0.48

Tableau Ill. 2: Composition chimique et rapports C/Si pour greffage de substrats de silicium et de gik

Les spectres Survey des surfaces silanisées eéesygbnt présentés dand-lgure Ill. 13 a et la
Figure Ill. 13 b.

Apres silanisation et oxydation, le spectre Surdayne surface de silicium présente peu de
différences avec le spectre d’'une surface uniquéesitmisée Figure Ill. 13 a). Une surface de
silicium silanisée et oxydée a un rapport C/Sil é&a41 Tableau lll. 2). De plus, le pourcentage
atomique de silicium est constant par rapport galaur obtenue lors de I'étape de silanisation :
42.4% apres silanisation et 42.2 % aprés silaoisaéit oxydation. Enfin le taux d’oxygene
augmente de 4% entre I'étape de silanisation etydation.

Pour une surface de silice silanisée et oxydémgdport C/Si est égal a 0.48apleau Ill. 2). De
plus, le spectre Survey a une allure identiqudw daine surface de silice silanisdedure 111, 13

b). Le pourcentage atomique de silicium reste constaft4% apres silanisation et 29.2 % apres
silanisation et oxydation. Le taux d’oxygene augtaate 2% apres oxydation.

Compte tenu de ces résultats, nous pouvons rajerapres oxydation, le rapport C/Si diminue
|égerement par rapport aux surfaces silanisées pwi$ étre considéré comme équivalent en
premiere approximation. Le résultat était prévesilohr la réaction d’oxydation n’introduit pas
d’autres carbones supplémentaires sur la surfioxydation de la liaison vinyligue C=C de
I'organosilane en liaison acide carboxylique COQ@iduit la perte d’'un carbon&ch04][Dug03].

La stabilité du pourcentage atomique du siliciunonire bien qu'’il n’y a pas eu de décrochage de
I'organosilane aprés oxydation. L'augmentation dwxt d’'oxygene peut étre expliquée par la

présence de fonctions COOH.
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Figure 1ll. 13: Spectres XPS de substrats silanisé¥th et oxydés 12h a) de silicium et de b) silice

Pour mieux définir les liaisons chimiques mises jen lors des réactions de silanisation et
d’oxydation, des analyses plus fines ont été aeffszs. En effet, lors d’'une analyse XPS, chaque pic
correspond a la somme de chacune des contributfomgques d’'un élément présent a la surface de
I'échantillon. Ainsi, une modification de I'enviroement chimique d’'un élément implique une
modification de sa structure électronique et dowio@c lieu a une réponse spectroscopique
différente.

Des spectres haute résolution du pic Cls sontqéspour des échantillons de silicigiRigure III.

14 a) et de silice(Figure Ill. 14 b). En premier lieu, nous remarquons que l'intendiiépic du
carbone présent sur les substrats de silicium radié tet de silice est trés faible, ce qui confilee
faible taux de carbone de contamination observéesuspectres du Survéirigure lll. 14 a et
Figure Ill. 14 b). De plus, quelque soit le substrat utilisé, le ghiccarbone devient trés intense

76



Chapitre 1ll: Préparation chimique de surface en yaud’un greffage biologique

apres le greffage de I'organosilane a la surfasesdbstrats car la silanisation correspond a wit ajo
d’'une chaine de 8 atomes de carbone de I'organesila

Sur le spectre Cls de la silice avant silanisattégure 1ll. 14b), nous constatons un décalage du
pic Cls visible vers les hautes énergies. Il espaiablement a un effet de charge a cause d
caractére isolant de la silice. Il existe égalemard dissymétrie du pic du carbone vers les haute
énergies du a la liaison C=C présente en bout @g@nehde I'organosilangCaiO6]. Apres
I'oxydation, l'allure du pic a grandement évoluéa dissymétrie s’est accentuée a cause de |
contribution de la liaison acide -GB. De plus, un nouveau pic a 289.9eV, caractétistiqu
groupement acide carboxylique O=C-OH est appeonfirmant la réaction d’oxydation de la

liaison vinylique[Was89].
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Figure lll. 14 : Spectres XPS a) du silicium non taité et b) de silice, centrés sur le pic C1s poued 3 stades de
greffage
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Sur le spectre du Cls du substrat de silicium asdamisation(Figure Ill. 14 a), il n’existe pas
d’effet de charge. Cela signifie donc que la coudhexyde native présente a la surface de
I'échantillon présente un caractéere oxydant faiBlgres silanisation, un effet de charge est présent
de nouveau lié probablement a la présence de nigiS@ubsiarO-Shrganosiianeissues du greffage de
'organosilane. Apres la réaction d’oxydation, leépbmeéne disparait. La présence de la liaison
acide (—COOH) peut probablement masquer I'effdargades liaisons SistratO-Shrganosilane

D’un autre coté, en comparant les deux matériaoMs memarquons que la composante a 289.9eV,
correspondant a la fonction —COOH est plus viditis d'un greffage avec un substrat de silicium.
En effet, I'aire de cette composante représente d@%aire totale du pic C1s pour I'échantillon de

silicium et seulement 8% pour I'’échantillon decsli

En conclusion, I'étude de silanisation menée sardeux substrats de silicium et de silice nous
permet de limiter la suite de I'étude désormaissabstrat de silicium. En effet, le rendement de
greffage est un plus important pour un substrailit@um. De plus, la surface qui sera utiliséeslan

le dispositif micro-vibrant que nous désirons E&lipour la détection d’entités biologiques est

typiquement du silicium.

Pour mieux analyser les résultats de la réactiorydfation, nous avons réalisé la déconvolution de
spectre haute résolution. En effet, le pic d’'unm@at correspond a la somme des contributions de
toutes les liaisons chimiques autour de cet éléntemterme mathématique, le pic de modélisation
est la somme de produit de convolution de fonctiélgnentaires correspondant a chacune des
liaisons mises en jeu. L'opération permettant gars les fonctions élémentaires contenues dans le
pic est la déconvolution.

Ainsi, la déconvolution du pic C1ls du carbone liérasubstrat de silicium non traité silanisé et
oxydé a été effectud€igure lll. 15). Cing composantes ont été identifiees, centr@&la8, 285.4,
286.0, 286.8 et 289.9eV respectivement assignéebaagons Si—C, C—-C, C—-OH, C=0 et O=C-OH.
Cette déconvolution nous renseigne sur la réadliorydation : les bandes caractéristiques des
liaisons C-OH et C=0 montrent que le groupemerimare n’'est pas I'unique produit d’'oxydation

et que par conséquent il existe d'autres prodwetorsdaires. Compte tenu du mécanisme de la
réaction d’oxydation, nous pouvons supposer qu’a yles composeés aldéhydes a la surface de

I’échantillon.
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Figure lll. 15: Spectre haute résolution centré suile pic du C1s aprés déconvolution d'un substrat dsilicium non
traité silanisé 24h et oxydé 12h

La déconvolution de I'élément Si a également étéeprise sur un spectre effectué sur un substra
de silicium apres silanisation 24h et oxydation (FZgure 1ll. 16).

Le spectre haute résolution Si2p présente deux pinspic principal a 100eV et un pic secondaire
103.5eV correspondant respectivement au Si2p deofaposante de coeur du substrat et la
composante oxydée du siliciupdim06]. La hauteur relative du pic a 103.5eV est en atewec
une couche d’oxyde de silicium amorphe d’'une épaisd’environ 2nniKimO06].

La déconvolution a permis d'isoler cing composanie montre I'existence de différents degrés
d’oxydation du silicium. La composante a 99.5eVrespond a un silicium a degré d’oxydation O,
qui est la signature de silicium du substrat. Lengosante a 99.8eV correspond a un silicium
légérement oxyd@Him88]. De plus, la contribution supplémentaire 100eVpesbablement dle a
la liaison Si-C[Aur09]. Concernant les deux contributions entre 102 Be¥Qelles correspondent

a des liaisons Si-OH et Si-O-Si. En effet, nousnavdeux composés Si-O de deux natures
chimiques différentes a la surface du substratildgusn. Le premier provient des sites vacants de

types Si-OH, le second des liaisongsakaO-ShrganosiandSsues du greffage de I'organosilane.
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Figure lll. 16: Spectre haute résolution centré suile pic du Si2p aprés déconvolution d'un substratel silicium
silanisé 24h et oxydé 12h

[1.3.1.4- Caractérisation morphologique par AFM

Une étude par microscopie a force atomique (AFM}énaussi effectuée sur les échantillons pour
chacune des étapes de greffage afin de caracténigerogénéité de la fonctionnalisation de surface
[Mul08]. Les caractérisations AFM ont été réaliséasmode tapping avec une pointe standard en
silicium dont le rayon de courbure est infériedrGam, une fenétre d’acquisition de 10x10um et un
balayage d’'une ligne/seconde a une fréquence déHz24.a mesure a été réalisée avec I'appareil de
modeéle Pico Plus de la marque Agifén I'air ambiant & la Centrale Technologique Ursitaire
Institut d’Electronique Fondamentale. Les rugosi@gmeétiques (Ra) et images topographiques de
substrat de silicium non traité aux difféerentegpégade la fonctionnalisation sont présentées par la
Figure lll. 17 et leTableau IlI. 3.

Echantillon Rugosité moyenne Ra (nm)
Si non traité 0.07
Si silanisé 0.7

Si silanisé et oxydé 2.6

Tableau Ill. 3 : Valeurs de la rugosité de surfac@’une surface de silicium, de silicium silanisé 24kt de silicium
silanisé 24h et oxydé 12h
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10,0 pm

16 Hm

10,0 um

Figure 1. 17: Images topographiques obtenues paAFM pour a) une surface de silicium, b) silanisée4h, c)
silanisée 24h et oxydée 12h

Les images topographiques montrent que les surm@shomogenes a chaque stade du greffag
(Figure 11I. 17). La rugosité de la surface silanisée (0.7nm) &st pnportante que celle de la
surface de silicium non traitéTdbleau Ill. 3). Aprés silanisation et oxydation, la valeur de la
rugosité augmente (2.6nm). L'augmentation de laosii§ apreés fonctionnalisation reste tout de
méme limitée et caractéristique d'une surface hameg En effet, elle confirme I'absence de
polymérisation a la surface des échantillons digiwih. Par ailleurs, la rugosité évolue apres
oxydation, ce qui ne peut étre expliqué par uneification de la structure chimique de la surface
puisque la longueur de la chaine greffée n’estcgasée changer aprés oxydation. Par contre, un
explication serait la présence de produits d’oxgmatsecondaires déja identifiés lors de la
caractérisation par XP&igure Ill. 15).

Ces valeurs restent tout de méme en accord avies oddtenues par Faucheux, c'est-a-dire dans |
méme gamme de valeurs de rugosité pour des morle®uauto-assemblées avec fonctions

carboxyliquegFau04].

[1.3.2- Optimisation de la durée de silanisation
Dans cette partie, la silanisation a été réaligfmant 1h, 3h, 6h et 24h sur des surfaces deusilici
selon le procédé décrit dansdection 11.2. Afin de préserver les surfaces, les mesures tEate

contact sont réalisées immeédiatement apres legdaviinaux au chloroforme, puis les échantillons

ont été scellés dans des boites de pétri jusquialyses XPS.
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[1.3.2.1- Analyse par angle de contact

Une étude de I'évolution de I'angle de contact encfion du temps de silanisation a été menée
(Tableau lll. 4). Elles tendent trés rapidement vers un optimumeftet, dés la premiére heure de

silanisation, la valeur de I'angle augmente tratefoent a 87°comparée a celle du silicium sans
traitement (45°). Cette méme valeur continue d’agigper légerement : 90° aprés 3h, 95° aprés 6h et
99° apres 24h. Les valeurs des angles de contattent une tendance vers une surface hydrophobe
initialement hydrophile. A ce stade il est possidlémettre deux hypothéses : (i) la densité de
greffage atteint presque son optimum apres uneehdirsilanisation ou (ii) les molécules greffées

contrblent trés rapidement la mouillabilité de laface.

temps de silanisation (h) Angle de contact de I'ead)
0 45
1 87
3 90
6 95
24 99

Tableau lll. 4 : Variation de 'angle de contact del’eau d'une surface de silicium silanisé au chloforme en
fonction du temps de réaction

[1.3.2.2- Analyse élémentaire par spectroscopie pahotoémission a rayon X

Pour quantifier la densité de greffage de la serfat fonction du temps, des analyses XPS ont été
entreprisesKigure Ill. 18 et Figure 1ll. 19). Une étude de I'évolution du taux de carboneest d
silicium en fonction du temps de silanisation a éffectuée Tableau Ill. 5). Les conditions

d’acquisition sont identiques a celles présentéas t#esection 11.3.1

Les spectres de la composante C1s montrent unetévolers une occupation progressive des sites
d’adsorption présents sur les surfaces, ici les ggments hydroxyles, en fonction de la durée de
greffage Figure 1ll. 18). En effet, nous constatons que la hauteur dulpi€1ls augmente avec le
temps, ce qui est aussi confirmé par la croissdndaux de carbond ébleau lll. 5). L’observation

des spectres obtenus montre que l'allure des gicghéépendante du temps de silanisation. Nous
pouvons conclure que les chaines greffées a lacides échantillons sont probablement de méme

nature chimique.
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Les spectres focalisés sur le silicium (Si2p) mamtrque la composante du cceur située a 100e
diminue en fonction du temps de silanisatibig@re Ill. 19). En effet, le greffage du silane apporte
une épaisseur d’environ 2nm sur les surfaces eheantg donc le libre parcours moyen des électron:
éjectés, ce qui rend difficile leur détection Idesla mesure XPS3-{gure Ill. 20).

Sur le graphe normalis€&igure 1ll. 19), un décalage entre le spectre du silicium espestres des
échantillons silanisés est visible. L'analyse dagages silanisées montre un déplacement vers le

hautes énergies, probablement di a un effet dgelurla surface.

r 60

— Si non traité - 55
— silanisé 1h

silanisé 3h F 50
— silanisé 6h
— silanisé 24h / - 45

- 40

- 35

coups/s

F30

F25

292 291 290 289 288 287 286 285 284 283 282

Energie de liaison (eV)

Figure 1. 18 : Spectres XPS de substrat de silicim, silanisés au chloroforme pendant 1, 3, 6 et 24fentrés sur la
composante Cls

Une augmentation du rapport atomique C/Si au cdarfa réaction est observ€Eableau [I1.5).

Elle indique gu'il y a greffage de l'alkylsilan®e plus, une augmentation du taux de carbone e
observée ainsi que la diminution du taux de sifiti€Cette constatation nous renseigne sur la densit
du greffage de l'organosilane et permet d'affirngele la surface de I'échantillon de silicium se

sature progressivement. En effet, 'avancementadeghction de greffage est important au bout
d’'une heure : le rapport atomique C/Si est égal3®.0A partir de 3h, I'évolution du greffage de

I'organosilane devient limitée ce qui signifie das sites d’adsorption commencent a étre saturés d

maniere significative pour atteindre un optimunreh et 24h.
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temps de silanisation (heures) % Si % C Rapport C/iS
0 52.93 7.17 0.14
1 45.02 17.55 0.39
3 41.34 20.45 0.49
6 38.56 25.38 0.66
24 38.04 26.47 0.70

Tableau lll. 5 : Evolution du rapport C/Si en fonction du temps de silanisation au chloroforme de subsits de
silicium

r 90
— Si non traité - 80
— Si silanisé 1h
Si silanisé 3h 70
— Si silanisé 6h | 60
— Si silanisé 24h
rs0 w
(2]
[oX
>
F40 3
r 30
r 20
r 10
T T T T T T T T T T 0

107 106 105 104 103 102 101 100 99 98 97
Energie de liaison (eV)

Figure 1. 19 : Spectres XPS centrés sur la compasite Si2p de substrat de silicium, silanisés au arbforme
pendant 1, 3, 6 et 24h
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Figure 1l1. 20 : spectres XPS normalisés centrés sla composante Si2p de substrat de silicium, silasés au
chloroforme pendant 1, 3, 6 et 24h

11.3.3- Bilan de I'étude de silanisation sur les dmntillons pleine plaque

Les caractérisations physico-chimiques realisées datte partie indiquent clairement que les
réactions de silanisation et d’oxydation ont bian leu quelque soit la surface de greffage.
L’analyse par mesure de I'angle de contact quiuest technique simple, rapide et totalement non
destructive pour I'’échantillon, nous a donné urdication fiable de la modification de surface des
échantillons. L'infrarouge nous a livré les preregindications sur la nature des liaisons chimiques
de surface, notamment I'existence d’'une liaisae$tO—Skiane Elles ont été adaptées pour nous
renseigner sur la composition chimique des surfdoes analyses nous ont permis d’identifier une
difféerence de résultats entre les deux substratéseEn effet, la silanisation et I'oxydation été
démontrées avec une meilleure couverture pour Istilde silicium. De plus, les analyses AFM
ont démontré que I'organosilane a été greffé umtament sur les surfaces de silicium.

Une étude de l'effet de la durée de la silanisasionle rendement de greffage a été effectuéessur |
surfaces de silicium. Les résultats XPS ont pemiasfirmer comme cela avait été entrevu dans
I'étude concernant I'évolution de I'angle de comtque le temps optimum est de I'ordre de 6h. Par
ailleurs, le greffage de I'organosilane est ama@wgéout d’une heure de silanisation, ce qui est er
accord avec les valeurs de mouillabilité des seganontrant tres rapidement (au bout d’'une heure

un caractére hydrophobe.
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Il.4-Caractérisations physico-chimiques de canauxdidiques fonctionnalisés

Dans cette étude la silanisation est effectué damscanal fluidique utilisant le dispositif
expérimental présentans la section 11.2.2.Cette étude exploratoire est faite pour répondie a
problématique initiale de la these : une prépanab@achimique de la surface dans les canaux
intégrés dans une micro-poutre. Les solutions ldaisation et d’'oxydation sont préparées dans les
mémes conditions de concentration que pour lesasesf planes. La solution de silanisation est
ensuite introduite dans le dispositif fluidique@rcuit ouvert avec un débit de 6 ml/h pendant 5h30
correspondant approximativement a la durée de sddon optimisée dans kection 11.3.2 Le
mélange d’oxydation est introduit dans le canatawe débit de 1.45mL* permettant d’obtenir le

temps de réaction équivalent aux conditions plplague, c’est-a-dire de 12h.
[1.4.1-Silanisation du canal au chloroforme

Le circuit fluidigue mis en place a révélé un pashe de compatibilité du solvant avec le capot de
PDMS. En effet, les premiers tests de silanisasions flux avec le chloroforme, ont ainsi mis en
évidence un gonflement du capot de PDMS et un #meht au bout d’'une heure de réaction.

De plus, des fuites ont été constatées autour dal daduisant des pertes de la solution de
silanisation. Par conséquent, nous avons écam@daibilité de silanisé et les canaux de silicium

avec du chloroforme.
I1.4.2-Etude d’autres solvants de silanisation

Une étude concernant l'influence de la nature duasb a été menée pour palier au probleme de
solubilité du PDMS par le chloroforme. Trois sohsuaint été utilisés : le méthanol, I'heptane et
'octane[Jes03] Le choix du méthanol comme solvant a été motasél fait que la longueur de la
chaine carbonée est approximativement identiquedl@ du chloroforme. Pour I'heptane et I'octane
nous avons souhaité explorer I'effet d’'une longugeirchaine carbonée du solvant plus importante
[Gov94.
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[1.4.2.1- Analyse élémentaire par spectroscopie pghotoémission a rayon X

L’analyse des spectres XPS haute résolution cestrése carbone a été effectuée pour les trois
solvants choisisHigure Ill. 21). Quelque soit le solvant utilisé, une augmentatier’intensité de
la composante Cls du carbone aprés la silanisatiété constatée indiquant un greffage limité

d’organosilanes a la surface des canaux.
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Figure Ill. 21 : Comparaison de spectres XPS centssur la composante Cls du carbone d’'un canal ténmi
silanisé a température ambiante au méthanol, a I'@ane et a I'octane

Les spectres hautes résolutions centrés sur la ganf@ Si2p du silicium sont présentés dans |z
Figure Ill. 22. L’allure des spectres obtenus fait apparaitre2paulement sur le pic principal a

100eV. D’autre part, apres silanisation, une augatiemt de I'intensité du pic a 104eV ainsi qu’une
diminution du pic a 100eV sont observées quelgitdeseolvant employé.

Un phénoméne est remarquable sur tous les speetes®s. L'allure du pic a 100eV est différente
de celle obtenue pour des échantillons de siligueme plaque. Les deux pics correspondent a |z
contribution des liaisons Si-H et Si-OAur09] invisible sur les échantillons pleines plaques de
silicium. Ce phénomeéne peut étre induit par lepadachimiques réalisées sur le canal pendant I

gravure.
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Pour tous les solvants, 'augmentation de l'intendu pic a 104eV indique la formation de liaisons
Si-O-Si constituants la base des molécules d’orgjlanes a la surface du canal. Cette augmentation
est tres remarquable pour le méthanol. D’autre, pdiminution du pic a 100eV est probablement
die a la présence de la couche de silanes : ellefte passage dans le vide des électrons éjectés
lors de la mesure XPS. Enfin, il existe un légeratEge du pic Si2p a 100eV par rapport au canal de
silicium non traité lors de silanisation au métHarae phénomene indique probablement la présence

d’un effet de charge lors de 'acquisition du spect
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Figure lll. 22: Comparaison de spectres XPS centrésur la composante Si2p du silicium d’un canal témin,
silanisé a température ambiante au méthanol, a I'hgane et a I'octane

L’évolution du rapport atomique C/Si en fonction slhivant est présentée dansTbleau lll. 6.
Nous constatons que le rapport est nettement plpsrtant avec le méthanol, I'heptane et I'octane :
il est respectivement égal a 0.12, 0.31 et 0.75rapport atomique est beaucoup plus élevé avec
I'heptane et I'octane, ce qui laisse présager tuigidation d’un solvant a longue chaine carbonée
conduit a une silanisation plus efficace. Le pontage atomique de carbone ainsi que du rapport
atomique C/Si sont presque doublés en utilisactdioe par rapport a I'heptane. Cette évolution peut
étre dlde a la longueur de la chaine carbonée gargoEn effet, I'octane a une longueur de chaine
plus importante que I'heptane et donc mieux disp@dssolubiliser le silane, comme cela a été

expliqué dans laection 1.2.3.3.2.c [Gov94]
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I Pourcentage atomique (%)
Solvant de silanisation
% Si % C Rapport C/Si
canal témoin 59.06 1.16 0.02
Méthanol 44.28 5.13 0.12
Heptane 42.85 13.17 0.31
Octane 33.30 20.93 0.63

Tableau lll. 6: Composition chimiques de canaux sénisés a température ambiante en fonction des solvz

11.4.2.2- Analyse morphologique des canaux silanisgar AFM

L’homogénéité de la surface silanisée dans lesuwanaeté veérifiee par AFMHgure 1ll. 23 et
Tableau Ill. 7). Les conditions de mesure sont identiques ascpliésentées dansdaction 11.3.1

Sur la surface du canal non traité, il existe depuretés et la rugosité arithmétique est égale ¢
2.6nm, supérieur a celle du silicium poli (égal@5am). Quelque soit le solvant, la rugosité
augmente apres silanisation. L'augmentation de ulgosité confirme le dépdét d’'une couche
d’organosilane. La rugosité pour le méthanol, ltaep et I'octane est respectivement égale &
29.2nm, 6.4nm et 19.6nm.

Dans le cas de la silanisation au méthanol, endguge trop forte augmentation de la rugosité, nous
observons une surface extrémement chargée. Celaépreutaractéristique d’'une polymérisation
dans le canal probablement di & une mauvaise bsétioin de I'organosilane dans le méthanol ou a
une mauvaise élimination de I'organosilane nonf§réfette deuxieme hypothese peut étre éliminée
car des mesures de pH effectuées au moment digeirggad montré une disparition progressive du
silane de la solution. Nous pensons que cette itégadevée est probablement di a une
polymérisation en surface.

A lissue de cette étude, les rugosités ainsi ggagdpographies obtenues démontrent clairement qu

les solvants a privilégier pour réaliser un greffageogéne et uniforme sont I'heptane et 'octane.
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Figure Ill. 23: Images topographiques obtenues paAFM a) d’un canal témoin, d'un canal silanisé a
température ambiante durant 5H30, b) au méthanol, xa I'’heptane, d) a I'octane

Pour compléter cette étude AFM, nous avons prégaseéchantillons de silicium pleine plaque
silanisés pendant 5h30 dans les mémes conditi@semeé dans laection 11.3. Les valeurs des
rugosités sont présentées dangdeleau lll. 7. Quelque soit le solvant, elles montrent une serfa
plus rugueuse dans le canal qu’en pleine plagueuti® part pour le méthanol, le confinement de la
réaction dans le canal ne modifie pas le résultajrdffage. En effet, sur les échantillons de isitic

pleine plaque nous observons également une polyatiém du silane en surface.

Solvant de Rugosité moyenne (nm)
Silanisation dans le canal sur du silicium pleine plaqué
Canal témoin 2.6 0.05
Méthanol 29.2 27.1
Heptane 6.4 2.3
Octane 19.6 7.7

Tableau lll. 7 : Valeurs de la rugosité températureambiante et pour différents solvants de canaux stium
silanisés et des substrats de silicium pleine plagsilanisés
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11.4.2.3- Bilan de la silanisation sous flux a temgrature ambiante

La forte solubilité du chloroforme vis-a-vis du P3Mend la réaction de silanisation inefficace et
non reproductible.

De plus, la silanisation au méthanol ne permet lfmdgention d’'une monocouche organisée et
homogene d’organosilanes : les analyses AFM oréléégue la rugosité de surface est importante
provenant d’une polymérisation conséquente a faseidu canal. Cette polymérisation a égalemen
été observée lors de la silanisation au méthansudbstrat de silicium pleine plaque. Ce phénomene
a aussi été constaté par les caractérisations Xite: forte augmentation du pic a 104eV
caractéristique d’'une polymérisation de la silice.

Enfin, les différentes méthodes de caractérisatiiisées au cours de cette étude ont révélé qus
I'utilisation d’'un solvant a longue chaine conduiin meilleur rendement de greffage.

Compte tenu des problémes de dégradation du PDKXd I'utilisation du chloroforme et de la
polymérisation importante observée avec le méthama deux solvants ont été éliminés de I'étude
de silanisation sous flux. Nous avons décidé darler aux deux solvants permettant d’obtenir le
meilleur greffage en termes d’homogénéité de saréale rendement : I'heptane et I'octane.

11.4.3- Optimisation du rendement de silanisation sus flux par refroidissement

Les travaux de Brzoska ont montré qu'il existe iem lentre la température de la silanisation et le
rendement de silanisatigBrz94]. En effet, une baisse de la température entraiaaliminution de
I'agitation thermique des molécules et donc undlewge orientation et stabilité lors du greffage.
Dans cette optique, une étude de silanisation an&éée par refroidissement du dispositif
expérimental en utilisant deux solvants: l'octagtel’heptane. Le choix de la température de
fonctionnalisation est lié a la notion de tempématle transition exposé dasection 1.2.3.3.2.a

Apres extrapolation des résultats de Brzoska, agoss estimé une température de réaction égale
-14°C pour le composé 7-octenyltrichlorosilane. @tartenu du fait que nous désirons uniquement
avoir un environnement refroidi et thermiquemenbk, la température de fonctionnalisation a été
fixée a -10°C. Le dispositif expérimental a étéspréé dans laection 11.2.2 Les conditions de
concentration, et de durée de réaction sont ideesich celles utilisées pour I'étude de solvant 3

température ambiante menée dans un canal.
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[1.4.3.1- Analyse élémentaire par XPS de canaux aihisés par refroidissement

Les analyses des spectres XPS Survey ont permigralie les rapports atomique C/Si qui sont
présentés dans [Eableau lll. 8. Lors de la silanisation a I'heptane, les deux rsooigératoires
montrent une variation du rapport atomique de @3tmpérature ambiante a 0.41 a -10°C. Le
résultat obtenu dans le cas de I'heptane montrelguefroidissement optimise le rendement de
greffage des molécules de silane au méme titréegcieangement de solvant.

De plus, les résultats pour l'octane mettent erdeéhnge un bon rendement de greffage de
'organosilane a basse température : une augmentdti rapport atomique C/Si qui passe de 0.63 a
température ambiante a 0.75 a -10°C.

Compte tenu des résultats XPS, nous pouvons cengle la densité de molécules greffées est plus
importante pour les deux solvants lorsque la réaast réalisée a une température de -10°C car il y
a probablement une meilleure organisation spatiake molécules de silane a cette température.
Nous pouvons également supposer que le refroidesiedu systeme tend a augmenter la viscosité

du solvant : cela peut induire une diminution denkzbilité des molécules de silane dans le mélange

réactionnel.
Solvant Rapport C/Si
de silanisation Silanisation a 20°C Silanisation a -10°C
canal brut 0.02 0.02
Heptane 0.31 0.41
Octane 0.63 0.75

Tableau lIl. 8: Comparaison des rapports atomiques C/Si des canaux silanisés a 20°C et -10°C

Afin de finaliser I'étude de I'optimisation de l@action de silanisation, il est nécessaire a cesta

contréler ’homogénéité de la surface fonctionredisles canaux.

11.4.3.2- Analyse morphologique par AFM des canausilanisés par refroidissement

Des mesures AFM ont été effectuées sur la surfasecaleaux apres silanisatiooes valeurs de
rugosité augmentent légérement aprés la silanmsaiéo rapport a un canal non traifBableau
[11.9) . Qualitativement, nous observons un greffage homegd uniforme de I'organosilane a la
surface des canaukif@ure Ill. 24 a et b) En comparant la surface silanisée a I'octanella ce
silanisée a I'heptane, nous remarquons que lescoleke de silanes ont été greffées de maniere
beaucoup plus dense avec une bonne organisatibalsmkans le cas de I'octane.

92



Chapitre Ill: Préparation chimique de surface en yud’un greffage biologique

L'étude en fonction de la température de la sili® a I'octane montre qualitativement une
meilleure qualité de greffage a basse tempéraeelus, la rugosité de surface est beaucoup plu
importante sur des échantillons silanisés a I'aetariempérature ambiante, ce qui témoigne d’une
surface beaucoup plus homogéne comparée a cedleumbpour une silanisation a -10%gure IIl.

23d et Figure Ill. 24 b).

o Rugosité a -10°C Rugosité a 20°C
Solvant de silanisation
(Raen nm) (Raen nm)
Heptane 2.25 6.40
Octane 6.00 19.60

Tableau Ill. 9 : Tableau récapitulatif des valeursde la rugosité moyenne des surfaces silanisées pées différents
solvants a -10°C

a) 10um b)
Figure Ill. 24 : Images topographiques obtenues paAFM d’un canal silanisé a 10°C
a) a I'heptane et b) a I'octane

En conclusion, I'ensemble des résultats a ce stadis permettent de proposer la silanisation 3
I'octane a basse température comme le protocoimalppour une préparation chimique sous flux.

11.4.3.3- Etude compléte de la fonctionnalisation € surface des canaux a I'octane

Dans cette partie, une étude compléte a traverspitres XPS de la silanisatidtigure 1ll. 25 et

Figure lll. 26) et de I'oxydationEigure Ill. 27) a été menée pour une fonctionnalisation a I'aetan
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Les spectres haute résolution centrée sur la camposiu Si2p du silicium sont présentés dans la
Figure 11l. 25. L’allure des spectres montre qu’une silanisaéiageu lieu pour les deux conditions de
température. En effet, le pic & 104eV confirme pafition d’'une contribution significative des
liaisons Si-O-Si dle au greffage de I'organosilara surface du canal. Le pic a 100eV montre aussi
la présence de cette couche de silane qui rer&planse du silicium du substrat moins visible. Ces
deux phénomenes sont beaucoup plus prononcésddassdanisation a basse température.

Le spectre haute résolution de la composante CIsudwne apres silanisation contient un seul pic
de forte intensité a 284.5eV attribué aux liais@€ et C=C de l'organosilan@igure IIl. 26).
L’intensité est beaucoup plus élevée pour une isdéion a -10°C, ce qui prouve une meilleure
densité des silanes comparée a une silanisatem@érature ambiante.

L'étude de I'oxydation est réalisée en analysasisfgctres haute résolution du carbone Cl1s d'un
canal silanisé a -10°C pendant 5H30 et oxydé 1Ridufe Ill. 27). Cette comparaison fait
apparaitre un pic de faible hauteur a 289eV apétaple d’oxydation : il est caractéristique de la
liaison —COOH[Was89]. Ce résultat déemontre que la réaction d’oxydastst bien produite.
L'aire de ce pic représente 8% de l'aire totale mia Cls. Cette valeur est cohérente avec
'oxydation d’'un carbone de I'organosilane étudianmoins, nous pouvons noter que l'intensité
du pic est faible par rapport a celui obtenu loesI'dxydation des échantillons pleine plaque de

silicium.

— canal temoin r 12000
— canal silanisé a l'octane a 20°C

r 10000
— canal silanisé a l'octane a -10°C

r 8000

r 6000

coups/s

r 4000

r 2000

107 106 105 104 103 102 101 100 99 98
Energie de liaison (eV)

Figure 1ll. 25 : Spectre XPS haute résolution cent# sur la composante du Si2p pour un canal silanig&h30 a
I'octane a -10°C et a 20°C
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r 6000

— canal temoin | 5500

— canal silanisé a I'octane a 20°C 5000

r 4500

— canal silanisé a l'octane a -10°C

4000

r 3500

coups/s

r 3000

r 2500

r 2000

r 1500

r T T T T T T T T T 1000
292 291 290 289 288 287 286 285 284 283 282

Energie de liaison (eV)

Figure lll. 26 : Spectres XPS haute résolution cemé sur la composante du C1s pour un canal silanigh30 a
'octane a -10°C et a 20°C

r 3500

— C1s expérimental

. I 3000
— C1s d'ajustement

r 2500

coups/s

r 2000

r 1500

r T T T T T T T T 1000
291 290 289 288 287 286 285 284 283 282

Energie de liaison ( eV)

Figure Ill. 27 : Spectres XPS haute résolution du €s pour un canal silanisé 5H30 a I'octane a -10°CG exydé 12h

|.4.4- Bilan de I'étude de silanisation sous flux

Les résultats recueillis au cours de cette études permettent d’affirmer que la diminution de la
température de la réaction de silanisation améli@erendement de greffage lors de la
fonctionnalisation sous flux. L'utilisation de I'tame a basse température conduit aux meilleur:
résultats de silanisation en termes de rendemenjreféage et d’homogénéité de surface, et patr
conséquent permet de former une couche d’organesilaptimale.
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[1.5- Conclusion

Dans ce chapitre, nous avons réalisé une étude etang¢ fonctionnalisation sur une surface de
silicium oxydé utilisant le 7-octenyltrichlorosilané.a réaction de silanisation a température
ambiante, mettant en jeu I'organosilane solub#iséhloroforme, a été étudiée sur des substrats de
silicium légerement oxydés et de silice. Les sw@$ade silicium non traité ont permis d’obtenir un
greffage plus important de I'organosilane par rappak surfaces de silice. Par ailleurs, la durée de
silanisation a été optimisée a 6h. La réaction yation de la double liaison terminale de
I'organosilane en acide carboxylique a été confemeé

La fonctionnalisation dans un canal sous flux filguet a également été étudiée. Dans un premier
temps, le protocole de silanisation pleine plague pas donné de résultats satisfaisants. Par
conséguent, une étude de solvant a été menée jpimiiser la qualité de greffage. Une amélioration
du rendement a également été entreprise en ablaiksaempérature du systeme lors de la
silanisation.Dans cette méme optique, une étude de l'octaneDZC-h été menée et a permis

d’arriver aux meilleurs rendements et une bonnedggméité de la surface du canal.
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Chapitre IV : Méthodes de greffage de protéines surface plane et en canal

Les protéines présentent une trés large gammeaogpeigties biologiques basées sur un processus de
reconnaissance hautement spécifique. Dans le cadogveloppement de biocapteurs dédiés a la
détection sensible de biomarqueurs reposant sumtgraction spécifique antigene-anticorps, il est
nécessaire d'immobiliser les protéines sur des aipsolidegSamll] Dans un premier temps,
nous présenterons différents modes d’immobilisaties protéines sur les surfaces fonctionnalisées
ainsi que quelques applications concernant |'atiicsy des protéines pour le développement de
laboratoires sur puces. La partie expérimentalg sgposée : nous nous intéresserons en particulier
a la détection de biomarqueurs spécifiqgues de ladiead'Alzheimer et proposerons une technique
de quantification basée sur le greffage de proséaue des surfaces de silicium fonctionnaliséés et

formation d'un immuno-essai de type "sandwich".

I- Quelques notions préliminaires en biologie

I-1- Différents modes d’immobilisation des protéins

Deux approches peuvent étre employées pour imrasebiline protéine sur une surface : le mode de
greffage covalent et le greffage non-covalent. Diansas du greffage non-covalent, les protéines
peuvent étre physisorbées ou interagir par desiti biologiques. Pour 'immobilisation covalente,
deux types de greffage peuvent étre envisagégreféage covalent non spécifique (immobilisation

aléatoire de la protéine) et le greffage covalpatBique (immobilisation orientée de la protéine).

I.1.1- Greffage non covalent
Ce mode de greffage repose sur des interactionsmalentes entre les surfaces de greffage et les
protéines a immobiliser. L'immobilisation des piiags s’effectue essentiellement par phénomene
physisorption ou par bio-complexation.

[.1.1.1- Physisorption

Dans ce type de greffage, I'immobilisation d’erditbiologiques s’effectue par l'intermédiaire
d’interactions non covalentes de type électrostasghydrophobes ou des interactions polaires. Ces

méthodes sont simples et rapides a mettre en omawrele nombreuses protéines s’adsorbent

spontanément sur des surfaces. Elles ne nécegsitende modification chimique du ligand.
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Les protéines peuvent étre piégées dans un maf@lgonérique poreux comme des membranes de
polypropylene modifié par de la polyanilifieil03]. Les composés sont ainsi liés au matériau pa
des interactions électrostatiques et hydropholeegucconduit a un greffage dépendant en partie dt
pH du milieu. Une autre possibilité est que lestémtbiologiques soient directement greffées a la
surface de film de polyméres par électrodéposifger93] [Sco95] Cette technique de greffage
n'est pas performante car les molécules diffusent da film de polymére, conduisant ainsi a une
altération de 'homogénéité de la couche de biomdés Une autre méthode consiste a réaliser de
films de protéines a la surface de substrats de wer de silicium grace a des molécules amphiphile:
[Kaw85] [Bar94]. Un film de “Langmuir-Blodgett”, composé d’'une anocouche organique, est
crée a la surface d’'un matériau en immergeant bstsat dans un liquide : les composés organique:
amphiphiles sont déposés a linterface liquideHa@m17] [Blo35]. Les biomolécules peuvent ainsi
étre incorporées et immobilisées sur ces fil®at)9] Le principal défaut de cette méthode est que
le film est formé a l'interface eau-air, ce qui pdénaturer les protéines et altérer leur confaonat
tridimensionnelldAnt96].

De maniéere générale, le greffage par les technidaegshysisorption de ne semble pas performant
Les liaisons mises en jeu entre le support et lendécules sont réversibles, et tres fragiles. Ce
greffage ne permet pas de contréler la densité itBeribiologiques greffées a la surface. De plus,
'immobilisation des protéines n’est pas uniforr&@fin, cette stratégie de greffage peut conduire &
une perte partielle ou totale de I'activité biokpge dle a la dénaturation des protéines du fait de

interactions avec le substrat ou par réductioradrdbilité des protéines.

1.1.1.2- Bio-complexation

La bio-complexation consiste a utiliser la proggide bio-affinité pour immobiliser des protéines sur
des surfaces. Le support solide a greffer estd@gsr une molécule d’accroche capable de se lie
bio-spécifiguement a une molécule secondaire. leptexe formé permet le greffage a la surface

du matériau de la biomolécule d’intérét.

1.1.1.2.a- Complexe streptavidine/biotine

Une des méthodes d’immobilisation non covalenteplas couramment utilisée repose sur
l'interaction d’'une vitamine, la biotine avec uneofgine qui peut étre la streptavidine, la
neutravidine ou l'avidineRigure IV. 1). Ces différentes entités biologiques sont desagiyotéines
tétrameériques solubles dans les solutions aquetstables dans une large gamme de pH.
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Le complexe bio-spécifique le plus utilisé estdenplexe biotine/streptavidine. La biotine, molécule
organique de faible dimension et stable, est nii¢unent présente dans les organismes vivants. Elle
se lie avec la streptavidine, avec une tres hdfitgt@ caractérisée par une constante de dissoniat
trés élevée (K=10"°mol.L'™Y). Chaque molécule de streptavidine peut se lignatre molécules de
biotine. La biotine présente également une grarffiaitd pour des protéines autres que la

streptavidine, tel que l'avidine @€10%*mol.L™).
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Figure IV. 1 : Représentation schématique du greffge non covalent streptavidine/biotine : structure

tridimensionnelle de la streptavidine (tétrameériques), (b) biotine, (c) immobilisation d’une protéinebiotinylée via
la streptavidine (type sandwich) [Chi09]

Généralement, lorsqu’'une protéine est immobiliséar p’intermédiaire du complexe
streptavidine/biotine, deux types de stratégies @eu\étre envisagés. L'immobilisation de la
streptavidine peut étre effectuée directementsutéace par physisorption ou chimisorption, aiasi |
protéine biotinylée pourra interagir avec la stagptine immobilisée. Les surfaces peuvent aussi
étre fonctionnalisée avec de la biotine, qui powmauite lier spécifiguement la streptavidine sur
laquelle, la protéine biotinylée se fixera, conduisainsi a la formation d’'un complexe de type
“sandwich” [Bel08]. L’avantage d’une telle immobilisation est qu’eflermet de conserver toute
I'activité biologique de la protéine d'intérét. @edst dd a la taille de la biotine : sa conjugasales
macromolécules n'affecte pas la conformation, lletaou la fonctionnalité des protéines de
greffées. De plus, la formation du complexe esideapt ne dépend pas du pH, de la température, de
solvant ou de tout autre agent.

D’autres glycoprotéines ayant également une affirbio-spécifique mais qui présentent des
propriétés physico-chimiques différentes de lapstnédine tels que le poids moléculaire, la
composition des acides aminés et le point isoédgerpeuvent étre utilisées. C’est le cas de la
neutravidine et de I'avidine qui sont susceptill@steragir spécifiguement avec la biotine.

Lorsque I'immobilisation est assurée par I'aviditiepact des interactions non-spécifiques est plus
important par comparaison avec la streptavidineeftat, I'avidine est une protéine qui posséde un
grand nombre de charges positives a pH 7, ce qoduwb a I'établissement d’interactions

électrostatiques non spécifiques avec d'autreséjmesd présentes dans I'échantillon biologique.
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Cependant, il est important de noter qu'une imngddilon avec de la streptavidine peut permettre
de réduire les interactions non-spécifiques maigaut les empécher totalement.

L’'immobilisation des protéines par ce mécanismeessite leur biotinylation. La formation de
protéines biotinylées repose principalement sumé&hode EDC/S-NHS (décrite dans daction
1.1.2.1.a)

[.1.1.2.b- Métaux de transition

Cette stratégie de greffage repose sur l'utilisatie séquences poly-histidine appelé “His-Tag”.
Les His-Tag sont des séquences présentent au nieauotéines recombinantes constituées d’at
moins cing résidus histidine (His) souvent situgd'extrémité N ou C-terminale de la protéine. Les
His-Tag sont de petite dimension, compatibles descsolvants organiques, et ont une faible
immunogénicité Les séquences sont utilisées pour marquer des diteamobilisation, sur les
protéines recombinantes : les marqueurs sont placdss positions précises de la séquence de
acides aminés des protéines.

L'immobilisation des poly(His-Tag) sur des surfaceécessite I'utilisation d’agents chélatants,
comme l'acide nitriloacétique (NTA), I'acide éthgie diamine tétraacétigeDTA) ou I'éthyléne-
glycol. A titre d’exemple,le NTA est un acide tricarboxylique, qui est urahd tétradentate, est
capable de se lier avec les ions métalliques pastioh chimique de complexation. Il peut ainsi
occuper guatre positions dans la sphere de codialindes métaux de transition et laisse disponible
deux positions de coordination permettant des aote@ms avec les protéines. Ce complexe ains
formé est hydrosoluble. Il est généralement greffi& surfaces par l'intermédiaire du couplage
EDC/S-NHS.

Les métaux de transitions utilisés dans ce typgrdéage sont les cations Nji C&*, Cf*. Ces
cations métalliques divalents sont déposés égalesoera surface du matériau a greffer sur lequel
les protéines sont immobiliséésigure 1V. 2). Le nickel est le cation le plus utilisé bien das
interactions soient plus spécifiques avec le catlencobalt et plus fortes lors de l'utilisation de
cation de cuivre. L’interaction bio-spécifique ente NTA et les protéines contenant une séquenc:
His-Tag s’établit grace a une coordination de libitkel entre deux groupements imidazoles
présents sur un composé His-Tag et quatre ligaaddTdh. Le greffage formé est tres stable car il
repose sur plusieurs liaisons. Il nécessite unfasairsaturée en NTA. Néanmoins, les complexes
formés avec le NTA présentent des inconvénientseften, il peut conduire a des adsorptions non
spécifiques & la surface. En effet, I'affinité enke complexe His-Tag et le complexe NTAZNit

faible (Ks=10°mol.L™Y). Cependant cette faible affinité peut étre exphi car elle rend
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immobilisation réversible et permet I'utilisatiorépété d’'une méme surface de greffage. C'est
également le cas lorsque Iion €uest utilisé. En effet, 'immobilisation peut é&theversé par

l'addition d'EDTA qui chélate le cuivre et suppriaigasi le greffage de la protéifigao05].

n
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Figure 1IV. 2 : Schématisation du complexe octaédrige d'un ligand d’acide nitrilotriacétique avec un nétal de
transition de nickel et une protéine recombinante rarquée a I'His-Tag [Daul0]

[.1.1.2.c- Protéine A et protéine G

L'immobilisation des anticorps par l'utilisation da protéine A ou de la protéine G s'appuie sur
l'interaction spécifigue non covalente avec laagggionstante Fc des immunoglobulines G (IgG)
[Her96].

La protéine A, issue de parois des bactéries Slapbgcus aureus, possede cing Sous-unités,
chacune d’elles pouvant se lier a la partie Fc Wgs par l'intermédiaire des groupements
glucidiques. Au cours de I'immobilisation, trois des sous unités deviennent inactives; une protéine
A est donc capable de se lier & deux anticorpsquarextrémité Fc. Ce mode d'immobilisation
permet de maintenir accessible le site de recosearate situé sur la région variable Fab spécifique
de l'antigene, l'activité de l'anticorps est don@gervée. Ce mode de greffage présente un autre
avantage : il permet une immobilisation spécifigies glycoprotéines puisqu’elle est réalisée par
I'intermédiaire des fragments glucidiques.

Une autre protéine du méme type, la protéines&je de cellules animales, peut étre utilisée; ell
présente une affinité encore plus importante quertdéine A vis-a-vis des domaines Fc des
immunoglobulines.

Il existe néanmoins des restrictions liées a cetitatégie de greffage. Tout d’abord, il existe un
manque d'orientation de la protéine A elle-méme. fles, cette stratégie d'immobilisation ne
concerne que certaines catégories d’anticorps.i,Am@rotéine A fixe avec une grande affinité les
IgG1 et IgG2 d'humain ou de souris, mais beaucoamsries IgM, IgA et IgE, ainsi que IgG3 et
lgG1 de souris. Elle n'a aucune d'affinité connoerges IgG3 et IgD humain, ou les IgM, IgA et

IgE de souris.
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1.1.2- Greffage covalent

Pour obtenir un greffage performant (robuste etblar dans le temps), les biomolécules peuven
étre liées a la surface de matériaux par des liaisovalentes. Pour cela, la présence d’'une couch
de groupements organiques a la surface du matésnécessaire. La technique la plus utilisée
consiste a former des couches auto-assembléesuédae des matériaux. Celles-ci sont constituée:
de longues chaines aliphatiques pouvant étre geffipontanément a la surface de substrat de verr
silicium ou métaux. Ainsi, différents types de moooches ont été ainsi formées telles de longue:
chaines d’alcool sur un substrat de velBeg46], des amines sur du platin&ha49] des
alkyltrichlorosilane sur du siliciunfDu02] ou des chaines de thiols, thioesters, et d’alkylfides
sur des surfaces d’dNuz83]. Les couches auto-assemblées formées permettagiefiage de
biomolécules avec une bonne reproductibilité ajpsiine bonne orientation de la protéine. Dans la
majeure partie des cas, les couches auto-assensioldiedes siloxanes pour les surfaces de siliciun
et les thiols pour les surfaces d[&ch00] Les différentes conditions de greffage de cespas®s,

en particulier celles des siloxanes, sont décdées |eChapitre Il .

Lors du greffage covalent, la stratégie dépendadeature chimique de la surface et ainsi que de
celle des protéines greffées. Le greffage peut @dre spécifique (immobilisation aléatoire) ou

spécifiqgue (immobilisation orientée).

1.1.2.1- Greffage covalent non spécifique

Compte tenu des fonctions chimiques disponiblesuser protéine, différentes techniques peuvent
étre envisageées pour greffer des protéines afacgud’un substrgfTableau 1V. 1).

Chacune de ces méthodes impliquent une chimie églaptdes précurseurs spécifiques. Ce type d
greffage implique l'utilisation de méthodes de $@se organique pour greffer les acides aminés
disponibles sur la protéine aux surfaces a fonoabiser. Ainsi, une liaison covalente sera formée
entre la protéine et la surface par l'intermédiales groupements amines ou carboxyliques, de
fonctions aldéhydes ou thiols présents. Cependans @e type de greffage, I'orientation de la
protéine est généralement aléatoire. En effeigiespes chimiques impliqués dans I'immobilisation
sont présents a différents niveaux de la proténequi peut conduire a une immobilisation de la

protéine entrainant un masquage du site actif gedieine.
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Protéines Acides aminés Surfaces
acide carboxylique
NH, Lys, Arg eSteré‘;gx (Nb)
Aldéhyde
Maléimide
SH Cys pyridile disulfure
vinyle sulfone
COOH Asp, Glu Amine
OH Ser, Thr Epoxy

Tableau IV. 1 : Groupements chimiques impliqués emé une protéine et une surface

|.1.2.1.a- Fonctions amines

Le greffage de groupements amines est I'un desquusamment utilisé lors de I'immobilisation de
protéines. Il est effectué par l'intermédiaire desidus lysine et d’arginine.

Le réactif le plus utilisé pour le greffage de grement amines est le sulfo-N-hydroxysuccinimide
(S-NHS) : il permet de créer une liaison amide Istatvec des surfaces contenant des fonctions
carboxyliques, esters, et épofsigure V. 3). Les esters S-NHS sont des molécules solubles dan
l'eau, stables et ayant une hydrolyse lente qujiséant avec la fonction amine de la protéine
[StaB82]. Cette méthode de couplage permet un greffage adegrbotéine par les fonctions
carboxyligues des couches auto-assembl[&eg97]. Cette technique permet d’augmenter la
réactivité de la fonction carboxylique grace auspgse par un ester N-hydroxysuccinimiéég(re

IV. 6). Une autre stratégie consiste a utiliser commentage couplage le dimethylaminopropyl
ethylcarbodiimide (EDC), qui est soluble dans I'eblactivation de la fonction acide par lEDC
permet de créer un intermédiaire réactionnel instdblacylurée) dont le caractere fortement
électrophile entraine un couplage avec un nucléapéli qu'une amineRigure V. 6). Cependant,
une autre approche, consiste a utiliser simultanénes composés EDC/S-NHS pour former des
esters actifs a partir de fonction —COOH : les casgpmbtenus vont ensuite réagir avec la fonction
amine de I'antigene pour former une liaison ami@&a86]. L'avantage d'utiliser ce couple par
rapport a 'EDC seul est la stabilité de l'interragd formé. En effet, le composé EDC est un ester
actif qui a une durée de vie de quelques secontesileux agueux tandis que celle de l'ester actif
S-NHS, moins sensible a I'hydrolyse, est de plusibeuregPierl2]. De plus, le produit final de
cette réaction, est obtenu avec un meilleur rendef¢a86]. Cette stratégie est la plus utilisée a
I'heure actuelle et conduit a des greffages alésgoiles anticorps. Néanmoins, elle ne peut étre
utilisée pour les acides aminés dont le point ettébjue est inferieur a 3.5 car les amines sont

déprotonés dans une large gamme de pH bas.
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Figure IV. 3 : Différentes chimie d’immobilisation covalentes de protéines avec une fonction amine

[.1.2.1.b- Fonctions thiols

La chimie des groupements thiols au niveau de®imed est également envisageable. Elle implique
une immobilisation par la cystéine. L’avantage @pal de cette chimie est la force de la liaison
covalente créée : I'immobilisation permet la cré@atde liaisons disulfides stables. Cette approche
permet l'utilisation de surfaces contenant desvééride types maléiques, disulfides ou sulfoniques
(Figure IV. 4 a, b et c) Cette stratégie implique une distribution diffétee de celle obtenue en
utilisant la lysinecar les cystéines ne sont pas aussi abondantdegjlysines, et I'immobilisation
aléatoire est moins susceptible de se produire.

Lorsque la surface comporte des groupements makidaddition de fonctions thiols conduit a la
formation de liaisons de type thioéther stalflggure IV. 4 a). Compte tenu des fonctions mises en
ceuvre, la réaction n’est possible que dans une gadenpH trés restreinte : elle est ainsi spécifique
pour un domaine de pH compris entre 6.5 et 7.5r Rsuvaleurs de pH plus élevées, des réaction:
parasites avec les fonctions amines peuvent avweir. Bien que les groupements maléiques
réagissent rapidement, ils peuvent étre hydrolglaés les conditions aqueuses : cela peut provoque
des difficultés pour le greffage de la protéine.

Lors du greffage de fonctions thiols, il est polesidbutiliser des surfaces contenant des composé
disulfures. Ainsi, les fonctions disulfures réagigsdans une réaction d'échange entre les disslfure
et les thiols des protéines pour conduire a la &ion de nouveau composés disulfures. Le principa
probleme di a cette réaction est le caractére gierde la liaison lors de I'exposition a des
composeés ayant un caractere réducteur. Ainsidegosés pyridyles disulfures sont employés pour
le greffage de protéines par les groupements tliiéigure IV. 4 b). lls contiennent un groupe
partant facilement transformé en un composé nontifé&ette chimie n'est pas adaptée aux
conditions aqueuses : il est néanmoins possiblaide la réaction dans un mélange eau/ solvant

organique.
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Il existe une autre stratégie de greffage utilisest vinyles sulfones : ils réagissent avec les
groupements thiols par une réaction d’addition dehiskel (Figure IV. 4 c). Cette réaction est
possible avec des groupements thiols dans une gatenpél comprise entre 7 et 9.5. De plus, la
réaction est quantitative. Enfin les conditionsgdeffage permettent une grande sélectivité pour les
groupements thiols et est trés stable dans l'e@anidoins, la réactivité et la sélectivité de la
réaction vis-a-vis des thiols dépend de I'enviranast électrostatique des acides aminé présents a
proximité des résidus : ainsi la réaction est ramtsélective pour un pH égal a 7.9, et elle est e
revanche particulierement lente lorsque le pH e9.8, par exemple, dans le cas de contact avec les
résidus lysine. De plus, la réaction de greffageedd de la charge des thiols : la cinétique de la
réaction d’addition est influencée par I'environeemélectrostatique des groupes thiols. En effet,
dans la réaction de Michael, les espéeces réadmaisles composeés thiols déprotonés qui sont plus

réactifs que les composés thiols non déprotonés.
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Figure IV. 4 : Différentes chimie d'immobilisation covalentes entre des protéines avec une fonctioridhet des
surfaces contenant des composés a) maléimide, b3ulfide et c) vinyle sulfone

[.1.2.1.c- Fonctions carboxyles

Le greffage par les groupements carboxyles permtnabbiliser les protéines par l'intermédiaire
de I'acide aspartique et de l'acide glutamiques, atgondants a la surface des protéines. Elle inpliq
des immobilisations avec des surfaces contenant foestions amines. Comme la fonction
carboxyliqgue n'est pas trés réactive, il est na@tessle passer par des fonctions ester active : le
greffage se fait généralement par immobilisatiowvatente via I'activation d’'un carbodiimide
(Figure 1V. 5). Les composeés carbodiimides activent les fonctamides carboxyliques : les réactifs
les plus couramment utilisé sont 'EDC et le S-NHS réaction passe par la formation
d'intermédiaires réactionnels plus réactifs, lésresS-NHS (stratégie exposée sectionl.1.2.1.3.

Le composé carbodiimide est adsorbé aux foncticigesa carboxyliques grace a des interactions
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ioniques. Les faibles pKa des surfaces composéesfodetions amines permettent une
immobilisation a des faibles concentrations en dagdirbide (comprise entre 1 et 10mM). En effet, le
composé S-NHS a un pKa trés bas et cette propp@tdet une attraction importante avec le
composé S-NHS. En régle générale, la réactionivhticn avec I'EDC et le S-NHS est le plus
efficace a un pH de 4.5 a 7.Bidgure IV. 6) [Her96]. Cette condition opératoire permet donc de
greffer a des concentrations faibles en carbodemed ainsi éviter la diminution de I'activité
enzymatique de la protéine.

Une étude menée réecemment a montré I'intérét d’ibiliser les anticorps & pH acide en utilisant
'EDC et le S-NHS sur une surface de quartz fomrtaisée[Peil0]. Ces expériences menées a
I'aide d’anticorps dirigés contre les fragments kapliqués dans la reconnaissance antigénique or
montré que pour un méme mode opératoire de greftagecapture plus efficace lorsque I'anticorps
est greffé & pH acide. Ainsi le nombre de siteBadgons a la surface du capteur (QCM) est d’autan
plus important en protéine que le pH est acide. €g®riences portant sur la reconnaissance
spécifique d’anticorps et d’antigenes (anti-myogh@bMonoclonal 7001 (IgG2b), 7004 (IgG1l), et
7005 (IgG1l), interleukine 2 humaine (IL2) et ani2l(IgG2a))ont montré une amélioration de la
sensibilité de détection du biocapteur a pH acatecpmparaison a pH 7.2.
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Figure IV. 5 : Chimie d'immobilisation covalentes @tre une fonction acide carboxylique et une surfaceontenant
des compose amines en utilisant un carbodiimide
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Figure IV. 6 : Mécanisme de I'immobilisation covalentes entre unfnction acide carboxylique et une surface
contenant des compose amines en utilisant les conspdEDC et S-NHS [Pier12]

109



Chapitre IV : Méthodes de greffage de protéines surface plane et en canal

1.1.2.2- Greffage covalent spécifique

Bien que les méthodes de greffage présentées aaestion 1.1.2.1permettent d’établir des liaisons
fortes entre la protéine et une couche auto-assenpalr I'utilisation de fonctions disponibles ss |
protéines, elles ne permettent pas le contréléadientation des protéines. Or, si une protéine est
immobilisée via un site actif par une enzyme ouunasite de reconnaissance par un anticorps, une
altération ou une suppression de son activité bigley sera observée. C’est pourquoi, une
immobilisation permettant une orientation est dgrand intérét, car elle permet aux sites actifs de
protéines d’étre exposés a la surface de I'écthamtill existe un grand nombre de stratégies de
greffages, mais nous nous sommes focalisés sphusaitilisées : (i) le greffage par des réactidas

cyclo-addition Diels-Alder, (ii) de cyclo-additioris3-dipolaire ou (iii) de Staudinger.
1.1.2.2.a- Cyclo-addition de Diels-Alder

La réaction de Diels-Alder est une réaction de @yaddition entre un composé diénophile (pauvre
en électrons) et un composé diene (riche en élitr@-igure 1V. 7). Cette configuration
électronique permet la formation d'un cycle insé@tuCette stratégie dimmobilisation est
biocompatible car elle peut étre effectuée danmilieu aqueux. De plus, le taux de sélectivité est
plus important dans un milieu aqueux que dans dearss organiques. Un second avantage de ce
mode d'immobilisation est la rapidité et la séieitd du site d’accroche des protéines. Le composé
diénophile peut étre un groupement maléimide ptésda surface de greffage et le composé diene

étre situé sur la protéine a greffer.
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Figure IV. 7 : Réaction de Diels-Alder

1.1.2.2.b- Cyclo-addition 1,3-dipolaire

Cette stratégie de greffage consiste a réaliserréaetion de cyclo-addition d’'un alcyne avec un
composeé azoture 1,3-dipolaire par catalyse avecul@) : elle est employée pour immobiliser les
groupements azotur&igure 1V. 8 a) ou alcyne Figure 1V. 8 b) contenu sur les protéines avec des
groupements alcynes ou azoture présents sur ddacesrfonctionnalisées. Toutefois, les
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biomolécules ont besoin d’étre modifiées : il eStessaire d’'incorporer un groupement azoture ol
un groupement alcyne afin les faire réagir avecslgfaces fonctionnalisées par des groupement
azoture ou alcynes respectivement. En présencatdlyseur Cu(l), la réaction se déroule entre 6h
et 36h a température ambiante dans un milieu tamgpanun pH compris entre 7 et 8. La cyclo-
addition est hautement régiosélective et ne foumitin produit réactionnel correspondant au 1,4-
tétrazole disubstitué. Le catalyseur Cu (1) pere &kalisé in situ par réduction de sels de Cuig@l),
que le CuSQ@H.0)s. Bien que cette réaction soit un excellent procgad@&r immobiliser
spécifiguement des sites de protéines ou dautr@sobécules sur couches auto-assemblées
convenablement fonctionnalisées, I'utilisation dg(ICqui est cytotoxique, limite son utilisation

dans les systemes biologiques sensibles.
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Figure IV. 8 : Réaction de cyclo-addition dipolairel,3 lorsque a) la protéine est un composé b) larface est un
composé azoture

1.1.2.2.c- Réaction de Staudinger

Le greffage par la réaction de Staudinger estsétilors du marquage de protéirf&ax00] et
'immobilisation des protéines. La réaction se mibdentre un groupement azoture de la
biomolécule et d'un groupement phosphine de laasarfonctionnalisée contenant une fonction
thioester : elle conduit a la formation d’'un premigtermédiaire réactionnel, I'iminophosphorane
(Figure 1IV. 9). Ce dernier subi une attaque nucléophile intrécwdhire de l'azote de
I'iminophosphorane sur la fonction thioester. Leodmit issu de cette réaction est un sel
aminophosphonium, qui est hydrolysé et qui génaeefanction amide. Cette réaction présente de
nombreux avantages : elle est réalisable en conditiiouces, dans un milieu aqueux, le rendemer
de la réaction est élevé et il n'y a pas de foramatie produits secondaires. Le greffage est extelle
car il permet une immobilisation spécifique sur $#&s phosphines terminaux des couches auta
assemblées, ainsi qu’une fixation orientée et hamegUn des inconvénients majeur est que le
plupart des protéines d’origine naturelle ne camt@ént pas de fonctions azoture : cela implique une

modification de la fonctionnalité des protéin€ette étape de greffage supplémentaire limite le
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rendement en fin de réaction. De plus, les comp@desphines s’oxydent rapidement: cela

implique donc de préparer les surfaces a grefigejavant de réaliser la réaction d'immobilisation.
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Figure IV. 9 : Réaction de Staudinger

[.1.3- Conclusion

Le greffage covalent est la technique dimmobilmat permettant d’obtenir une répartition
homogene des protéines sur une surface ainsi qoomee densité de greffage. Le greffage covalent
permet, dans la majorité des cas, de maintenifolegtions biologiques des protéines intactes mais
peut entrainer une immobilisation aléatoire derladine pouvant conduire a un masquage du site
d’action. Les techniques de greffage par bio-comgilen et de physisorption présentent I'avantage
d’étre faciles a mettre en ceuvre. Cependant, Igipbiption peut entrainer une dénaturation des
protéines immobilisées et donc une perte de somitécbiologique. L'immobilisation par bio-
complexation permet une immobilisation spécifiquerentée mais peut étre réversible. Le greffage
par liaison covalente spécifique permettant une alvifisation orienté des protéines reste le mode
qui allie la fois performance et facilité de miseceuvre, de plus, il peut étre facilement trandpesa

dans différents environnements de laboratoire.

[.2- Exemple des anticorps

La plupart des biocapteurs reposent sur le prindpdimmuno-essai, basé sur la reconnaissance
anticorps/antigéne. Aussi, aprés une présentatérérgle sur les anticorps, seront abordés les
immuno-essais standards utilisés dans le domaineliagnostigue médical. La seconde partie
présentera des micro-systemes de type laboramireguce utilisant le principe des immuno-essais

standards.
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|.2.1-Définition

Les anticorps sont des glycoprotéines égalemenelégp immunoglobulines faisant partie du
systéme immunitaire. lls sont synthétisés par utéled en réponse a la présence d’'une substanc
étrangere ou toxique et sont sécrétés par les plades qui représentent le stade final de
différenciation des lymphocytes B. De maniere gaéleetes immunoglobulines sont constituées de 4
chaines polypeptidiques (deux chaines lourdes et deaines légéres) et présentent une structur
tridimensionnelle en forme de YFigure IV. 10 b). Des chaines glucidiques sont également
présentes, liees de maniere covalente au nivedagment k, d’ou leur nom de glycoprotéines. |l
existe cing classes d'immunoglobulinégA( IgD, IgE, 1gG, IgM correspondant a des spécificités
différentes au niveau des chaines lourdes. Ellessaguent par des variations de taille, de charg
de composition en acides aminés, de compositiagiandes et de stabilité au cours du temps. Elles
apparaissent a des moments différents de la répmnsenitaire et dans différents fluides corporels.
Les IgG constituant la classe prédominante des moglobulines dans le sang (70-75%), notre
description des anticorps se limitera a celle d& La masse d’'une IgG est d’environ 150kDae
IgG est constituée de deux types de chaines pdidimpes : deux chaines légeres de 23 a 25kDs
(environ 220 acides aminés) et deux chaines loudde$0kDa (environ 440 acides amines).
L'association entre les chaines légeres et lowgedait par I'intermédiaire de liaisons covalertes
type ponts disulfures et de liaisons non covalertasmolécule d'lgG posséde ainsi une structure
symétrique et comporte deux sites de liaisons pbague antigéne. Une IgG est composée de deu
régions principales : le fragmentc HFragment Cristallisable), comportant des glucidss
déterminant les propriétés biologiques de I'anpsple fragment k, (Fragment Antigen Binding)
variable et spécifique d’'un antige(ieigure 1V. 10 a). Le domaine hypervariable des fragments F
est également appelé paratope et il est spécifiqureépitope, I'épitope étant la partie de I'antigé
reconnue par l'anticorps. Ces deux fragments seliésr par une région charniere permettant une
grande flexibilité de la molécule.
Les antigénes sont les substances étrangeres,itaiegonent des protéines qu’un organisme va
tenter d'éliminer. lls peuvent émaner de différenmtiero-organismes pathogénes tels que les
bactéries, les virus, les parasites, ou de celkdeséreuses. Les anticorps se lieront spécifiqgueme
aux antigenes au niveau des extrémités de la peantigble appelées sites de fixation de I'antigene
I'interaction antigéne-anticorps est réversibles@ie de liaison comprise entre 34 et 65kJ) : edle
régie par des interactions de type Van der Wadassohs hydrogéne, liaisons hydrophobes et
interactions électrostatiques. La forme du siteamnnaissance de l'anticorps doit étre adaptée
'antigene pour que plusieurs interactions ativasti existent simultanément. La structure
tridimensionnel de l'anticorpgFigure IV. 10 b) favorise une reconnaissance au niveau de:
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fragments k,: une reconnaissance entre les acides aminés dwpardé I'anticorps et les acides
aminés de I'épitope de I'antigéne. Un anticorpst pénsi étre lié a deux antigénes simultanément.
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Figure IV. 10 : a) vue schématique d'un anticorps gffer a deux antigénes [Her96] b) Structure chimigie d’'un
anticorps

1.2.2 Exemple d’un immuno-essai

|.2.2.1-Définition

Dans le cadre de la quantification d’antigenes w®inttorps, il existe un panel de tests
immunologiques plus communément appelé des immasai®e Un immuno-essai est un test
utilisant des complexes d'anticorps et d'antig&amesme un moyen de générer une quantification.

Ces complexes produisent un signal qui peut éturae

[.2.2.2-Test ELISA

L’ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) est umé&thode de dosage immunologique
utilisant un composé marqué par une enzyme et ceadiua la production d’'un composé coloré
pouvant étre identifié par une détection optiquette€méthode peut étre classée en deux catégories ;
les immuno-essai en phase homogene ou en phaseda#té L'ELISA de type hétérogéne utilise
une phase solide alors gu’en phase homogene, I'mopegsai est réalisé en solution. Quelque soit la
phase, les tests sont de deux types : compétitiboucompeétitif.

L’ELISA par compétition peut étre utilisé pour dose anticorpgFigure 1V. 11 a) ou un antigene
(Figure IV. 11 b). Dans le mode compétitif, I'antigene cible (pritsgans I'échantillon biologique)

est en compétition avec un antigene exogéne margda-vis d’'un nombre limité de sites de
liaisons spécifiques des anticorfpsgure 1V. 11 a). Ce mode est particulierement intéressant pour

les antigénes présents en faible concentration amenombre limité d’épitopes. Pour le dosage
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d’anticorps, le principe est le méme, celui-ci semacompétition avec un anticorps marqué vis-a-vis
d’un antigeneFKigure IV. 11 b).

Pour 'ELISA non compétitif direct, le dosage dartigene se fait par une interaction avec un
anticorps marquéFigure IV. 12 a) ou par linteraction avec un anticorps qui intérdigi-méme
avec un deuxieme anticorps marg@g@ure V. 12 b).

En mode direct, 'immuno-essai le plus courammeiiltsétest 'ELISA de type ‘“sandwich’:
I'antigene est littéralement pris en sandwich erdeeix anticorps qui interagissent avec deux
épitopes différentéFigure 1V. 13 a et b) Dans ce test, un complexe enzyme-anticorps-ardigst
formé, avec un anticorps immobilisé sur une phafides(phase hétérogene). Ce type de test, tel gL
est réalisé dans le domaine du diagnostic biomEdigaose sur l'utilisation de plaques de micro-
titration constitué de 96 puits, sur lesquelles ramétement est déposé, qui est utilisé comme
matériau de greffage. Cependant, ce test présantecanvénient majeur, une durée de 48h. Ainsi,
la miniaturisation de I'expérience dans un disposiicro-fluidique permet d’augmenter le rapport
surface/volume, ce qui conduit a une accélératiem réactions antigene/anticorps : cela conduit &
améliorer potentiellement la performance et a medieis colts de ces immuno-essais. Dans la parti
suivante, nous présenterons donc quelques exent@esiapositifs miniaturisés utilisant les

spécificités des immuno-essais.
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Figure IV. 11 : a) Dosage d'un antigéne par test ELISA par compéton b) Dosage d'un anticorps par test
ELISA par compétition [Snv11]
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Figure IV. 12 a) et b) : Dosage direct d'un antigés par ELISA direct [Snv11]
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Figure IV. 13 : a) Dosage d'un antigéne par la métide I'ELISA sandwich, b) Dosage d'un antigéne parl
méthode du double ELISA sandwich [Snvi]L
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[.2.3- Laboratoire sur puces et biocapteurs

[.2.3.1- Définition d’'un laboratoire sur puce

Avec l'avénement des micro et nanotechnologies, dgstemes de détection miniaturisés
représentent une alternative prometteuse aux méthdaleliagnostiques actuelles. Ces laboratoires
sur puces présentent I'avantage d'utiliser un feglsle volume d’échantillons et nécessitent un
temps d’analyse tres rapide. De nombreux dispssitihiaturisés dédiés au diagnostique biomédical
ont été développés. lIs reposent sur la déteciobiamarqueurs de pathologie, et sont généralement
basés sur une reconnaissance biologique spécifiaedomaine de recherche étant en plein
expansion, il est impossible de présenter tousdréesmux menés ces dernieres années. Ainsi nous

avons choisi de présenter des exemples illusteardvancés les plus intéressantes dans ce domaine.

[.2.3.2- Immuno-essais sur puces

Un immuno-essai en puce micro-fluidique a été ragppar S. Cesaro-Tadic en 20[@ks04] La
puce est constituée de canaux en silicium et dauvercle en PDMS. Les anticorps de capture sont
immobilisés directement sur la surface d’'un blo®@MS qui est placé au niveau de micro-canaux.
Une solution de BSA (1%) est ensuite injectée dendbloc de PDMS afin de prévenir les
interactions non-spécifiques ultérieures. Ce sabsie PDMS est ensuite placé perpendiculairement
sur une seconde puce : dans les canaux sont imjeatéganiere transversale I'anticorps de détection
marqué a I'Alexa 647 dirigé contre I'antigene dérét et les analytes a quantifier (T6WHFigure

IV. 14 a et b. Le résultat de I'expérience est constitué pafolenation d’'une mosaique dont
I'intensité varie en fonction de la concentratian™NFo (Figure 1V. 14 ¢) :la mesure est effectué

a I'aide d’'un scanner a fluorescence. Lors du desage limite de détection de la protéine cytokine
TNF d’'une valeur de 20pg/mL a été atteinte en lrauteis.

100 um

[ —  —

4—— sojdwes 0-4N JO uoidBIIp MO 4

TNF-o. TNF-o. 0 005 05 5 50
sample’t sAmple2 TNF-u standards / ng mL

Flow direction of detection Ab ———»

Figure IV. 14 : (a) Station de travail micro-fluidique pour une immuno-essai dans un micro-capteur, jEtape de
fabrication de I'immuno-essai, (c) détection des ditorps marqué a laAlexa 647 par un scanner a fluorescence
[Ces04]
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D’autres travaux présentés par Jang ont portéastablrication d’'une puce composée d’'un substra
de verre avec trois électrodes intégrées sur facamdu substrat, ainsi que des micro-canaux et
PDMS [Jan06]. La surface interne du canal de PDMS est fonctiisée par un organosilane
contenant du poly-éthyléne-glycol (qui réduit leéepbméne d’adsorption non spécifique), et les
anticorps de capture dirigés contre des IgG modsted immobilisés par I'intermédiaire d’'un
complexe avidine-biotine. Un immuno-essai de typadsvich utilisant un anticorps secondaire
marqué a la phosphatase alcaline (AP) a permisud@tifjer une solution d'lgG de souris en
seulement 8 minutes avec une limite de détectioh8d@g/mL. Le méme groupe a réalisé une puce
avec un micro-canal de PDMS fonctionnalisé et dest®des d'or interdigitées dédiées a la
détection de la troponine cardiaque humaine (cTur)biomarqueur permettant le diagnostic de
l'infarctus du myocardgKo07]. Ce dispositif a permis la détection du cTnl awec seuil de
148pg/mL en seulement 8 minutes

Un peu plus récemment, I'équipe de Liu a développdest ELISA avec une puce contenant un
micro-canal de polyméthacrylate de méthyle (PMM@ndtionnalisé avec du poly-éthylene-imine
(PEI) [Liu09]. Le PEI génére des fonctions amines a la surfac@MMA et limmobilisation
covalente de Ilanti alpha-1-faetoprotéine (AFP), est un biomarqueur du carcinome
hépatocellulaire, est effectuée par I'intermédialee glutaraldéhyde. Apres capture de I'AFP, un
anticorps secondaire conjugué a I'enzyme horsdraoesoxydase (HRP) dirigé contre 'AFP est
utilisé pour déterminer la concentration de I'AFRpres l'addition de kD, et de 2-amino-
hydroxybenzéne, le produit issu de la catalyse ratigue permet d’obtenir un composé électro-
actif qui peut étre détecté par voltamétrie diffdiedle. Le dispositif permet d’atteindre une
détection minimum d'AFP égale a 1pg/mL.

Un autre exemple plus élaboré porte sur le dévelmgnt d'une plateforme d’analyse permettant
d’effectuer en une seule étape, aprés dépbt d'antegde sang, un immuno-esgaer09] [Gerll].
Cette plateforme est constituée d'un socle eniwificrecouvert de PDMSF{gure V. 15).
L’échantillon se déplace dans le dispositif suivamt flux latéral établit grace a une pompe
capillaire. Lorsque I'échantillon biologique esipdé&é dans ce laboratoire sur puce, celui-ci travers
un filtre qui retient les cellules sanguines etgEgjuettes. Le plasma ainsi obtenu est dirigé dans
canal micro-fluidique, qui 'achemine dans la zate dépbt des anticorps de détection (anticorps
marqués par un fluorophore). Le complexe analytea@muts ainsi formé se déplace toujours suivant
le méme flux latéral jusqu’a la chambre d’immung@tcae ou sont immobilisés les anticorps de
capture. Le complexe fluorescent résultant poutra é@étecté a travers le capot en PDMS et
guantifié par microscopie a fluorescence. Ce disipasété appliqué a la détection d’'une protéiee d
I'inflammation, la C Reactive Protein (CRP) présedans le sérum humain. Il a été possible de
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détecter une concentration minimum de 1ng/ml eneseemt 5 minutes d’analyse. Dans le cadre
d’'une utilisation médicale, une teneur en CRP mimmlOng/mldans un prélévement de 5ul de

sang a été déterminée en 15 minutes.
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Figure IV. 15 : (a) Concept d'une puce micro-fluidque capillaire axée pour effectuer un immuno-esséb)
position et interaction entre I'analyte et la surfae de la puce [Ger09]

Les exemples précédemment développés démontrargnoéant que la miniaturisation des tests
immunologiques par l'utilisation de micro-systénas&c circuit micro-fluidique intégré permet de

diminuer le temps d’analyse et le volume de résctiilisé.

1.2.3.3- Immuno-essais utilisant des nanoparticulemagnétiques

De plus en plus de microsystemes reposent surlidation de nanoparticules et plus
particulierement des nanoparticules magnétiquestilisation de ces nanoparticules permet une
augmentation du rapport surface/volume du faitdede surface spécifique plus importante par
rapport a celle d’'un micro-canal. Celles-ci sonhgstduées de suspensions colloidales dans un
liquide porteur de tailles variant de 100nm a 100jHthes sont composées de nanoparticules
d'oxyde de fer de 5 a 12 nm incluses dans unegeate polymergEIla08]. La surface du polymere
peut étre fonctionnalisée par différents types dections chimiques (—Nji —-COOH, —SH, —
CHO...). Ceci permet la fixation sur la surface deles d'une grande variété de protéines
reconnaissant des ligands de maniére spécifiquesyrfes, anticorps, ou fragments d’anticorps)
[Ela08]. L'avantage d'utiliser des nanoparticules magunésgest que I'on peut tres facilement faire
une séparation de phase : le caractere magnétiquaat®particules permet une séparation aisée
lorsqu’elles sont incorporées dans une solutiom, gi@ple application d’'un champ magnétique
externe[GijO04]. Lorsque les billes sont incorporées a un dispasicro-fluidique, elles peuvent
étre capturées a la surface des électrggetO4] ou former un lit de billes par application d’'un
champ magnétique externe développé par un aifir04] [Slo05] [Nel08] [Sall0]. Les billes
magnétiques peuvent étre utilisées dans différdaitsaines tels que la pré-concentratj§io05]
[Svol12], la purification, le tri cellulair§GhiO4] [Sal10] et ladétectionGij04].
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Des exemples de pré-concentration en microsysténiesde de nanoparticules ont été proposes
[Moh10] [Svo12] Dans ces études, des billes magnétiques fonetiisgres par des anticorps dirigés
contre les peptides amyloides ont été micro-ingsctdans une puce en PDMS constituée d'ur
mono-canal autour duquel sont disposés des ainflaigisre 1V. 16). Lorsque les billes sont micro-

injectées dans ces dispositifs miniaturisés ainsaps un champ magnétique permanent, celles-c
s’auto-organisent en un lit de billes localiséea.dolution d’antigene a pré-concentrer est ensuite

injectée.
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Figure IV. 16 : Schéma des étapes de pré-concentiat a I'échelle macroscopique et microscopique a)
introduction de la préparation de antigénes greffée sur des nanoparticules dans un dispositif micradidique, b)
injection de I'échantillon contenant les anticorpsa pré-concentrer, c) capture immunologique au niveade
barreaux magnétiques, d) apres rincage, élution dgseptides [Svol2]

Do proposent d’utiliser des nanoparticules comnaggsi magnétiques fonctionnalisées par un
anticorps primaire pour les incorporer dans uneegubase de polymére (SU[Bp08] (Figure IV.

17). Ce laboratoire sur puce est composé d'un micrdueode fluidique pour linjection et la
délivrance dans plusieurs chambres d’échantilloneage détection de : (i) I'échantillon a analyser,
(i) des solutions de lavage et (iii) des réactltss de I'immuno-essais. Les chambres
d’échantillonnage et de détection comprennent unraabbanc magnétique permettant de séparer e
diriger les nanoparticules magnétiques dans diftése zones micrométriques, et des micro-
électrodes permettant d’effectuer un dosage élddtrogue au niveau de chambres de réaction. Le
dispositif micro-fluidique dispose d'un total depsecanaux d’entrée pour réaliser un dosage
immunologique complet : chaque canal permet I'itiggc d’'une solution (tampons, de réactifs et
d’analytes). L'expérience est effectuée de la nrangtiivante : I'analyte marqué a la phosphatase
alcaline est injectée dans le micro-dispositifpfieorps de chevre anti-souris est ensuite ajoaté d

le dispositif. Le complexe est ensuite incubé darchambre de détection en présence de I'enzyme
Le produit ainsi généré émet un signal électroatpiriqui est mesuré par les microélectrodes. Le
dispositif permet de quantifier de I'lgG de soueis moins de 35 minutes dans un volume de 5pul e

permet d’atteindre une limite de détection de 16mhhd.
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Figure IV. 17 : Exemple de puces pour immuno-essailagnétique : image de la puce et image des électesdlors
de la capture des nanopatrticules pour un temps comig entre 0 et 30s et un débit 20uL/min [Do08]

[.2.3.4- Diapositifs commerciaux

A I'heure actuelle, il existe des laboratoires guces commerciaux qui peuvent étre utilisés comme
outils de diagnostics portatifs en cliniqgue. Damsdbmaine du diagnostic médical, des dispositifs
permettent la détection et la quantification déédénts marqueurs de pathologies présents dans les
liquides biologiques tels que le sang ou la saliene nécessitent qu'une seule goutte de sang
(Figure 111. 26), d'urine(Figure 1ll. 25 b) ou de saliveKigure 1ll. 25 a). De plus, ils peuvent étre
effectués et interprétés par un médecin généraistguelgues minutes. Ainsi, ont été développés
des dispositifs dédiés a la mesure du taux de gijaialbuminede cholestérol, de protéine CRP,
des marqueurs du VIHF(ure Ill. 25 a), des streptocoques, des gaz du sang, de marqueurs
cardiaques, de lithiunf{gure Ill. 26). Pour le grand public, les modeles les plusaddlirestent des
dispositifs permettant le suivi de la glycémielaetiétection de béta-hCG lors de tests de grossesse
(Figure 1ll. 25 b).
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Figure 1V. 18 : Dispositif commerciaux pour le diagnostique de a) HIV dans la salive [OraQu] b) de bé&hCG
dans I'urine [QuiVu] c) marqueurs cardiaques dans ¢ sang avec cartouche amovibles [AiSt]
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Figure IV. 19 : Dispositif miniaturisé permettant la mesure du taux lithium dans le sang [Flo10]
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[I- Etude du greffage de protéines sur des surfacede silicium fonctionnalisées

La sensibilité et la spécificité des biocapteuposant sur la reconnaissance protéines-ligands, cel
implique pour le développement du biocapteur ureitd’immobilisation de protéines sur un
support solide. Une étude de la fonctionnalitédgajue de ces anticorps ainsi immobilisés a donc
ete effectuée. Elle porte sur trois axes principafiixI’étude de la répartition des anticorps fgef

sur la surface, (ii) I'étude de l'orientation degtieorps, notamment I'accessibilité du fragment de
I'anticorps impliqué dans la reconnaissance antige (i) I'utilisation des surfaces en tant que
plateforme immunologique pour un biocapteur.

Dans la premiére partie de ce travail, apres gyeff@anticorps IgG de souris modeles sur des
surfaces de silicium fonctionnalisées, une étudedepographie de surface par AFM a été menée
pour vérifier ’'homogénéité du greffage de ces @mps sur ces surfaces. Nous avons ensuite
évalué I'activité biologique des anticorps immat®s. Pour cela, nous nous sommes intéressés :
I'orientation de ces IgG de souris modéles. Un imoiassai de type enzymatique a été effectuée a
I'aide d’anticorps dirigés contre les fragmentsg, &fin de démontrer que les IgG greffés sur cette
surface sont susceptibles de capturer efficacetagmnticorps anti-Fab. La deuxieme partie de ce
travail a été dédiée a la détection de peptide a@iohyl A3 1-42 : un test immunologique de type
sandwich dédié a la détection sensible du peptaiasa été développé sur le modele du test Elisa.
Nous avons aussi greffé des anticorps d’'lgG deissur des nanoparticules magnétiques et nous
avons capturé ces dernieres sur les surfacesidersil Enfin, le greffage d’anticorps d’lgG de
souris dans un canal fluidique a été effectué @dipermettre I'intégration de 'immuno-essai dans

un dispositif fluidique.

[I.1- Caractérisations biologiques des anticorps immobilisés sur des surfaces

I1.1.1- Homogénéité du greffage des anticorps

Cette thése s’intégrant dans une perspective delafipement d’'un biocapteur résonant en
silicium, nous nous sommes donc tout particuliérgmatéressés dans cette partie a évaluer
I'activité biologique des protéines immobiliséegs(lanticorps) sur des surfaces de silicium
fonctionnalisées par des organosilanes. Comme Feotens exposé l&Chapitre 1, les silanes

choisis présentent apres le processus d’oxydatios fonction carboxylique terminale permettant

un greffage covalent de I'anticorps par les liaispagtidiques.
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L'immobilisation des anticorps a été effectuée @ide de la méthode EDC/S-NHS. Afin de
caractériser la qualité du greffage des protéinedes surfaces de silicium fonctionnalisées, une
étude de la morphologie de la surface des eéchamgith été realisée par AFM aprés immobilisation

de I'lgG de souris modeles sur des surfaces dausiii fonctionnaliséed={gure 1V. 20).

ep ek

Si e Si i Si Si |
R Gy o 0 5 o T
i ? ? ] J; ? ? ]
|i Si $ ?' Ti EDC/SNHS |i i i |Si Ti
surface de silicium surface de silicium

Figure IV. 20 : Schéma du greffage d’anticorps pata méthode EDC/S-NHS sur des surfaces de silicium
fonctionnalisées

[1.1.1.1- Mode opératoire

Sur des échantillons de silicium fonctionnaliséesldnf, 200p| d’une solution d’EDC (10mg/mL)
et 200ul d’'une solution de S-NHS (10mg/mL) sonta#&s. Apres I'ajout de 20ul d’'une solution
d’anticorps d’lgG anti-souris (ib/uL), les échantillons sont incubés une nuit a tesmoée
ambiante. Les échantillons sont ensuite lavagés ame solution de tampon phosphate (PBS 1 X,
pH 7.8 avec 0.2% de Tween 20) : cette derniéreeétee a eéliminer les anticorps non adsorbés.
L’étude de la topographie de surface a été ensédksée par AFM a l'air libre dans les mémes

conditions que celles présentées darsetdion 11.3.1.4du Chapitre Il .

[1.1.1.2- Résultats
La topographie de surface montre que la répartili®i’lgG de souris est réguliére : il existe un
espacement approximatif de 100nm entre chaqueipedtémobiliségFigure 1V. 21). Ce résultat

indiqgue que nous n'avons peut étre pas atteintsateration maximum des sites présents a la

surface de I'échantillon de silicium fonctionnalisé
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Les mesures effectuées montrent également quad&a de la couche de protéine ne dépasse
pas 20nm. Ces valeurs sont en accord avec lesukamanés par Tan, dont les mesures font état
d’'une hauteur de 13nm pour des anticorps [§@07]. Cela implique que les protéines ont été
greffées en monocouche.

Enfin, la rugosité arithmétique (Ra) apres greffdgel’lgG de souris est faible (1.63nm), ce qui
montre que I'immobilisation est homogene, en acawec les travaux de Popfop02] Cela
signifie que les conditions expérimentales d’'imnlishtion des anticorps n’entraine pas d’amas de
protéines a la surface de I'échantillon et ainsiuge seule couche d’lgG est adsorbée sur

I’échantillon de silicium fonctionnalisé.

18 um

Figure IV. 21 : Image topographique réalisé par AFMapres le greffage d'anticorps d’lgG de souris suun
échantillon de silicium fonctionnalisé

Ainsi, nous avons montré que le greffage des amiscd’lgG de souris par la méthode EDC/S-
NHS sur des échantillons de silicium fonctionnaigéurnit une immobilisation homogéne de
protéines en monocouche uniforme. Cette informations permet d’affirmer que les protéines
tapissent correctement la surfaces des échantiltnssilicium fonctionnalisé, et ainsi que
d’envisager une bonne disposition des sites aritjgés des anticorps. Néanmoins, ces résultats
sont a nuancer. En effet, cette étude ne nous peraférmer qu’il existe un lien covalent entre la
surface de silicium fonctionnalisée et les antisolge greffage peut ainsi étre di a des interastion
électrostatiques entre les groupements chimiquésepts a la surface de I'échantillon et ceux

présents au niveau de I'anticorps.
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[1.1.2- Orientation des anticorps greffés

Apres vérification de I'homogénéité de la répastitides anticorps sur la surface de silicium
fonctionnalisée, I'étape suivante a consisté a étudirientation des anticorps greffés. En effeg |
biocapteurs utilisant la spécificité des interatsidmmunologiques et requiérent une méthode
d'immobilisation des anticorps sur des surfacespatibles avec le phénomene de reconnaissance
antigénique. Or, nous avons choisi dans cette e de greffer les anticorps sur les surfaces
fonctionnalisées, par la méthode EDC/S-NHS qui adré une immobilisation non orientée des
anticorps. Ainsi, ce mode d'immobilisation peutraiter un masquage d’'une partie des sites de
reconnaissance antigénique (c’est-a-dire des fratgmig,), ce qui va diminuer la capacité de
capture antigénique de la surface de biocapteaorduire une diminution de la sensibilité du
biocapteur. C’est pourquoi, il est important d’éard’orientation de I'anticorps apres greffage et
de vérifier ainsi I'accessibilité des sites antiggmis. Nous avons donc évalué quantitativement la
capacité de capture de ces surfaces silaniséeisa @sx effectué a I'aide d’anticorps dirigés centr
les fragments f, marqué par une enzyme, ce qui nous a permisaliseéun dosage immuno-

enzymatiqueKigure 1V. 22).
[1.1.2.1- Mode opératoire

Le principe de I'immuno-essai que nous avons réast illustré par I&igure V. 22 et le détalil
du mode opératoire est présenté dafisriexe F.

TMB

hrp : réaction enzymatique

/k Mesure de I'absorbance

Fragment Fab A
7.=450 nm

Figure IV. 22 : Schéma de I'immuno-essai réalisé a¢ des anticorps d'lgG anti-F, marqué a la hrp et d'lgG de
souris greffés sur des échantillons de silicium fationnalisés
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L’ensemble des expériences sont effectuées danglaigses 24 puits dont le fond est tapissé par
un revétement permettant de limiter 'adsorptiors geotéines. La premiere étape a consisté a
greffer des IgG de souris modéles sur les surfdeesilicium fonctionnalisées de 1&nAprés
incubation, les surfaces sont passivées par 'ajeBSA, enfin d’'empécher la création de liaisons
non spécifiques. Des IgG dirigés contre des frags&g, marqués par une enzyme de type
peroxydase (hrp) sont ensuite ajoutés a la praparapres lavage, le substrat de la hrp, le 353,
5'-tetramethylbenzidine (TMB), est ajouté. La réactenzymatique a lieu a I'abri de la lumiere
dans une étuve a 37°€igure V. 23). L'utilisation d’un lecteur micro-plaque (EL80BjoTek®)
permet de mesurer le signal colorimétrique conttams la solution. Cette mesure du signal permet
une quantification des anticorps anti fragmegtdapturés et ainsi d’évaluer la quantité de sites d
liaisons antigéniques disponibles.

L’adsorption non spécifique de protéines sur defases de silicium étant un phénomeéne classique,
le greffage des IgG de souris modeles a égaleménmtalisé en paralléle, sur des échantillons de
silicium non fonctionnalisés afin de vérifier la sfi€ité de greffage des protéines sur des surfaces
silanisées et oxydeées.

HRP enzyme +H,0, — HRP enzyme-O + H,0O

HsC CH, H3C CHs
HRP enzyme-O
. \_/ + E— +
HoN 8 NH, — 3 HN NH,
HsC CHgy Hs

HaC c

3,3',5,5'tetramethyl benzidine (TMB) Quinone iminium double cation radical de TMB
blue color,€,,,,,= 450nm en pH acide

Figure IV. 23 : Schéma de la réaction enzymatiquenére le TMB et la HRP

[1.1.2.2- Résultats

Dans cette expérience nous avons évalué l'intedsitgapture des anticorps angi-&n fonction de

la concentration d’lgG de souris modeles utiliséerpmmobiliser les anticorps sur les plaques de
silicium fonctionnalisées. Des courbes d’étalonsagmt ainsi été réalisées en fixant la
concentration d’lgG de souris modeles (400, 8001@00ng/mL), et en faisant varier la
concentration d’lgG anti-s marqués a la hrg-{gure 1V. 24).

Tout d’abord, sur des surfaces de silicium non tionoalisées, il a été constaté que quelque soit la
quantité d’'lgG de souris modeles greffée et quelgoé@ la concentration d’lgG antig-
immobilisée, le signal observé est tres faib#).25). Ainsi, il existe des adsorptions non
spécifiqgues des protéines sur la surface des éltbasitde silicium mais qu’elles sont trés faibles

dans nos conditions de greffage biologique.
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En second lieu, les résultats obtenus montrentqgeé que soit la concentration d’lgG de souris
modele greffée sur les échantillons de siliciumctmmnalisés, aux faibles concentrations d’IgG
anti-Fyp,, Cc'est-a-dire inférieure a 0.01pg/mL, une élévatom la concentration entraine une
augmentation de I'absorbance : cette augmentasibliée a un taux de capture des anticorps d’'lgG
anti-Fp, plus élevé (d0 a une quantité plus importante 8B Tdigérée). En revanche, aux
concentrations les plus élevées, c'est-a-dire dairpde 0.0lpg/mL, nous observons que
'augmentation de I'absorbance est plus lentenet @ olution vers un palier de saturation. Ainsi,
pour une concentration d’'lgG modeles de souris @@0dg/mL, un plateau est atteint. Cela
démontre une saturation des sites antigéniquesssibtas présents sur les surfaces de silicium
fonctionnalisées de 1¢m

Ces expériences nous ont également permis de temgtéune augmentation de la concentration
d’'lgG de souris induit une augmentation de la ca@ate capture des IgG antipFCeci indique
une élévation du nombre de site de reconnaissantigéaique et de la quantité d’anticorps
immobilisés. Ces résultats sont en accord avedréasux récemment effectués par d’autres
equipes, qui ont montré que sur des surfaces golgmere cyclique d’oléfine ou sur des billes
magnétiques, l'intensité de capture est proportitbarée la quantité d’anticorps grefféRaj09]
[Tesll]

Cette étude nous a également permis d’estimerrgrede molécules d'IgG antigFmaximum
capturés a la surface des échantillons de sili¢amationnalisés. Nous avons émis I’hypothese que
tous les sites actifs présents sur I'échantillamt sa@cupés et que tous les sites non spécifiquds so
occupés par la BSA. Ainsi, nous sommes placés léaces de la saturation des sites actifs, c’est-a-
dire a une concentration d’lgG de souris égale@ag/mL, ce qui correspond a une concentration
d’'lgG anti-k, égale a 0.11ug/mL. La connaissance du volume atgioé (1mL), et de la masse
molaire de I'lgG (155000 g/mol), nous ont permisaddculer le nombre de mole d’lgG antisF
contenu dans un échantillon et ainsi d’obtenir done estimation de 4 Famolécules/nhd’lgG
anti-F, capturés. Néanmoins, ce résultat ne peut étreid@ydsque comme une estimation du
nombre réelles de molécules d’'IgG anfi-présentes a la surface de I'échantillon car néasons
aucune connaissances des eéquilibres des reactiofmyiues et que par ailleurs nous ne
maitrisons pas la réponse biologique des plaquesilidaums fonctionnalisées. Toutefois, cette
estimation est en accord avec la dimension desauele d’'IgG (14.5nm x 8.5nm x 4.0nm)
[Tan07].
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Cette étude nous permet de conclure que le greffageicorps d’lgG de souris sur des surfaces de
silicium fonctionnalisées a I'aide de la méthode(#®-NHS entraine une capture satisfaisante des
IgG dirigés contre le fragmentyd Ainsi malgré une immobilisation aléatoire desi@nps, le
nombre de site antigénique accessible est tout adiampatible avec une détection immunologique
sensible. De plus, nous avons confirmé une sp#ééifae greffage des IgG de souris sur des

surfaces de silicium fonctionnalisées.
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Figure 1IV. 24 : Courbes d’étalonnage de I'absorbane en fonction de la concentration d’anticorps 1gG @ec
fragments F,, pour 3 concentrations d’'lgG de souris modeles sutes surfaces de silicium fonctionnalisées

[1.1.3- Immuno-essai pour la détection d’un biomargieur de la maladie d’Alzheimer

Les expériences exposées danseletion I1.1.2ayant démontrées qu’une immobilisation aléatoire
des anticorps permet une capture antigénique eéffisar des surfaces de silicium fonctionnalisées,
nous avons étudié la possibilité développer une méthode de détection du peptidecideyiy3
1-42, un biomarqueur de la maladie d’Alzheimerselution. Nous avons choisi de développer un
immuno-essai reposant sur la formation d'un congbix type sandwich sur le modele du test de
référence, 'ELISA.

[1.1.3.1- Mode opératoire

L’'immuno-dosage de type sandwich a été effectug@astiila procédure présentée ci-dessous

(Figure IV. 25). Le mode opératoire est détaillé dadshexe G
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Comme précédemment, nous avons utilisé des plagdiesuits commerciales comportant un
revétement permettant de limiter 'adsorption npacifique des protéines. Apres immobilisation
des anticorps de capture, IgG de souris dirigédredes peptides B 1-42 sur les surfaces
fonctionnalisées de 1dmles peptides amyloidespAlL-42 sont ajoutés et mis & incuber afin de
faciliter I'interaction antigénes - anticorps. Daredte expérience, hous avons testé une gamme de
concentration de peptides amyloides comprise @firet 7.5ug/mL. Apres lavage, un anticorps de
reconnaissance, dirigés contre le peptide amylesdeajouté a la préparation et mis a incuber.
Ensuite, un lavage est effectué et un anticorpgi@ection marqué au Cy5 et dirigé contre
I'anticorps de reconnaissance est ajouté a la prépa.

Apres lavage des échantillons, la formation évdlgu®l complexe immunologique a été observée
par microscopie a fluorescence. Les images sorgnabtavec le microscope Olympus BX51
Epifluorescerit équipé d’'une camera CCD de type Olympus DPeél de filtres. La lumiére
d’excitation est issue d’'une lampe X-Cite SérieA2D De plus, I'intensité de fluorescence a été
mesurée & l'aide du logiciel Image.J

cy5

18G-Cy5

IgG anti-Af3 1-42

Peptides amyloides A3 1-42

IgG anti-Af 1-42

Figure IV. 25 : Représentation schématique de I'immno-essai de type sandwich sur surface fonctionnaé avec
la capture d’anticorps (IgG de souris anti- A8 1-42) et de peptides amyloidespAl-42 et la reconnaissance avec
anticorps marqué (IgG de souris marqués a la Cy5)

1.1.3.2- Résultats

Dans un premier temps, nous avons comparé poucamentration fixée de peptide amyloid@ A
1-42 (5pg/mL) la formation de I'immuno-complexe dgpe sandwich sur deux types
d’échantillons de silicium fonctionnalisés : un auwtillon avec greffage des anticorps de capture,
un échantillon témoin sans anticorps de captligute V. 26). L'observation des images
obtenues par microscopie montrent un rapport Signed de faible intensité sur I'échantillon sans
anticorps. Ce phénomene est di a une adsorptiosp@mifique des peptides amyloides dont nous

ne pouvons nous affranchir totalement. En revanste)'échantillon de silicium fonctionnalisé
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avec l'anticorps, le rapport signal/bruit est sfgaitivement plus élevé. Ceci indique qu'il est
possible d’effectuer un immuno-complexe de type sactusur ces plaques de silicium silanisées.
Dans la deuxieme partie de I'expérience, I'inténdié fluorescence de 'immuno-essai a également
été quantifiée en faisant varier la concentratinrpeptides amyloidespAl-42 (Figure V. 27).

Une repétabilité des expériences (au nombre dep®&rrais d’obtenir une moyenne pour chacune
des concentrations en peptides amyloides testéaissed’ évaluer les écarts types. Dans notre cas,
les écarts types calculés sont les écarts standal@snoyenne en tenant compte du nombre de
mesures expérimentales.

Nous observons qu’'une augmentation de la concentrde peptides amyloidefAL-42 induit une
augmentation de lintensité de fluorescence poue gamme de concentration de peptides
amyloide comprise entre 2.5 et 7.5ug/figQre IV. 27). Nous ne pouvons pas considérer que la
réponse des surfaces est linaire compte tenu adiitance des écarts types. En effet, comme
nous constatons qu’ils sont importants. Ce phénempent s’expliquer par la nature de I'immuno-
essai realisé. La formation des immuno-complexestyge sandwich sont particulierement
sensibles aux variations de volumes des réactiideetempératures : ces changements peuvent
induire des réponses différentes de l'intensitéuw@escence pour chaque échantillon testé.
Toutefois, il est important de noter également lggepeptides amyloidesfAl-42 ont tendance a
s'agrégeffHaa07] [Itt11]. Cet état physique peut induire une fluctuatiorrehdement de capture
des protéines. En effet, avec des peptides somsefaligomérique, les fragments sont moins

disponibles et la détection est moins sensible.

Figure 1V. 26 : Images obtenues par microscopie dubrescence a partir de d'immuno-essai de type sdwich
sur des échantillons de silicium fonctionnalisés & une immobilisation d’antigéne 4 1-42 et une
reconnaissance avec des anticorps marqués (IgG mard a la Cy5) A) sans anticorps IgG, B) avec anticps de
capture (IgG)
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Figure IV. 27 : Courbe d’étalonnage de l'intensitéde fluorescence en fonction de la concentration greptides
amyloide A 1-42, obtenu par microscopie par fluorescence

Nous avons par ailleurs estimé la limite de dépectiu systeme. En effet, en fonction de la
concentration minimum testé€,, (ici égale a 200ng/ml) et I'écart standard adacentration
Cmin, SD (ici égale a 33), la limite détection est défipa I'équation suivante

LOD =C,,in, +3SD Equation IV.1

Ainsi la limite de détection est estimé a 300ng/rehit uneconcentration minimum de peptides
amyloide A8 1-42 détectabl€in 1-42 €quivalente &6nM. Cette valeur est supérieure au taux total
des peptides amyloidesBAorésents dans le liquide céphalo-rachidien quidestviron de 1nM.
Néanmoins, il convient de souligner que les peptatayloides f& 1-42, du fait de leur tendance a
s’agréger méme en environnement in vitro, peuvadtuire une diminution de l'efficacité de
capture, et donc de la sensibilité de détedivagl2] en particulier des difficultés pour évaluer
avec précision la limite de détection. Ainsi, cetifficulté de quantification est généralement
rencontrée lors de l'utilisation de méthodes amgys reposant sur la formation d'immuno-
complexes ou les techniques électrophorétifMehn12] [Svol2] [Verll]

De plus, pour la réalisation de gamme étalon l@s tbsts immunologiques, il est nécessaire
d’avoir des solutions standard de peptides amysoAfe1-42. Or, pour les solutions standards de
peptides amyloides (A 1-42 issues du commerce, la véritable concentratie peptides
monomeriques présents dans les solutions est ineonn

Enfin cette série d’expérience a été égalementteffeavec du liquide céphalo-rachidien. Les
résultats obtenus ont démontré que I'environnemennodifie pas la sensibilité de la détection

(données non présentées).
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Pour conclure, tous les résultats obtenus dans éaitle démontrent que les surfaces de silicium
fonctionnalisées sont adaptées a la détection deomalécules biologiques telles que les peptides
amyloides et peuvent aussi étre employées pourbdesarqueurs d’autres pathologies. Elles

constituent donc des plateformes immunologiques ptimses pour le développement de capteurs

résonants.

II.1.4- Greffage et capture de nanoparticules magrigues

L’étude présentée dans cette partie est I'immadaliti® de nanoparticules magnétiques sur
échantillons de silicium fonctionnalisés, ceci patermédiaire de réactions immunologiques, grace
'augmentation de la surface spécifique. Comme aedte exposé dans Ghapitre [, 'utilisation de
nanoparticules, permettra d’augmenter la senghilit biocapteur lors de la mesure de la fréquence
résonance apres le greffage des biomarqueurs, gndrme amplification de masse significative.

Les billes magnétiques que nous utilisons sontpaescules (Ademted, contenant un fort taux de
maghémite et présentant des groupes carboxyliqlexs durface : cette fonctionnalité chimique no
permet de faire interagir les groupements aminesad#@corps avec les groupements carboxyliques
billes par la stratégie EDC/S-NHS, et ainsi obtemidien covalent de type amide entre les deuxtémt
biologiques Figure IV. 28). De plus, le caractere magnétique des billes peushet une utilisation
aisée lors des étapes de lavages ou de greffagpsotiénes : en effet, au voisinage d’'un barre
magneétique, ces dernieres peuvent étre isoléesiaud'sin mélange et permettre une séparation ¢

des solutions.

11.1.4.1- Mode opératoire

Le mode opératoire est détaillé damihexe H. Les nanoparticules sont tout d’abord lavées daes
solution de NaOH (1ml, 20mM) durant une nuit, afiféliminer les adjuvants contenus dans
suspension colloidale commerciale. La séparatiore det surnageant et les billes magnétiques
possible grace a l'utilisation d’'un barreau magnéti Eigure 1V. 29). Les agents de couplage, I'ED(
et le S-NHS, ainsi que la solution d’anticorps d’lgié souris sont ajoutés a la suspension
nanoparticules dans du tampon phosphate. Apres nune d’incubation sous agitation, le:
nanoparticules sont lavées dans du tampon phosehstieckés a 4°C.

Pour I'échantillon global, la masse totale d’lgGnmabilisée est égale a 90ug, soit un rendem
d'immobilisation de 90%Gat09].
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Figure IV. 29 : Image de la séparation de nanopartules magnétique présentes dans un milieu aqueuxmpa
I'action d’un barreau aimanté (A) juste aprés soniation du mélange (B) aprés quelques minutes au voiage
du barreau aimanté

Apres avoir greffé les IgG de souris sur les nartapdes, I'immobilisation des nanoparticules est
réalisée sur les échantillons de silicium fonctalig®s : le détail du mode opératoire est présgaus
I’Annexe I. En premier lieu, le greffage des anticorps d'ld& chévre anti-souris est effectué sur
I'échantillon de silicium fonctionnalisé. Apres iration et lavage de I'échantillon, de la BSA est
ajoutée pour empécher la création de liaisons pénifiques. La derniére étape consiste a inculser le
nanoparticules fonctionnalisées par IgG de souri$échantillon. Aprés lavage, I'échantillon peiite

observé par microscopie optique.

11.1.4.2- Résultats

La capture des nanoparticules a été effectuéersachantillon de silicium fonctionnalisé avec gagi
d’anticorps d’'lgG de chévre anti-souriSigure 1V. 30 b) et un échantillon de silicium fonctionnalisé
témoin sans greffage d'anticorps d’'lgG de chévrg-souris figure 1V. 30 a). L'observation par
microscopie optique indique qu’une quantité impuaigade nanoparticules est immobilisée lorsque que
I'échantillon contient de I'lgG de chevre anti-sisufFigure 1V. 30 b).
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Les nanoparticules semblent se déposer de manigiellpenent homogene. En effet, il existe quelq
zones de I'échantillon ou il y a une accumulatiom lilles magnétiques. En comparaison, p
I’échantillon témoin, la capture de nanoparticudss tres faibleKigure 1V. 30 a). Ainsi, malgré des
lavages répétés, il persiste des interactions m@tifiques entre la surface de I'échantillon et
nanoparticules fonctionnalisées.

Nous avons également incubé des nanoparticuleslgé@nsle souris sur un échantillon de siliciut
fonctionnalisé et greffé avec de I'lgG de chévré-aauris Figure 1V. 31). Comme nous pouvons I
voir, il N’y a presque pas de nanoparticules ca&gtsiiCela indique que la capture de nanoparticu
n’est possible qu’en présence d’'lIgG de souris gréfleur surface conduisant a une interaction kagec
IgG de chévre anti-souris présents a la surfackédeantillon de silicium fonctionnalis€e résultat
confirme donc qu'il existe une spécificité de captdes nanoparticules liée a la présence de I'lgG
souris a leur surface qui interagisent spécifiquena@ec les anticorps immobilisés sur la plaque
silicium fonctionnalisée.

Pour conclure, ces expériences préliminaires déage de protéines sur des surfaces de silici
fonctionnalisées par un organosilane via une imiisation de nanoparticules fonctionnalisées par ¢
anticorps sont prometteuses. Néanmoins, il estngskale developper ces expériences pour
réalisation d’un immuno-essai complet de type sacliwcela n’a malheureusement pas pu étre mis
ceuvre faute de temps.

a) Echantillon témoin sans greffage d’'lgG de chevre p) Echantilon avec gréﬁag d
anti-souris (x10) souris (x10)

Figure IV. 30 : Immobilisation de nanoparticules foctionnalisées avec de I'lgG de souris sur des éctidlons
de silicium fonctionnalisés

gG de chevre anti-

Figure IV. 31 : Immobilisation de nanoparticules sas greffage d’'lgG de souris sur un échantillon deil&cium
fonctionnalisé et greffé avec de I'lgG de chévre diRsouris
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[I.2- Mise en place d’un immuno-sandwich en mono-a@al sous flux de liquide

Cette partie est dédiée a la réalisation d’'un imopessai dans un dispositif fluidique miniaturisé
sous flux de solvant. Cette immuno-dosage a étiséédans un canal de 1mm de large et de 3cm
de long dont la fabrication a été détaillée darselztion 1.3.3du Chapitre V. Lors de cet immuno-
essai dedié a la détection sensible d'lgG margpéesin fluorophore sous flux fluidiqu&igure

IV. 32), limmobilisation d’anticorps IgG de souris sua Isurface de canaux de silicium
fonctionnalisés est évaluée qualitativement parresaopie a fluorescence. Dans cette étude,

I'anticorps de détection est marqué a la fluordismtyanate (FITC).

[1.2.1- Mode opératoire

Cette expérience est constituée de 3 étapes detidatgqui sont (i) un greffage d’anticorps d’'lgG
de souris a la surface des canaux de silicium ifmmaélisés ; (i) un greffage des anticorps anti-
lgG de souris marqué a la FITC dans le canal);l@isuivi d’'une détection de I'immuno-sandwich
ainsi formé par microscopie a fluorescence.

Les différents résultats de greffage présentés dansection 11.1.3.1 ont été adaptés a
immobilisation des anticorps dans le canal. Tatabord, les réactifs EDC et S-NHS sont
préparés a une concentration de 5mg/mL. Aprés ufangé des réactifs de couplage, et
d’anticorps de souris (100ug/mL) la solution estdbge dans la puce a un débit de 2.5mL/h
pendant une heure. Pour éliminer les anticorpsgnefiés a la surface du canal, le canal est rincé
par un tampon phosphate (PBS 1 X, pH 7.8 avec @2%ween 20) pendant une heure. Les
anticorps anti IgG de souris marqués a la FITC sapturés a la surface du canal par micro-
injection d’'une solution d’une concentration de 2G0nL a un débit de 0.2mL/h pendant 3 heures.
Les anticorps non capturés sont éliminé par uragage la puce par du tampon phosphate (PBS 1
X, pH 7.8 avec 0.2% de Tween 20). La derniére étagtel’'observation par microscopie a
fluorescence du canal. Un double contrble a étéséa(i) un canal fonctionnalisé sans le greffage
d’'lgG et avec capture de I'lgG-FITC et (ii) un casans fonctionnalisation chimique avec le

greffage d’IgG et la capture de I'lgG-FITC.

134



Chapitre IV : Méthodes de greffage de protéines suirface plane et en canal

A

Figure IV. 32 : Immuno-essai réalisé dans un canantre de I'lgG de souris immobilisé a la surface deanal de
silicium fonctionnalisé et anti-lgG marquée a la FTC

[1.2.2- Résultats

Les images obtenues apres la capture des antiantpkG de souris marqués a la FITC dans un
canal de silicium fonctionnalisé avec greffage d@mps IgG de souris et sans greffage d’'lgG sont
respectivement présentées pdfrigure IV. 33 b et laFigure IV. 33 a

Tout d’abord, lorsqu’il y a greffage préalable ddgle souris, nous observons sur la surface du
canal une fluorescence trés importariigre 1V. 33 a). D’autre part, nous ne constatons pas de
fluorescence sur la surface du canal de siliciumctionnalisée contréle lorsque les anticorps
d’'lgG de souris ne sont pas greffésglure 1V. 33 b). Ce résultat démontre qu’un greffage d’'lIgG
dans un monocanal sous flux n’altere pas la capdeireconnaissance biologique des anticorps.
Afin de vérifier la spécificité de greffage desiaatps d’lgG, 'immuno-essai complet a été réalisé
dans un canal de silicium non fonctionnalibé(re 1V. 34). Nous n’observons pas fluorescence
sur la surface du canal. Cela signifie donc quilanpas de greffage d’'IgG dans le canal lorsque la
surface est dépourvue de silane. En effet, le flexliquide doit empécher les anticorps de
s’adsorber a la surface du silicium et ainsi praviesi liaisons non spécifiques.

En comparant cette expérience réalisée sur unacsuglane de siliciumséction 11.1.2), nous
pouvons souligner que le temps de réaction a netteaté diminué. En effet, le temps de greffage
et de capture des anticorps est de 48 heures @litioarstatique alors qu’il n’est que de 5 heures
en condition fluidique.

Pour conclure, les résultats obtenus montrent gfienictionnalité biologique n’est pas altérée sous
flux. Ainsi il est possible réalisé des immuno-cdexe dans un monocanal et nous permet

d’envisager a terme un développement de ce cepieriexnce au micro-résonateur final.
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S0pm

b0 um

a) Canal avec greffage d’anticorps d’'lgG de b) Canal témoin sans greffage d’anticorps d’lgG
souris de souris
Figure IV. 33 : Immuno-essai réalisé dans un canale silicium fonctionnalisé avec des anticorps anti-
IgG de souris marqué a la FITC

Figure IV. 34 : Immuno-essai réalisé dans un canale silicium non fonctionnalisé avec greffage d’antbrps
d’lgG de souris et capture d’anticorps anti-lgG desouris marqués a la FITC

[1.3- Conclusion

Dans ce chapitre, nous avons étudié la fonctiomndiiologique de surfaces de silicium
fonctionnalisées chimiqguement. Une étude de la hadggie de surface d’échantillons ayant subi un
greffage d’'lgG de souris modele a permis de comdirmue I'immobilisation des anticorps a la
surface des échantillons est homogéne.

De plus, I'évaluation de lactivité biologique ddésagments E, des anticorps par un dosage
immunologique de type enzymatique a permis de eéwéie bonne reconnaissance antigénique des
sites de liaisons. Ces résultats nous ont pernascdmplir un immuno-essai de type immuno-
sandwich dédié a la détection du peptide amyloiBelA2, et ainsi pu développer une plateforme
immunologique de détection de biomarqueurs de ladiead’Alzheimer.

Nous avons également entrepris la capture de ndimpes fonctionnalisé par de I'lgG de souris
sur les surfaces de silicium fonctionnalisées aweqreffage d’'lgG de chevre anti-souris. Nous
avons pu ainsi valider une spécificité de captereas nanoparticules.

Enfin, afin de permettre une intégration dans leraicapteur final, un immuno-essai avec greffage

d’'lgG de souris dans un canal fluidigue a montré bimnne immobilisation des anticorps.
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Chapitre V : Elaboration d’'un micro-dispositif vikant

Dans une premiere partie de ce chapitre, le dépelopnt technologique est effectué pour la
micro-fabrication d’'une puce fluidique test utikskdrs de la fonctionnalisation chimiquehépitre

lIl , section 11.4) et biologiques chapitre IV, sectionll.2). Dans une seconde partie, quelques
étapes de fabrication du micro-dispositif vibragtont présentées. Nous verrons que la réalisation
du dispositif vibrant n'a pu étre que partielle.fiene procédé global de fabrication du micro-

résonateur sera défini.

I- Micro-fabrication d’'une puce fluidique test

|.1- Description de la puce

Dans cette partie, une étude concernant la falmcatlu canal fluidique utilisé pour les
caractérisations physico-chimiques présentées laGhapitre Il a été effectuée. Il s’agit de
réaliser des canaux fluidiques présentant des diorensompatibles avec la largeur des faisceaux
d’analyses et les limites de résolution des teclasqle caractérisation physico-chimiques utilisées
(optique, XPS, FTIR). Il faut également pouvoir @der a la surface du canal pour effectuer
'analyse. Ainsi, le capot doit donc étre transpagour permettre une détection optique lors des
tests fluidiques et amovible pour réaliser les ci@résations.

Pour répondre a ces contraintes, notre choix p@$é sur la réalisation de canaux de silicium (un
matériau identique a celui du micro-résonateurlfinacouvert d’'un capot de PDMS, avec un
collage suffisamment intense afin de rendre le Icét@che pour I'écoulement du fluide, tout en
ayant un collage réversible afin de rendre accleskdlranal pour les caractérisations de surface.
Dans le cadre d’'une collaboration avec la plateospectroscopique de I'Université de Versailles
Saint Quentin, les mesures XPS sont effectuéeswavapot d’analyse d’'un diamétre de go0:

la largeur du canal fluidique a donc été fixée amlrhe procédé d’élaboration de la puce présente

deux parties distinctes : la fabrication des cardrugilicium et du couvercle de PDMS.

[1.2- Gravure du canal en phase liquide

Pour des questions de facilité de procéde, noussasiooisi de graver les canaux en phase liquide
par un mélange dacide fluorhydrique (HF), l'acicétrigue (HNQ) et l'acide acétique
(CH3COOH), plus communément appelé HNRigure V. 1). La nature isotrope de la gravure
n'est pas génante ici car les dimensions sontivelaent grandes. La gravure par HNA permet

ainsi de conserver une surface de nature poliguptians le canal.
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Figure V. 1 : Procédé de fabrication du micro-canapour la caractérisation de la fonctionnalisation sus flux

Le nitrure de silicium comme masque de gravureéachbisi pour sa sélectivité par rapport au
silicium dans un mélange de HNA standard. Sa \ateesgravure est en effet relativement lente
(de 30 a 70 nm/min)Kov98] [Wil03] [Mad02]. Deux techniques de croissance ont été utilisées
pour les dépots de nitrure de silicium : une camsg par LPCVD et une croissance par PECVD.
Le nitrure de silicium LPCVD a été réalisé a I'EEIE 800°C, dichlorosilane a 100sccm, \NH
120sccm, 200mtorr). Le nitrure de silicium PECVEEté réalisé a IEF (& 300°C, 2000sccm de
SiHza 4%, 20sccm de NiH388Khz, 60W, 550mtorr).

La vitesse de gravure est controlée par les prigmsrdes trois acides dans le mélarigguyre V.

2 a). Ainsi, lorsque la concentration en HF est élevée vitesses de gravure sont difficiles a
maitriser et les courbes d’iso-vitesse sont ragges. Dans le cas d’une faible concentration en
HF, les courbes d’iso-vitesse sont beaucoup plstindtes. De plus, la rugosité de surface dépend
également de la composition du mélanggre V. 2 b) : la zone 1 est celle ou I'état de surface

est le plus lisse, la zone 2 et la zone 3 prédeatsurface les plus rugueuses.
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Figure V. 2 : a) Diagramme de la vitesse de gravurdu mélange HNA [Jud12], b) zones caractérisées par
I'état de surface, suivant la proportion des acidedans le mélange HNA [Lot06]

Une étude préliminaire au laboratoire a permis @surer les épaisseurs de silicium gravées par
tomographie optique cohérenfeapleau V.1) [Lot06]. Comme attendu, pour un volume d’acide
acétigue constant, les rugosités les plus failes abtenues lorsque la teneur en HF est réduite.
Nous avons donc choisi de développer plus parécerinent le procédé de gravure en utilisant les
deux premieres solutions.

Le premier point que nous souhaitons spécifierei que nous avons été confrontés a des
problemes de reproductibilité, comme cela a étévemureporter dans la littératufSte07]
[Man87]. Dans un premier temps, nous avons pu observelegiag que I'une ou les deux faces
du substrat soient recouvertes deNgiinfluencait de maniére non négligeable le procesh
gravure du canal. Ainsi, pour des échantillons gggyendant 4 minutes avec une face arriére non
protégé dans un meélange 12/76/12, nous obtenongpaisseur de silicium gravée dans le canal
comprise entre 4dn et 4Qm, alors que cette méme valeur d’épaisseur n'désnok qu’'au bout

de 10 minutes lorsque la face arriére du silicisinpeotégée. De plus, lorsque la face arriere d’'un
échantillon de silicium n’est pas masquée, une atitmr rouge du mélange peut étre observée
ainsi qu’un dégazage trés important de la solution.

Le lien entre la concentration de silicium dissetta vitesse de gravure a déja été établi par le
passgSte07] Aussi nous avons décidé de masquer systématiquidenéace arriere de tous les
échantillons pour les étapes de gravure.

Des tests de gravure avec les deux proportionste#laées préecédemment ont été effectués sur
des ouvertures de canaux de différentes dimenslansolution a été agitée tout au long de la
gravure par un barreau aimanté déposé a lintémeubain réactionnel. Le profil obtenu par
profilométrie mécanique montre que I'épaisseur geasér les bords du motif semble beaucoup
plus important que I'épaisseur sur le centfégre V.3). Cet effet révéle encore une fois

l'influence tres important de la concentration d&actifs durant la gravure.
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Proportion Le profil 3D de profilométre Rugosité deVItfasvsuere
d’'HF/HNO 5/CH;COOH optique interférometrique RMS (nm) (p?n/mn)
6/81/12 < = 1 2
\\\\; s -
12/76/12 ke 8 5
17/71/12 14 6
23/65/12 = 21 12
44/45/12 - 67 183

Tableau V. 1 : Rugosité de surface aprés gravure HNA et vitessle gravure en fonction de la composition du
mélange [Lot06]

Figure V. 3 : Profil de gravure pour une solution & HNA 12/76/12 mesuré par profilométre mécanique
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Proportion du mélange
HF/ HNO 4 CH3;COOH 6/81/12 12/76/12
(en volume)
Largeur de I'ouverture avant gravure (um) 8 25 100 50 1000
Temps (min) 1 2 3 1 10
Epaisseur gravc(eﬁrrz]a)u centre du profil 26 5 3 5 50

Tableau V. 2 : Test de gravure de HNA de proportior6/81/12 et 12/76/12 pour différentes dimension
d’ouvertures

De plus, les épaisseurs gravées ont été mesureesiggascopie a balayage électronique (MEB)
ou par profilomeétrie mécaniguy@&ableau V.2).A la lecture de ces résultats, nous remarquons que
nous obtenons les mémes résultats que I'étudenpndlire : les épaisseurs mesurées par
tomographie optique cohérente sont identiques lascetalisées par profilometrie mécanique ou
par microscope a balayage électronique. De plugtdase semble étre constante dans le temps et
indépendante de la largeur de I'ouverture du ngaf/é.

Le Tableau V.3 montre les différentes vitesses de gravure obtepoer les deux de nitrure de
silicium utilisés, c’est-a-dire de type PECVD et@Q¥D, dans les deux mélanges étudiés. Parmi
les résultats obtenus, la plus grande sélectiwtéobtenu pour le mélange 12/76/12 et dsNSi
LPCVD. Mais, le nitrure de silicium LPCVD n’est paksponible au laboratoire. Ainsi, pour
faciliter la technologie nous avons donc adaptéélesisseurs de masquage pour le nitrure de
silicium PECVD avec le mélange le plus sélectif.nDotous les masques sont désormais
constitués d’'une épaisseur de 500nm, pour permeétatteindre une épaisseur de silicium de

50um de gravure dans la solution 12/76/12.

Mélange HNA Vitesse de gravure Sélectivité | Vitesse de gravure du | Sélectivité
(en volume) du SI;N, LPCVD du SI3N,4 SIsN4 PECVD du Sl3N,4
(nm/min) LPCVD (nm/min) PECVD
6/81/12 _ _ 192 10
12/76/12 42 119 64 68

Tableau V. 3 : Vitesse de gravure du SN, LPCVD et PECVD dans les mélange HNA 6/81/12 et I7&/12
mesuré par profilométrie mécanique

Comme nous l'avons déja précisé, la quantité dewsih dissous et la concentration des réactifs
agissent tres fortement sur la vitesse de gravAtessi, nous avons spécifiguement étudié
l'influence de I'agitatiofKov98] [Ste07][Man87]. Une série de test de gravure a été effectuée en
utilisant un masque de plots de 1fmffableau V.4). Dans cette étude, les échantillons ont été
gravés sans aucune agitation (mode statique), @gitetion magnétique ou sous ultrasons. Le
dispositif expérimental pour I'agitation magnéticest constitué d’'un bécher en téflon, dans lequel
un barreau aimanté a été mis sous un support perElon et ou chaque échantillon peut étre fixé
sur un porte-échantillofFigure V.4).
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et échantillon

J Vi porte-
hécher :I J+r| | echantillon

Barreaumagnétique

— < Agitateur magnétiq ue

Figure V. 4: Dispositif expérimental pour le mode thgitation magnétique

Mode d’agitation Temps Epaisseur de_ Si gravée Vitesse de gravure
(min) (Lm/min) (um)
statique 1 4.1 4.1
2 6.0 3.0
magnétique 1 4.9 4.9
2 9.7 4.9
ultrason L 3.6 3.6
2 5.9 3.0

Tableau V. 4: Etude du réle du mode d’'agitation sutda vitesse de gravure du silicium avec le mélangtNA
12/76/12 pour une ouverture de 1mm

Temps Epaisseur de Si gravée Vitesse de gravure
(min) (Hm) (Hm)

4 17.2 4.3

8 35.4 4.4

10 50.7 4.9

Tableau V. 5 : Vitesse de gravure en fonction du teps dans une solution de HNA 12/76/12 pour une ouvere
de 1mm pour agitation magnétique

Nous pouvons constater qu’une agitation magnétigueitesse de gravure est constante dans le
temps. Ceci a été confirmé pour des durées de grgvauvant aller jusqu’'a 10 minutes pour
lesquelles nous obtenu toujours une vitesse daiggal/environ 5um/minTableau V.5).

Pour les deux autres modes d’agitation, la viteesgravure décroit dans le temps, ce qui semble
démontrer une efficacité moindre du mode d’agitati®e plus, dans ces conditions, la surface de
silicium apparait piqueté et assez rugueuse.

L'isotropie de gravure a été qualifiée dans la dom optimum d’agitation, c’est-a-dire
magnétique Tableau V. 6) Ainsi, comme nous pouvions nous Yy attendre, &vge est bien de
type isotrope, c’est-a-dire que nous gravons de énaréquivalente I'épaisseur et la largeur du

motif.
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mélange Te(;r;ps Epaisseur Largeur initiale (largeur finale—largeur initial)/2

HNA gravure gravée du motif (um)
(en volume) (min) (um) (um)
1 5.0 10 4.5
12/76/12

1 5.0 50 4.5
1 2.6 8 3.0
6/81/12 2 5.0 25 4.5
3 8.0 100 8.5

Tableau V. 6 : Influence des mélanges HNA 6/81/12 ¥2/76/12 sur la largeur du motif lors d’'une agitéion

magnétique

Une fois les canaux formés, il faut sceller aveccanvercle de PDMS. La surface de silicium
étant recouverte de la couche de masquage pounrgredNA en SiN4, nous avons mis au point

un procédé de collage avec les deux matériaux.
I-3 Elaboration de la puce capotée
[-3.1- Fabrication du couvercle en PDMS

Ce couvercle permet de sceller la puce micro-ftpudien silicium recouvert de nitrure de silicium.
Comme nous l'avons déja précise, |l faut effectuar collage qui doit étre réversible pour
permettre les caractérisations de la surface dal.can

Un capot est réalisé en PDMS de type Sylgard® I®nposé du pré-polymére et du réticulant en
proportions respectives de 9 : 1 en masse. Apréanige celui-ci est dégazé dans un dessiccateur
relié & une pompe a vide pendant une heure. Lengeélast ensuite soigneusement coulé dans des

moules avec des connectiques, puis recuit danstume a 70°C pendant une heure.

I-3.2- Etude de l'efficacité du collage du couverel PDMS-substrat
[-3.2.1- Généralités concernant le collage de sudas en utilisant un plasma @

Pour le collage du PDMS sur une surface, les pgtgside surface du PDMS sont modifiées par
des traitements physique et chimique. Le traitenthemlus utilisé est le plasma de dioxygene.
Dans ce cas, les groupements —O-SijgHrésent a la surface du PDMS qui sont exposés a un
plasma @ génerent des groupements silanols —O-Si—OH qusubstituent aux groupements
meéthyles (—-ChH) [Bhat05]. Le probléme de ce traitement est sa stabilité tatemps : le PDMS

retrouve peu a peu ses propriétés initiales etviedehydrophobe. En effet, la modification tie
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surface n’est efficace que pendant 30 min{it¥ésr98] . Pour garantir une stabilité du collage dans
le temps, des traitements supplémentaires peutenefectués apres le plasma:Qun dépot de
films organiquegTal06] [Bod06] ou un recuit du film de PDMS aprés colldgan06].

Les modifications de surface des matériaux ayant @wultiraitement par plasma,@euvent étre
qualifié par la valeur de l'angle de contéic{fAnnexe C. La mesure de la mouillabilité des
surfaces renseigne sur les points d’adhérence déériaux. Ainsi plus I'angle de contact est
faible, plus la mouillabilité de I'’échantillon egtande et plus le collage est généralement efficace
[Bhat05].

I-3.2.2- Etude de la mouillabilité de surfaces dEDMS traitées par plasma Q

Suites a des études précédentes, nous avons wallie€les modifications de surface qui peuvent
affecter une surface de PDMS dans les conditicmssitjues de traitement du laboratoire avec un
plasma d’oxygéne a une puissance de 160W, uneigmeats 0.5mbar, avec un temps d’exposition
de 1 minute. Une étude de I'évolution de I'anglecdatact du PDMS a été effectuée en fonction
du temps d’exposition de I'échantillon de PDMSairl(Figure V.7). Le réacteur a plasma utilisé
est le bati Pico 2 DIENER(type LF, 40kHz, puissance variable de 200W). lesune de I'angle

de contact est réalisée & l'aide du goniométre OCBa€apysics Instrumeritsen utilisant la
méthode dite “Sessile Drop” et le modele Laplataing @Annexe O).

Cette étude montre qu’il existe deux régimes cpordant a une phase de décroissance et de
croissance de l'angle de contact. En premier ledraitement plasma QJait chuter énormément

la valeur de I'angle de contact du PDMS. Au delandtemps de vieillissement de 10 minutes,
'angle de contact augmente indiquant que l'effigadu plasma @diminue rapidement. Ainsi,
'angle de contact augmente pour tendre vers lawatle I'angle de contact du PDMS sans
traitement de surface (112°). Cela est d0 a ungaétsation chimique a la surface du matériau :
les groupements silanols créés par le traitemesinph diminuent a la surface du PDMS. Ainsi le
PDMS retrouve donc peu a peu ses propriétés istidlette étude montre donc bien linstabilité
du traitement plasma ur des surfaces de PDMS : elle est en accord aellecréalisée par S.

Bhattacharydien que non poursuivie au dela de 30 min[Bést05].
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Figure V. 5 : Evolution de l'angle de contact du PBIS avec I'eau en fonction du temps d’exposition adir pour
un traitement plasma G; a 0.5mbar et 160W pendant 1minute

[-3.2.3- Test de collage de couvercle PDMS sur desrfaces

Dans un premier temps, nous avons voulu savoiréiit plus efficace d’enlever la couche de
nitrure de silicium qui recouvre le substrat mistaicturé et de la remplacer par de la silice pour
obtenir un collage réversible, ou encore gardezolache de nitrure de silicium utilisée comme
masque de gravure. Nous avons réalisé le plasnsairQles surface de PDMS, de Si (avec couche
d’oxyde natif), de Si@(oxydation thermique seche, 100nm), de Si désoppldBHF et de SN,

(de type LPCVD, 150nm réalisé a ESIEE et de type\VYP, 500nm).

Pour procéder au collage, des conditions difféeerte plasma ont été testées. La force de
scellement a été qualifiée en essayant de décodauellement le capot de PDMS en insérant une
pince entre le substrat et le couverdi@re V. 6). Le collage est alors jugé soit non décollable,
soit fort, moyen ou faible. Les échantillons qui gmi étre décollé apres traitement sont
immédiatement remis en contact et laissé toutelitban repos. Des essais de décollement ont été
entrepris sur les mémes échantillons des le lenidematin.

hit Wiatar 1: E1

i Waler 2. E2 Q l[

Figure V. 6 : Schéma du test d’adhérence d’'un scelinent
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[-3.2.3.a- Traitement plasma du substrat et du cowrcle de PDMS

Une premiere étude a été effectuée en insérant tainément dans I'enceinte, le couvercle de
PDMS et le substraff@bleau V. 7 et Tableau V. 8

Une premiére série d’essai de collage a été réals&28W, a une pression de 0.55mbar et un
temps d’exposition de 18 second&alfleau V. 7). Juste aprés application du plasma, il existe une
différence de collage pour les surfaces de silatéva, de silice thermique et de silicium désoxydé.
Ainsi, I'adhérence entre les matériaux est immedmnt irréversible pour I'échantillon de $iO
Par ailleurs, pour I'’échantillon de silicium aveocuche d’oxyde natif, 'adhérence est forte et
réversible, pour I'échantillon de silicium désoxyel&t faible. Ce résultat s’explique par la nature
méme des surfaces. En effet, la surface du silicdéweoxydé est initialement dépourvue de
groupements hydroxyles : le traitement par plastest pas suffisamment intense pour générer des
groupements silanols stables a la surface du substrpermettre la création de liaisons avec le
capot de PMDS a court terme. Par contre, les satbstle silice contiennent naturellement des
liasisons Si-OH a la surface. Enfin, la silice thaque contient une forte concentration de
groupement silanols, ce qui induit un collage beapmlus favorable. D’autre part, le collage d'un
substrat de nitrure de silicium est moyen. Cela p@xpliquer par le fait que pour ce matériau, les
liaisons mises en jeux sont autres que les liaisdasols. Le collage devient irréversible au bout

d’une journée pour les substrats de silice.

Substrat traité | Qualité du collage Qualité du collag au bout de 16h a 24h de repos
SiO, non décollable non décollable
Si collage fort non décollable
Si désoxydeé collage faible collage moyen
SizNg collage moyen collage moyen

Tableau V. 7 : Collage de PDMS traité par plasma @sur Si, Si désoxydé, Si¢) SkN,traité par plasma O,, pour
une durée de 18s a une pression de 0.55mbar et yngssance de 128W

Une seconde série d’essai de collage a été réaligdV, a une pression de 0.4mbar et un temps
d’exposition de 18 second€3ableau V. 8. Pour un substrat de silicium avec couche natif
d’oxyde, il n'y a pas de collage quelque soit lmps de repos. Pour les échantillons de silice @ativ
et la silice thermique, les collages sont fortsbaut de seulement 4 minutes. Concernant les
échantillons de nitrure de silicium, le collage estyen. De plus, la silice native et la silice

thermique et le nitrure de silicium, les collagessent trouvés étre irréversibles au bout d’uné nui
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Néanmoins, il n’y a pas eu de modification de lalitiae collage pour I'échantillon de silicium

désoxydé apres 24 heures de repos.

Pour les échantillons dont le collage est faiblermyen, afin d’améliorer la qualité du collage, un
recuit & 70°C pendant une durée d’'une heure afietete : il n’a permis aucune amélioration du

collage. Ce traitement n’a donc pas été accompir [ expériences ultérieures.

Substrat traité Qualité du collage Qualité du collge au bout 16h a 24h de repos
SIO, collage fort non décollable
Si collage fort non décollable
Si désoxyde collage faible collage faible
SizsNy collage moyen non décollable

Tableau V. 8 : Collage de PDMS traité par plasma @sur Si, Si désoxydé, Si¢) SkN,traité par plasma O,, pour
une durée de 18s a une pression de 0.4mbar et unggsance det8W

Compte tenu de ces résultats, nous avons di mddudgralité du collage pour obtenir un collage
réversible. Nous avons opté de moduler la qualitéallage par le changement de la puissance, du
temps d’exposition et éventuellement, par limigrtraitement qu’au substrat ou qu’au capot de
PDMS.

[-3.2.3.b- Traitement plasma du couvercle de PDMS

Compte tenu du fait que I'étude menée précédemmentpas permis de réaliser un collage
réversible afin de pouvoir accéder au canal apreffagie et procéder aux caractérisations de
surface du canal, nous avons ainsi dégradé lestmrsdde traitement : la premiere voie a été de
ne traiter que le capot de PDMS. Nous avons détiadiser un substrat de silicium afin d’avoir
les conditions les plus défavorables au coli@@bleau V. 9)

Nous avons fait varier le temps d’exposition auspla. Pour une pression de 0.4mbar et une
puissance de 48W, l'augmentation du temps de 1l®nges a 1 minute démontre que
'augmentation du temps détériore la qualité duag@. Pour un temps d’exposition tres court au
plasma, typiquement 6 secondes, le collage estgremt. Néanmoins, nous avons remarqué qu’un
temps d’exposition court implique une instabilité glasma dans le réacteur utilisé : les tests avec

un temps d’exposition de 6 secondes n’ont don@&gapoursuivis.
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Temps s R
Substrat d’eer(cS))sFi)tion Qualité du collage Qualité du coléig?eggsbout 16h a 24h
Si 18 non décollable non décollable
Si 6 non décollable non décollable
Si 60 incollable non collage
Si désoxydeé 18 collage moyen collage faible

Tableau V. 9 : Tests de collage de PDMS traité paalasma O, a 0.4mbar et 48 W sur un substrat de Si non traité
par plasma O,

Concernant le silicium désoxydé, pour un tempspmbskion de 18 secondes, le collage est moyen
au bout de quelques heures et il est faible aptdsefres de repos. Ce phénomeéne confirme qu’une
surface dépourvue de groupements silanols implige conditions de collage défavorables. A
partir de ce moment nous avons donc décidé d’almereide collage avec du silicium désoxydé.
Par ailleurs, il nous a paru illusoire d'utilisex matériau pour la fonctionnalisation des canaux. E
effet, une surface sans groupement OH est défalecdala réaction de greffage d’un organosilane

et produit donc des rendements de silanisationgaibl

1-3.2.3.c- Traitement plasma du substrat

Nous avons décidé d’'effectuer cette fois-ci letéraient plasma uniquement sur la surface du
substrat pour obtenir un collage réversidlableau V. 10et Tableau V. 11)

Une série d’essais a été effectuées a une predsidrb5mbar, une puissance de 128W et un temps
d’exposition au plasma de 180%apleau V. 11) Pour avoir un collage réversible, nous nous
sommes ainsi placés dans des conditions défaveratiest-a-dire avec un temps d’exposition et
une puissance importante. Sur des surfaces de gikrmique, de silicium recouvert d’'une couche
native d’oxyde, le collage est moyen. Ce collaggam@ntit donc pas un collage suffisamment fort

pour la circulation d’un fluide dans les canauxwBmiere étanche.

Substrat traité Qualité du collage | Qualité du collge au bout de 16h a 24h de repos
SiO, collage fort collage moyen
Si collage moyen collage moyen

Tableau V. 10 : Tests de collage sur Si et Si@aités par plasma O, a une pression de 0.55mbar et une puissance
de 128W et avec un temps d’exposition de 180s
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Une seconde série d’essais a été effectuée a asgiqm de 0.4mbar et une puissance de 48W et
temps d’exposition au plasma de {8ableau V. 1]). Le collage du silicium avec couche d’oxyde
natif est moyen pour un temps d’exposition de ®sdes.

Un matériau a été particulierement adapté poursefalin collage assez résistant dans le temps et
tout aussi facile a décoller : le nitrure de gilroi Ce collage est de tres bonne qualité et celaemé
apres avoir été décollé plusieurs fois, ce qui npeisnet d’ajuster lors du contact des surfaces
I'alignement des connectiques présents sur le dAPMS par rapport aux réservoirs présents sur la
micro-puce. De plus, des tests micro-fluidiques prntré que le collage est assez fort pour
permettre le passage d'une solution dans le cdoat, en conservant une certaine facilit¢ de

décollement pour effectuer les caractérisationsuttace du canal.

Substrat traité | Qualité du collage | Qualité du collag au bout 16h a 24h de repos
Si collage moyen non décollable
SizNg collage moyen tres bon collage

Tableau V. 11 : Tests de collage sur Si, 8l,traité par plasma O, a une pression de 0.4mbar, une puissance de
48W et un temps d’exposition au plasma de 18s

Au cours des différents tests de collage effectilié&gst avéré que la qualité du collage dépend de
la nature du SN, déposé. Ainsi pour du $Bl, de type LPCVD, le traitement plasma appliqué
uniqguement a la surface fournit un collage irréddesalors que pour les méme conditions de
plasma, le collage est de qualité moyenne lorsgqugsiN, est de type PECVD. Dans le cas d'un
film de SgN4de type PECVD, le collage n’est pas assez intepse permettre un greffage sous
flux : ainsi le capot se décolle lors des testsamiéhéité a I'eau. Ce résultat nous a donc oblegé d
revenir a une condition écarté lors de la preméuele de collage pour lesSi; de type PECVD :

le plasma @a une puissance de 48W, une pression de 0.4 mibartemps d’exposition de 18s,
est appliqué sur la surface delsi et capot de PDMS simultanément. Dans ces conditien
collage est suffisamment fort pour permettre lespgs d’un fluide et suffisamment réversible pour

avoir acces au canal apres le greffage.
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[.3.3- Récapitulatif du procédé complet de fabricabn de la puce fluidique

La premiére étape de fabrication de la micro-pwstdaestructuration du canal. Un masquage du
silicium est réalisé a I'aide des8ly de type PECVD. Une épaisseur de 500nm est déposdes
deux faces d’un substrat de silicium 4 pouces (100 lithographie est réalisée sur le substrat
(résine S1818, recuit de 1 minute 30 & 115°C, atmsi & 60mJ/cA). Le nitrure présent dans le
canal est gravé dans une solution de BHF (vitessgravure de 13nm/minJigure V. 9 @. Le
canal de silicium est gravé, comme nous I'avona dégrit précédemment, a I'aide d'un mélange
composeé de 12ml d’'HF a 50%, 12ml deLCAOH et 76ml de HN®a 69.5%. Pour graver 50um
de silicium, il est nécessaire de laisser réaghantillon dans le mélange 10 minutes en agitant

manuellement le substréigure V. 9 b).

a) b)
Figure V. 7 : Photographie d'un canal gravé : a) alBHF et b) au HNA

Le collage du couvercle est réalisé immédiatempriisa Compte tenu des dimensions de la micro-
puce, le capot de PMDS contenant les connectiqués substrat structuré sont mis en contact

manuellement en évitant la formation de bulle dRigure V. 10).

Canal en silicium

Capot de PDMS

connectiques

Figure V. 8: Image du dispositif final
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lI- Elaboration et scellement des micro-canaux poufabrication du dispositif vibrant

I1.1- Présentation de I'étude

Dans cette partie, nous allons traiter de la faltivea de micro-canaux en silicium pour un

biocapteur de type micro-poutre. Afin de répondue aontraintes de dimensionnement de la
micro-poutre, I'optimisation des conditions de gnavisera exposee. Pour obtenir une micro-
poutre a canaux fluidiques enterrées dans la sneictl semble nécessaire d’avoir des canaux
étanches aux fluides. Afin de palier a cette ditti€, différents essais de rebouchage de micro-

canaux par croissance et dép6t de matériaux sausst présentés.

I1.2- Gravure effective des canaux

[1.2.1- Description de I'étude de gravure

La technique de gravure isotrope de canaux deusilirésentée dans kection | n'est pas
adaptée aux canaux de grande largeur et proforfdeelques dizaines de microns). Dans le cadre
de la fabrication d’'un micro-dispositif vibrant dgpe micro-poutre, les canaux ne doivent faire
gue quelques micromeétres de large. De plus, cemugatoivent étre rebouchés pour permettre le
passage d’'un fluide dans la structure de la micugrpa ainsi plus la largeur des canaux est
grande, plus il nous sera difficile de reboucharxee. Ainsi en utilisant une gravure isotrope,
nous aurons forcement un élargissement importar dErgueur des canaux et ce d’autant plus
gue I'épaisseur gravee sera grande. Nous avonsogtéspour la méthode de gravure seche afin

de fabriguer les canaux de la micro-poutkar{exe J)

[1.2.2- Gravure des canaux

Comme il nous faut conserver une surface de greffesgez importante a I'intérieur du canal pour
permettre une fonctionnalisation performante, moissau point un procédé de gravure permettant
d’obtenir un profil de gravure avec une largeurla@eection émergeante faible et conserver un
canal de largeur importantBigure V. 9). La section émergente doit étre la plus petitesibts a

savoir d’environ 2um. Le procédé de gravure réadisédécompose ainsi en trois étapes. La
gravure anisotrope doit étre effectuée sur uneopagur supérieure a celle de la largeur du canal.
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Chapitre V : Elaboration d’un micro-dispositif vikant

Puis, les parois verticales doivent étre parfaitgnpassivées pour permettre ensuite une gravure
isotrope dans le fond du motif.

Pour définir les motifs, une lithographie optiqust ealisé sur du silicium en utilisant de la résin
S1813(Microposif®). Afin de réalisé ce profil de gravure particulispus avons utilisé un bati de
DRIE STS ala CTU de 'lEF a une fréquence de 12198.

Lors de la gravure anisotrope, la séquence gaadilsee est constitué de $Et GFg : le Sk
permet une gravure spontanée du silicium et Jigs @e passiver les flancs de gravure et donc
d’empécher le phénomeéne de sous-grayfy®n99] [Kii99]. La gravure est réalisé a 10°C afin
d’avoir des flancs parfaitement verticaux, a unidédé Sk de 450sccm et une pression de 80mtorr,
avec une phase de gravure de 3s et de passivatids. d\pres I'étape de gravure anisotrope, les
flancs sont passivés en élaborant un film dig, de type téflon (200scccm defg, temps de 30s,
pression de 120mtorr.

Enfin, la derniére étape de gravure est une étamgalure isotrope permettant de former la cavité
des canaux. La gravure anisotrope est possibles grdtncorporation d’'@ (45sccm) et de SF
(450sccm). La pression est définie & 200mtorr éoubng du procédé de gravure.

Pour répondre a la problématique de la micro-pogitiidmpose d’avoir des ouvertures de petites
largeurs afin de pouvoir les reboucher facilementus nous sommes intéressés plus

spécifiguement a des ouvertures de 2 a 15um de large

Figure V. 9: Schéma du profil de gravure d’'un micrecanal souhaité pour micro-canaux du dispositif vibant

[1.2.2.1- Gravure anisotrope des canaux

Pour I'étape de gravure anisotrope, deux débitdg ont été testésT@bleau V.12) Nous
constatons que la variation du débit d&{n’influe pas la vitesse de gravure. De plus, Bétulu
profil de gravure 100sccm par MEB pour une grawidee5 minutes, montre que les flancs de

gravures sont parfaitement verticalgure V. 13).
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C4Fs Temps de gravure Vitesse de gravure
(sccm) (min) (Um/min)
. 2.7
100 >0
10.0 2.8
200 1.5 2.9
2.0 2.8

Tableau V. 12 : Vitesse de gravure pour |'étape dgravure anisotrope par Deep RIE caractérisé par MEB

AccV SpotMagn Det WD p—— 10um AccV SpotMagn Det WD |—— 20um
300kV20 2000x SE 85 300kv 20 1000x SE 86

Figure V. 10: Images MEB de gravures anisotrope dsilicium a 100sccm de Sfpendant 5min

Le résultat est néanmoins a nuancer. En effet, poergravure de 10 minutes réalisée a 100sccm,
'observation du profil de gravure montre que lendés sont mal définis niveau de la section
émergente du motifH{gure V. 11). Ce résultat peut étre di a une consommatiotetdtamasque

de résine lors de la gravure conduisant a une gead silicium présent sous le masque de résine.
Cela signifie donc que la sélectivité de la résitiksée est faible dans ces conditions.

B e i
‘—{ 32.1pm I

I—{ 48.9 um

8.68 }ll‘ﬂ“

42.7 pm
! 27.8 um

26.1 le

AccV SpotMagn Det WD |—— | 20um AccV SpotMagn Det WD |—— | 50um
300KV 10 1300x SE 152 300KV 10 500x SE 131

Figure V. 11: Images MEB de gravures anisotropes dsilicium & 100sccm de Sfpendant 10min

Dans tous les casne rugosité apparait sur les flancs de gravikigute V. 12). Cet effet est dQ
aux cycles de gravures lors du procédé Bosch, @ppéfet "scalloping[Chen02]. Cependant, ce
phénoméne, qui augmente la rugosité des flancs, geaitdiminué en optimisant le nombre

d'alternance des cycles de passivation et de gravur
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Chapitre V : Elaboration d’'un micro-dispositif vikant

Figure V. 12: Image MEB d’un substrat de silicium gres gravure isotrope & 200sccm de gpendant 2min
pour un motif de 2um de large

11.2.2.2- Gravure isotrope des canaux

Pour I'étape de gravure isotrope, compte tenu dfilgte gravure particulier, deux vitesses sont
définies : une vitesse normale et une vitessedigtdrigure V. 13). Dans cette série de test, les
débits de gaz sont maintenu constants, seul lestel@gravure est modifidgbleau V.13)

Nous observons que la vitesse de gravure dépetehts de gravure. Cela peut étre expliqué par
le fait que la quantité de silicium présente effedinte en fonction du temps de gravure. Il est
largement admis que la vitesse de gravure déperghidanetre géométrique macroscopique tel
que le pourcentage d'ouverture du masfi®9] (effet "microloading”). Dans ce cas, la vitesse
de gravure varie suivant la quantité locale de raatéa graver. Il est provoqué par un effet de
charge local di a un appauvrissement local desespéactives du plasma au voisinage des zones
de forte densité de motifgel10].

Vitesse normalt

Vitesse latéral¢

Figure V. 13: Définitions de la vitesse latérale etormale pour une gravure isotrope du silicium
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Temps Vitesse de gravure Vitesse de gravure
de gravure (s) normale (um/min) latérale (Lm/min)
180 14.2 9.2
90 8.0 12.0
90 7.5 11.5
60 7.1 7.7
45 8.4 12.4
30 3.6 7.0

Tableau V. 13 : Vitesse de gravure pour |'étape dgravure isotrope par Deep RIE caractérisé par MEB

Acc.Y SpotMagn Det WD b—— 20um
15.0kv 20 1000x TLD 5.1

Figure V. 14: Image MEB d'un substrat de Si aprés oe gravure isotrope de 90s avec des motifs d'unedgeur
de 10pm

Avec un temps de gravure de 60s, nous notons dinemce de la largeur de I'ouverture dans la
vitesse de gravurd-igure V. 15). Ainsi plus I'ouverture est large, plus la taille la cavité est
importante. Ce phénomene est communément appelBEARAspect Ratio Dependent Etching)
[Wal01]. En effet, pour les petits motifs, la vitesse davgre du matériau dépend de la taille des
ouvertures dans le masque de gravure : plus g esitiétroit moins, il se grave. C’est pourquoi,
les tranchées de faible largeur sont gravées phisrent que les tranchées de plus grand largeur.
Ce ralentissement de la vitesse de gravure corduite variation de la profondeur gravée en
fonction de la taille de I'ouverture du motif, ebret du facteur de forme. Le facteur de forme,
s’accentuant au cours de la gravure, rend pluitifi'acces des especes au fond du motif, ce qui
a pour effet de ralentir progressivement la gravleevitesse de gravure va alors diminuer au fur
et & mesure que le facteur de forme augmente.

Compte tenu des résultats obtenus préecédemmentamons effectué des gravures de 60s, 45s et
30s, plus spécifiguement sur une ouverture de 2urarge Tableau V. 14) Au regard des
épaisseurs graveé, nous observons qu’un temps d&agle une cavité de trop faible épaisseur : le
temps de gravure de I'étape isotrope est peu irapbet induit des dimensions trop faibles.
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Chapitre V : Elaboration d’'un micro-dispositif vikant

Avec un temps de gravure de 60s, nous obtenonmdtfs gravés avec une ouverture initiale de

2um parfaitement définid-{gure V. 16).

AccV SpotMagn Det WD b——————— 20um
15.0kV 20 1500x TLD 4.7

Figure V. 15: Image MEB d'un substrat de Si aprés oe gravure isotrope de 60s d’'un réseau de motifs de
largeurs variant de 2um a 15um

Figure V. 16: Image MEB d'un substrat de Si aprés oe gravure isotrope de 60s pour une section émergen
d’'une largeur de 2um

11.2.2.3- Conclusion

Compte tenu des résultats obtenus, des temps dargrde 60s, 45nt été retenus pour la
fabrication de canaux avec une section émergeittaléende 2um. Les temps de gravures seront
choisi en fonction du substrat employé : cela pémi@btenir des épaisseurs gravées adaptées a
I'épaisseur de la couche de silicium présenteastade avant du substrat de SOI utilisé.

Dans toute la suite de ce chapitre, les dépobtsilaheskront réalisés sur des micro-canaux de
silicium. Un substrat de silicium 4 pouces (100ur@# épaisseur de 525um est structuré par
lithographie optique avec de la résine S1&f&&uit 90s a 115°C, insolation a 46mJgmpour
obtenir une ouverture d’'une largeur maximum de &5apres développement de la résine. Le
substratest gravé par Deep RIE avec le procédé adapté. L'éitleanest enfin nettoyé par de
I'acétone, de l'isopropanol, puis par une solutam piranha (BSQJYH0,: 1/1, 1 heure) afin
d’éliminer les dépbts de téflon résultants deseyde gravures, et avec une solution de BHF.
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Chapitre V : Elaboration d’'un micro-dispositif vikant

[1.3- Croissance et dép6t de films pour la fermetue du micro-canal

[1.3.1- Description de I'étude de rebouchage

Comme exposé dans la sectibd, la forme particuliere du micro-canal peut permeettle
reboucher la section émergente du motif et d’éviteremplissage important du fond de la cavité

du canal Figure V. 17).

Figure V. 17: Schéma d’'un micro-canal aprés gravuret un rebouchage de la section émergente du motif

Pour répondre aux contraintes de dimension, lexat®irebouchage s’est porté sur des techniques
de croissance et de dépb6t de films présentes darenvironnement de salle blanche. Afin de
pouvoir structurer localement le dép6t pour défieir libérer le micro-dispositif vibrant, les
matériaux de rebouchage utilisés sont choisis ectitomde leur propriété de structuration. Dans
cette partie, nous allons vous présenter les gdsulie rebouchage obtenu par croissance de films
inorganiques par évaporation, pulvérisation et PBCfAnnexe K), et de dépdt de films

organiques par induction : du silicium, de la silet de la résine.
[1.3.2- Différents essais de rebouchage par croissees ou dépot de films
[1.3.2.1- Fermeture des canaux par croissance ddrfi de silicium par évaporation

Dans cette partie, de nombreux essais de dépot @teposous vide ont été effectués avec un
matériau qui puisse étre compatible avec les étdpegreffage du micro-canal, c’est-a-dire du
silicium. Cette technique, trés directive, permairi@nter la croissance sur les flancs de cavités
lorsque le substrat est inclin€gn05]. Nous avons effectué des dépbts de silicium ssimuero-
canaux dans un bati e-beam Pld5sisune pression de Ifbar et une vitesse de dépot de
0.1nm.§". Afin de limiter le dép6t au fond de la cavitéfilen de silicium a été déposé en inclinant

les échantillons d’'un angle de 45°.
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Chapitre V : Elaboration d’un micro-dispositif vikant

Un des effets de l'inclinaison du substrat estitainution de la vitesse de croissance. Ainsi nous
avons constaté une variation de I'épaisseur du @ensilicium de 15% par rapport a dépét a
I'horizontale de I'épaisseur du film déposé pourfilm de 600nm Figure V. 18) et de 30% pour
un dépbt de 900nm d’épaissebigure V. 19).

642 hm

20 35000x TLD 53

Figure V. 18 : Image MEB d’un substrat de siliciumgravé aprés une gravure anisotrope de 2min, une gvare
isotrope de 1min et un dépot de 600nm de siliciunéalisé par évaporation a une vitesse de 0.1nm.s

<
AccV SpotMagn D 1 um

AccV SpotMagn De 4 é
150KV 20 8000x TLI a) 150KV 20 35000x TiD6: E b)

Figure V. 19 : Image MEB d’un substrat de siliciumgravé aprés une gravure anisotrope de 2min, une gvare
isotrope de 1min et aprés un dépdt de 900nm de silim réalisé par évaporation a une vitesse de 0.1ns1

L'observation par MEB du dépot montre que le film sllicium n’a pas la méme texture que le
silicium monocristallin du substrafigure V. 18 etFigure V. 19). De plus, la vitesse de dépot est
particulierement basse et implique donc un tempgp#rience long (2 heures pour un dépbét de
600nm) : dans ces conditions, nous ne sommes paspd a un bouchage complet de 'ouverture
(Figure V. 19.

Des tests d’attaque des dépdbts de silicium paisahgion BHF ont montré que le silicium obtenu
dans ces conditions se grave trés rapidement, cestjtotalement anormal. Une gravure totale du
film de silicium déposé s’effectue en moins de 20utes, et démontre que malgré une pression de
travail basse (Ilmbar), le silicium déposé est en fait de la silice, matériau qui pourrait étre

incompatible avec la suite du procédé de fabricateia micro-poutre.
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Ce résultat a été par ailleurs confirmé par detyses EDS. Un dép6t de silicium de 200nm a été
effectué dans les mémes conditions de vitesse,resipn et d’inclinaison du substrat. Les

analyses ont été effectuées juste aprés remisgsession atmosphérique de I'échantilléigre

V. 20). Des spectres ont été effectués a différentesg@sepour déterminer la composition a

différentes profondeurs du dépot (5kV, 3.5kV et\IPKQuelque soit les énergies appliquées, les
spectres EDS montre la présence du pic siliciumespondant au silicium du substrat et du film
déposé mais également d'un pic d’oxygéne a un teportant (21% a 10kV). Le dép6t de

silicium réalisé est ainsi peu dense et poreux.

Full scale counts: 970 3,5kv{1) Cursor: 4500 keV
0 Counts

1000

800 S

|

400
O|Ka
Tilel
200
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e |

0.0 05 1.0 15 20 25 3.0 35 4.0 45 50
kim -42 - Mo keV

0

Figure V. 20 : Analyse EDS effectué a 5kV apres wihép6t de 200nm de silicium déposé par évaporationuine
vitesse de 0.1nm’§ & un angle de 45°

[1.3.2.2- Fermeture des canaux par croissance ddrfi de silicium par pulvérisation
cathodique

Compte tenu de la porosité du silicium déposé papération, nous avons décidé de déposer du
silicium par pulvérisation cathodique. Le dépotdilicium a été réalisé a partir d’'une cible 3
pouces (épaisseur de 3mm) incliné a 45°en utiliamhode RF dans un bati de pulvérisation
cathodique magnétron Denfhra une pression résiduelle de’Bar. Afin d’avoir la vitesse de
dépdbt la plus importante, la puissance a été fxda valeur maximum du bati, soit a 180W.
L'interface du bati nous impose un temps maximundépdt, les dépdts sont donc réalisés par
séquence de pulvérisation, chaque ségquence étapbsémd’un temps de dépbt de 25 minutes.
Pour cette série de tests, le bati de Deep-RIEadeTlU de I'lEF n’étant pas opérationnel, les
échantillons ont été réalisés par gravure anisotpapeRIE (25% de SF6% de Q pression de
5mtorr, puissance de 100WBigure V. 21). Deux épaisseurs sont définies : (i) I'épaisskufilm
déposé en dehors du motif situé dans la directamaligle au substrat et (i) I'épaisseur du film
déposeé a l'intérieur de la cavité situé dans laddion perpendiculaire au substrat.
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Epaisseur en dehors de
du motif épaisseur latérale

+“——>

Figure V. 21: Schéma du profil de gravure d’'un mico-canal obtenu par RIE

Afin d’améliorer la qualité de la couche déposémjsavons fait varier la pression d’argon (8ubar,
14pbar, 20ubar). Les conditions de dép6t et lesggars de silicium déposé sur les échantillons
sont présentées dansllableau V. 14

Pression _
) Nombre cycle Epaisseur _
de travail _ Epaisseur latérale
de dépbt de 25min en surface
(ubar)
8 1 0.50 0.56
3 0.55 0.67
2 0.29 _
14
3 0.58 0.62
2 0.35 0.65
20
3 0.47 0.35

Tableau V. 14 : Dép6t du silicium par pulvérisationcathodique en mode RF a une puissance de 180W

En fonction de la pression d’argon lors du démbtliminution de la pression de travail implique
une augmentation de I'épaisseur déposée en surfsEeplus, la vitesse de dépdt n'est pas
identigue a une pression constante. Ainsi, le daubht du temps de dépbt ne produit pas un
doublement de I'épaisseur du film, ce que nous svtin mal a expliquer ici. Nous remarquons
aussi que le dép6t est conforme.

Tout comme pour I'étude précédant, pour vérifieqlalité du film de silicium déposé, un test
d’'attaque par une solution BHF a été effectuétotalité de I'épaisseur du film de silicium déposé
a été gravé en moins de 10 minutes. Ainsi, ces test montré que de méme que lors de
I'évaporation, le silicium déposé est poreux et aeldp comportement de la silice. Ces résultats
ont été confirmés par des analyses EB§ure V. 22).

Comme le montre le spectre d’'un dép6t de silicigalisé a une pression de 14ubar, la hauteur du

pic de 'oxygéne est tres importante. A une énedgi®&kV le taux d’'oxygene est de 20%.
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Figure V. 22 : Spectre EDS réalisé juste aprés uregdt de silicium déposé par pulvérisation en modeRRa une
puissance de 180W, a une pression de 14ubar, effect 5kV

Les résultats obtenus nous ont obligés a changbatiele pulvérisation. Nous avons utilisé dans
cette étude également un bati de pulvérisation eagnétron mais il est différents en deux point
de celui utilisé précédemment : la distance emtreathode et le porte échantillon est courte (3cm)
et les pressions résiduelles appliquées peuveat @avées. Ces deux conditions permettent
d’obtenir un dépbt isotrope et taux de pureté irtgyar Les dépots ont été réalisés en mode RF a
une puissance de 150W sur des échantillons deusiliavec de I'argon a des pressions de travail

de 30mtorr et 40mtorr.

Pression d’argon Vitesse de dépot
(mtorr) (um/heure)
40 2.0
30 2.5

Tableau V. 15 : Conditions de dép6ts de silicium gésé par pulvérisation en mode RF a une puissance d50W
pour un bati de pulvérisation cathodique avec uneidtance cathode échantillon courte

En comparant un dépot effectué a une pression aeoBOet un dépbt réalisé a une pression de
40mtorr, la vitesse de dépdt dimindableau V. 15. Ainsi lorsque la pression d’argon augmente,
la probabilité de collision des atomes de gaz eeamgmente. Ce phénomeéne entraine une
diminution du nombre d’atomes éjectés. Le nombedames arrivant sur I'échantillon diminue
donc, impliquant une diminution de la vitesse dpaiéNotons que dans ce cas, I'épaisseur du film
de silicium déposé est directement proportionrealléemps de dépot.

Nous avons fait varier les conditions de nettoydge échantillons pour une pression de 30mtorr.
Ainsi, nous avons nettoyé les échantillons soityrae solution de piranha suivi d’'une solution de
BHF, soit par une solution de piranha ou une smtude BHF uniguemenhous observons que
pour une pression de travail de 30mtorr, quelgoéddestemps et les conditions de préparation de

I'échantillon, la vitesse de dép6t de siliciumidsintique.
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| 1 1 I I
SU8000 5.0kV 8.5mm x1.20k SE(U) 9/2/2011 40.0um ~ [BR SU8000 5.0kV 8.5mm x7.00k SE(U) 9/2/2011 " 5 boum b)

Figure V. 23 : Images MEB silicium aprés une gravug anisotrope de 2min ,une gravure isotrope de 1migt un
dépdt de silicium déposé par pulvérisation en modeF a une puissance de 150W, a une pression de 30mtp)
d’ouvertures de 2um a 8um, b) d’'une ouverture de 2m

La Figure V. 24 montre que pour un dépot réalisé a une pressigrassion de 30mtorr, le film
est dense et adhere bien a la surface du substrsiticddlum. De plus, des analyses EDS ont été
réalisées sur des échantillons apres un dépot dienrs a une pression de 30midiigure V. 24).

Les spectres réalisés a différentes énergies nmrttecla présence d’oxygene. Néanmoins, le taux
d’oxygéne présent sur la couche de silicium démssépeu important<(l0%). Ainsi, le film de

silicium déposé comporte peu d'impuretés en conigamaau dépot de silicium réalisé dans les
précédentes conditions.
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Figure V. 24 : Spectre EDS réalisé juste aprés urepdt de silicium d’1l heure déposé par pulvérisatioen mode
RF & une puissance de 150W, & une pression de 30mteffectué a a) 5kV, b) 10kV, et c) 15KV
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Temps de gravure daps une solution de BHF Condition de croissance
(min)
Pression [ Temps de | Traitement
2 4 6 15 30 60 d’argon dépot avant
(mtorr) (min) dépot
2.61 [ 291 | 3.00 . 40 90 piranha
Epaisseur :
du film 1.78 | 230 | 2.46 L 30 60 piranha
déposé piranha et
gravée . 0.03 | 3.11| 4.17 4.97 30 120 BHE
(hm) piranha et
0.13 | 1.20 | 1.56| 2.19 . 30 60 BHE
_ 0.73 | 1.08( 1.50 . 30 60 BHF

Tableau V. 16 : Temps de gravure au BHF pour des @éts de silicium déposé par pulvérisation en modeMRa
une puissance de 150W

Afin de vérifier la qualité des films de siliciungéplosé, les échantillons sont plongés dans du BHF
juste apres la formation du film de siliciurhapleau V. 1§. Comme dans les cas précédents, les
films se sont avérés peu résistants a la solugoBHIF. Néanmoins, nous observons une variation
de la vitesse de gravure en fonction du nettoyagenaplis. Ainsi, les vitesses de gravures sont
plus importante pour les échantillons ayant étéogés uniquement avec une solution de piranha
gue pour ceux ayant été désoxydés par une soldddBHF. Ce résultat peut s’expliquer par la
nature chimique de la surface. Ainsi, une surfagiée par une solution de piranha voit croitre a
sa surface un film de silice lors du nettoyagepdeosité du film de Si@peut ainsi favoriser une

structure poreuse lors de la croissance du filmsilogum.

A ce stade, nous pouvons dresser un bilan suiffésethites tentatives des rebouchages effectuées.
Les essais de croissance de film de silicium régler évaporation, et pulvérisation ne permettent
d’avoir un film de silicium non oxydé. Ainsi malgtge optimisation de la condition de dépét, le

film ne résiste pas a une mise en solution danssohdion de HF. Ces résultats peu concluants

nous imposent de penser a une tout autre techuiguebouchage que la croissance de couches
minces de silicium.
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11.3.2.3- Fermeture des canaux par un dépot de sile par PECVD

Nous avons trouvé intéressant de reboucher lesésapar une technique beaucoup plus rapide a
mettre en ceuvre que I'évaporation ou la pulvéonsatinous avons décidé d’utiliser un bati de
PECVD. Nous avons déposé ainsi un film de 2um tieespar PECVD dans un bati STS
(400sccm de SiHa 2% et 1420sccm de @, 250°C, 25 minutes) en mode haute fréquence
(13.56MHz) est réalisé sur des canaux de silicium.

Malgré des temps de croissance relativement loihg® nous a pas été permis d'obtenir des
tranchées parfaitement rebouchées sans que leresalt entierement comblé : il s’est avéré que
les ouvertures de 2um de large n’ont pas été rélgasdrigure V. 25 g. De plus des dépots de
silice apparaissent sur les parois des cafiigxre V. 25 b).

Bien que facile en mettre en ceuvre, cette technidmueas été poursuivie en raison de la nature
méme du matériau le matériau n’est pas adapt@eoaessus global car la silice peut étre gravée
au BHF et ne pourra donc pas supporter les netteyalgs canaux avant le greffage de

I'organosilane.

AccV SpotMagn Det WD |———{ Sum
150KV 20 5000x SE 7.0 b)

a)

Figure V. 25 : Images MEB d’un substrat de siliciumaprés une gravure anisotrope de 2min, une gravure
isotrope de 1min et aprés un dépbt de 2um de Si@ar PECVD d’ouverture de (a) 1um a 4um (b) 2um e8um

[1.3.2.4- Fermeture des canaux par un dépot de palgere

Nous avons également tenté de reboucher les cawits une technique plus facile et rapide a
mettre en ceuvre que celle testé précédente, lecepting. Dans ce cas, I'épaisseur de la couche
dépend essentiellement de la viscosité du produitemps et de la vitesse de centrifugation ainsi
que de la topographie de la surface induite. Noti@x s’est porté sur une résine visqueuse, de
type AZ 4562 (Microchemical. La résine est déposée par enrésinement sur afesic de
silicium (vitesse 3500tr/min et recuit 115°C penda@).
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L’enrésinement d’'un substrat 4 pouces montre queeieplissage des canaux dépend de la
dimension de la section émergente du caRmufe V. 26 a et b). Nous avons constaté que le
remplissage est plus important pour des ouvertiggsetite dimension. Ce résultat implique que la
résine flue pour certaines dimensions. Nous obssrea particulier que le motif n’est rempli qu'a
partir d’'une largeur de 10unfFigure V. 26 c). Le remplissage peut étre effectif pendant
induction de la résine, comme il peut I'étre lale I'étape de recuit de la résine. La section
émergente est ainsi comblée sans que le canal neismiéme rebouché. Le fait que le fluage de
la résine dépende de la dimension des motifs impligue la tension superficielle du liquide est
telle que la résine pénetre a lintérieur des éavibrsque celles-ci ne sont pas trop étroites sans
possibilité de réversibilité du fluage.

Cet exemple est concluant du point de vue du péootals ne I'est cependant que partiellement au
niveau de la qualité de la structure. En effettecé¢chnique de rebouchage a tres vite été
abandonnée a cause des propriétés de solubilitt aésine. Comme le procédé global de
fabrication du dispositif vibrant implique d’autretapes de lithographie, cette technique de
rebouchage ne peut étre utilisée qu’en changeapblyenere. En effet, la résine AZ4562 peut
étre remplacée par un polymere non soluble dansolesions de nettoyage. Cette expérience n'a

pas été réalisée faute de temps.

AccV SpotMagn Det WD }——————— 100 am AccV SpotMagn Det WD }———— 50um
150kV 20 350x SE 140 100kV 40 500x SE 139

AccY SpotMagn Det WD |————————{ 20um
150k¥ 20 1500x SE 140 C)

Figure V. 26 : Image MEB d’un substrat de siliciumaprés une gravure anisotrope de 2min, une gravure
isotrope de 1min, une induction de la résine AZ 456et recuit pour des ouvertures a) de 3 a 15um, de 7um a
15umc) de 9 et 10pum
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[1.3.4- Conclusion

Les différentes tentatives de rebouchage ne nougasnpermis de sceller des motifs d’'une largeur
2um avec un matériau capable d’étre intégré dapsoleessus globale de fabrication du dispositif
vibrant. En effet, les dépots de silicium par évapion se sont révélés trop oxydés. De plus, les
dépot de silicium par pulvérisation n'ont pas noasppermis d’obtenir un film de silicium
résistant a une solution de HF. Concernant les daptsilice par PECVD et de résine AZ4562
par induction, il s’avére que ces matériaux ne pastadaptés au procédé global de fabrication de
la micro-poutre. Ces résultats peu concluants mmisdonc imposé de penser a une tout autre

technique de scellement que la croissance ou l&t di&pfilm mince.

Il.4- Fermeture de la cavité par transfert de motit

La technique d’encapsulation sur tranche est baséd’utilisation d’'un film mince ou d’'un
substrat sur un autre pour sceller une structutenclpsulation par couche mince, permet de
réduire la taille des encapsulations et de séleetiplocalement des composants a encapsuler, le
film étant spatialement localisé.

Dans cette partie, des capots sont transféréstelinent sur les cavités par I'intermédiaire d'un
joint de soudure. Plusieurs variantes du procédéralesfert ou de report de films ont été
développées ces derniéres années. Ce procédé ndexsit a été proposé pour la premiere fois
par le groupe de Howe a l'université de Berkelegs Icapots de films minces sont formés par
moulage dans une plaguette micro-usinée et rectmuv&une couche sacrificielle. Aprés
dissolution de la couche sacrificielle, libéranplaguette micro-usinée, le film est transférélaur
deuxieme plaquette comprenant les cavités. Ces cagoscellement sont ensuite collés a l'aide
d’un joint de scellement. L'utilisation d’une cowhacrificielle pour le transfert du film mince qui
est une couche de faible adhésion (par exempléfibun} permet aisément la libération mécanique
du film [Bra09]. L'équipe de I'lEF bénéficie d’'une expérience necoe dans le domaine du
transfert de films.

Le bis-benzocyclobutene (BCB) a été choisi commigrpéere de soudure d’'une part pour sa
température de polymérisation relativement bassgrge200 et 300°C), pour sa capacité a
s’adapter a la topographie de surface du suljstva05], sa résistance au solvant et son faible taux
d’absorption d’eajFab02] (Annexe L) Pour notre étude, nous utilisons le BCB 4024 d& D
Chemicaf qui est photosensible : il se comporte comme ésie, ce qui nous permet donc de

structurer la couche de BCB par la technologiesada® de lithographie optique.
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<«=—= Couche de faible adhésio
<= Substrat donneui

I BN — B5CB

Substrat receveu

Collage

i

Transfert 1

Figure V. 27 : Schéma du procédé de transfert d’ufilm

Nous avons choisi de faire des reports de capatardinium(Figure V. 29). Le schéma de report
de motif d’aluminium est présenté gagure V. 27. L’aluminium est déposé par évaporation sur
une couche de téflon (200sscm dg4:>30s, 500mtorr, 20W, a 25°C) recuit a 250°C et stnée

par de la résine (AZ5214) par lift-off. L'étape lithographie du BCB est réalisée sur le substrat
donneur. Une étape de dépdt d'un promoteur d’adicérd AP3000) est réalisée juste avant
'enrésinement du film de BCB (3500tr/min, 30s)uet recuit (110°C, 30s). Le dépbt du film de
BCB se fait par enrésinement (3500tr/min, 30s).e&mecuit de la résine (90°C, 90s), I'épaisseur
du film de résine est d’environ 4um. Pour struct@EB, une étape d’insolation (& 175mJfgm
est réalisée. Le substrat est développé DS2100ndtes. Le substrat receveur c'est-a-dire celui
contenant les canaux de silicium est collé au satbdbnneur de motif (sous vide a 250°C). La
derniere étape du procédé consiste en une sépadicubstrat donneur de motif du substrat
receveur grace a l'insertion d’'une pince a I'inded des deux substrats. Ainsi les forces de liaison
entre le BCB et le silicium du substrat receveunsiagu’entre le BCB et le film d’aluminium sont
plus importantes que celle entre le film d’alummiet la couche de téflon : la couche de téflon se
casse donc sous l'application d'une force extéeatre film d’aluminium se décroche du substrat
donneur tout en restant collé sur le substrat eagiFigure V. 28).

La Figure V. 29 montre un échantillon aprés un transfert de fil@lwhinium : nous constatons
gue la totalité des motifs d’aluminium est repaté le substrat receveur avec succes. De plus,
afin de caractériser le scellement des canaux cdexctérisations par MEB aprés transfert ont
montrés qu’un scellement sans remplissage de lié¢écpar le BCB est obtenu jusqu’a une taille
d’ouverture de 20un{Figure V. 30).
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Figure V. 28 : Schéma du principe de libération dwsubstrat donneur et du substrat donneur par insertbn
d’une pince

Figure V. 29 : Image d’'un substrat receveur (a gauwe) et du substrat donneur (a droite) aprés le trasfert d'un
film d’aluminium de 1um d’épaisseur

AccV SpotMagn  Det WD j}———o 20um AccV SpotMagn Det WD |———— | 10um
500KV 20 1200x  TLD 53 500kv 20 3500x  TLD 5.1 b)

Figure V. 30 : Image MEB apreés transfert d’un film d’aluminium d’une épaisseur de 1um a) d’un substrate
silicium, b) d’'un motif de 15um de large
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Ill- Procédé complet de fabrication de la micro-podre creuse

Compte tenu de ces résultats de scellement prametteus avons développé un procédé de
fabrication d’une poutre micro-vibrante basée srtdchniqgue de transfert de motifs. Nous
proposons dans cette partie le développement leégéocomplet de fabrication du biocapteur
résonant.

[11.1- Conception du micro-dispositif vibrant

La principale difficulté d au dimensionnement dspdsitif vibrant a été I'intégration du systeme
micro-fluidique et de micro-fabrication de microytge. Pour permettre une libération sélective et
contrdlé de la poutre, la fabrication du dispositiifrant est réalisée sur un substrat SOI.
Concernant l'aspect micro-fluidique, le défi a @@éuble. La problématique nous impose de
pouvoir avoir un systeme micro-fluidique accessimbeir I'injection et I'expulsion des fluides et
une facilité de scellement. L'’encombrement des geEruents de caractérisation et du systéme
d’injection des fluides dans la micro-puce, noysoassé a définir un systeme micro-fluidique en
forme de T. La longueur maximum des canaux estStm®Pet 'espacement entre les réservoirs est
de 2cm Figure V. 31). Cette configuration permet d’obtenir 4 dispositiibrants par substrat 4
pouceqFigure V. 32).

De plus, les tubes micro-fluidiques utilisés one uigidité importante. Pour ne pas géner le banc
optique, les réservoirs d’acces aux canaux ontéetiésés par la face arriere du substrat SOI. Les
réservoirs adoptent une géométrie carrée de 1.8mmcdlé: cette dimension permet

I'encastrement d’'un tube de diamétre 1/16eme degsopeur la circulation des fluides.

Figure V. 31 : Schéma global du systeme micro-fluigue du dispositif vibrant
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Figure V. 32 : Schéma d’'un masque de lithographie pouces contenant le systéme micro-fluidique du gissitif
vibrant

Afin de permettre une interconnexion fluidique entes réservoirs situés en face arriére du

substrat et les canaux situés en face avant darayles réservoirs sont définis en face avant du

substrat SOI. Comme pour les réservoirs d’encasineméfinis précédemment, ils prennent une

forme carrée. La dimension du réservoir est de 2@encoté : elle a été choisie pour pouvoir

aligner parfaitement avec les extrémités des ca(fégure V. 33).

Figure V. 33 : Schéma de I'alignement de I'extrémé d’un canal avec un réservoir de 20um de large

Le second challenge a été d’'avoir des canaux téefalargeurs d’ouverture. Cette contrainte est
guidée par les résultats de scellement présent&geenment dans Isectionll.2 et I1.3. Nous
avons donc défini une largeur de 2um : cette dimansst en effet facilement réalisable avec les
techniques classiques de lithographie optique.
Les dimensions de la micro-poutre ont été déteresingfin de permettre une caractérisation
mécanique aisée en tenant compte des contrairtesalegiques. Les fréquences de résonance
attendues sont d’environ 5MHz. Ainsi nous avong figs dimensions de la poutre a 540um de
long et 60um de largdigure V. 34) L'épaisseur de la poutre est définie par I'épaisde la
couche de silicium présente en face avant du S @ue par I'épaisseur du revétement de
scellement. Nous pouvons ainsi travailler sur desisseurs de silicium de 25um et sur une
épaisseur de revétement égale a 5pum.
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Figure V. 34 : Schéma d’une partie de la face arrie du dispositif vibrant apres I'étape de libération de la
poutre

[11.2- Description du procédé

Le procédé repose sur la micro-fabrication d’unetfgavec des canaux basé sur la technologie de
silicium ainsi que sur le procédé de transfertibhe évoqué dans laection 11.3. Le transfert de
film permet ainsi le scellement de micro-canauxmi@rdans la structure de la poutre. Afin de
permettre un alignement contrdlé des motifs papadpau substrat receveur, le substrat donneur
doit étre poli sur ses deux faces. Cette condifiermet de créer des croix en face arriere du
substrat donneur et de faire un alignement de tigpdle face : les motifs de reports sont alors
ajustés par rapport a la structuration existantesgsubstrat receveur.

Les étapes de micro-fabrication du substrat recesedace avant du SOI sont une succession de
lithographies et de gravures: elles sont présentiams leTableau V.17 La premiere étape
consiste a définir des croix d’alignement sur lesst#th. La structuration est réalisée par une
lithographie optique et une gravure par Deep-Rm@ggdé Bosch). Les conditions de gravure
seche permettent de ne pas perdre la précisiomwbiers de la lithographie. La seconde étape
concerne la structuration des canaux. Elle estsgglpar lithographie optique. La gravure des
canaux est réalisée par Deep-Rie comme exposélaaestion 11.2.3 Enfin, pour délimiter la
poutre et de définir les réservoirs, une structomagst réalisée par une lithographie optique et un
gravure par Deep-Rie (procédé Bosch). L'arrét dgrivure est effectué lorsque la couche de

silice enterrée est atteinte.
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Schéma Etape Paramétres
Lithographie des croix L
d’alignement Résine S1813
Utilisation de la deep RIE
Structuration des croix Sk : 300sccm/67sccm
d’alignement par gravure C4Fg : 100sccm
séche (procédé Bosch) Pression : 100mtorr
Temps de gravure : 1min
lithographie du canal en face Résine S1818
avant du SOI Duré du Développement : 25%

Structuration du canal par Utilisation de la deep-RIE
gravure seche Procédé esection 11.2.3.3

Lithographie de la délimitation

.. . Résine S1818
de la poutre et du pré-réservojr

Structuration de la délimitation Utilisation de la deep RIE
de la poutre et du pré-réservair Sk : 300sccm/67sccm
par gravure séche (procédé C4Fg :100sccm
Bosch) Pression : 100mtorr
Arrét sur la silice entré du SO] Temps de gravure : 9min

Tableau V. 17 : résumé du procédé de structuratiode la face avant du substrat receveur

Les étapes de micro-fabrication du substrat donpeuvent étre faites indépendamment de celles
du substrat receveur : elles sont présentées darableau V. 18 Tout d’abord, une couche de
téflon est déposée sur un substrat de silicium galible face dans un béati de Deep-RIE. Pour
préserver le dépot de téflon, une fine couche dmeéest déposée sur le film fluorocarboné. Des
croix d'alignement sont ensuite définies en fac&er du substrat par une lithographie optique et
une gravure par Deep RIE (procédé Bosch). La codehé&eflon est stabilisée par un recuit a
250°C. Les motifs d’aluminium sont structurés pae ugsine réversible (AZ5214). Un film
d’aluminium est déposé par évaporation sur la ceudd téflon. Les capots d’aluminium sont
structurés par lift-off. La derniére étape cons@teune délimitation de la poutre sur I'aluminium.
Aprés masquage par de la résine, I'aluminium esté@en phase humide par une solution d’Alu
Etch a 45°C. A ce stade, il est nécessaire desgkalin collage du substrat donneur et du substrat

receveur {ableau V. 19)
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Schéma

Etape

Parameétres

Dépot de téflon

Utilisation de la deep RIE
C4Fg :100sccm
Pression de 100mtorr
Temps de dép6t : 30s

Lithographie de croix d’alignement
en face arriére du substrat

Recuit a 250°C
Résine S1818

séche

Structuration des croix par gravur

Utilisation de la deep RIE
Sk, 300sccm/67scecm
C4Fs: 100sccm
Pression : 100mtorr
Temps de gravure : 1min

WD

Lithographie des motifs de report

Résine AZ5214

Dépobt par évaporation par canor
d’électron d’une couche aluminium

Pression résidued10’ mbar
Epaisseur : 1um
Vitesse de dép6t : 0.6nm/s

Structuration des motifs
d’aluminium par lift off

Acétone
Temps de lift-off : 30 min

I'aluminium

Délimitation de la poutre sur

Résine S1818

la poutre sur 'aluminium

Structuration de la délimitation de

Gravure par une solution d’Alu etcl
Temps de gravure : 3 min:
Température : 45°C

N

Tableau V. 18 : Résumé du procédé de structuratiodu substrat donneur

Schéma

Etape

Parameétres

Lithographie du joint de
scellement

Promoteur d’adhérence : AP 3000

Dose d’insolation 175mj/ctn

Recuit & 110°C pendant 30s.
Résine BCB
Recuit a 90°C, 90s

Développement : DS2100
Temps d’insolation 4min

Collage du substrat
donneur et du receveur

Contact a Pression atmosphérique

Alignement des substrats

Puis Collage sous vide
Vide : 1E* mbar
Force : 10000N

Recuit : 250°C pendant 1h
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Schéma

Etape

Parameétres

Masquage de la face arriére du
SOl par un dépbt de silice

Dépot de silice PECVD
en mode LF
400sccm de SiHa 2%
1420sccm de pO
Température du dépét : 250°C
Temps de dépdt : 30min
Epaisseur du dépbt : 2um

Lithographie de I'accés au
réservoir et la libération de la
poutre

Résine AZ4562
Epaisseur : 20um
Dose d’insolation : 250mj/ctn
Durée de développement : 2min30

Structuration de la libération d¢

\ %4

la poutre et de I'accés de la face

[¢)

arriere par gravure de dép6t d
silice

Gravure par RIE
CF;: 42sccm
CHF; : 10sccm

Pression : 80mtorr

Puissance : 150W

Gravure profonde du silicium
pour la libération de la poutre
et 'accés au réservoir

Utilisation de la Deep-RIE
C4Fg 200sccm pendant 2s
Sk 450sccm/@45scecm
pendant 10s
Temps de gravure : 1h
Epaisseur de silicium grave : 400um

iU EVEND

—
|

Gravure de la silice enterrée du
SOl pour la libération de la
poutre et I'accés au réservoir

Gravure par RIE
CF;: 42sccm
CHF; : 10sccm

Pression : 80mtorr

Puissance : 150W

Ta

o

leau V. 20 : Récapitulatif du procédé de libérabn de la poutre
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Tout d’abord, le dépbt d’'un promoteur d’adhérersB3000) et un recuit est réalisé juste avant
'enrésinement du film de BCB sur le substrat damn&nsuite le film de BCB est déposé par
enrésinement et recuit. Une lithographie optiqueedfectuée pour définir les motifs de BCB.
Apres développement, le substrat donneur et letsib®eceveur sont alignés par un aligneur
double face EVG et mis en contact & pression atmosphérique. Le 8&Ruite collé sous vide a
250°C pendant une heure.

A ce niveau du procédé, les éetapes de micro-faimitane concernent que la face arriere du
substrat SOI, afin de pouvoir accéder aux résesveirde libérer la poutréableau V. 20. La
premiére étape consiste a déposer un masque cesili le substrat. La structuration du dépét de
silice est réalisée par une lithographie optiquaitdisant une résine épaisse (AZ4562) et par une
gravure du masque de silice par RIE. La gravuréopde du silicium de la face arriére du SOI est
réalisée par Deep-RIE. Il faut en moyenne 1 heure goaver 400um de silicium. La derniere
étape consiste a éliminer la silice enterrée du g@ir libérer la poutre et de connecter les
réservoirs avec les canaux placés en face avaBOdiuElle est réalisée par RIE. Enfin la derniére
étape du procédé consiste en une séparation duegubmnneur de motif du substrat receveur (SOI)
par action mécanique : le dispositif vibrant estsmiprét pour les greffages chimiques et

biologiques.

V- Conclusion

Dans ce chapitre, une étude de fabrication d’upadiif fluidique test en silicium servant a
caractériser la fonctionnalisation chimique et dgidue a été exposée. Cette étude a permis le
développement d'un laboratoire sur puce pour dedgection spécifique en biologie dont la
particularité réside dans la préservation d’unemilprotecteur pour les entités biologiques et une
résistance aux solvants organiques utilisés lota fEnctionnalisation chimique.

Dans le cadre de I'élaboration du dispositif mititodique vibrant, la fabrication de canaux et les
différentes tentatives de scellement ont été présent_es résultats préliminaires de scellement
obtenus nous ont permis denvisager le passage dabacation du micro-résonateur.
Malheureusement faute de temps, le procédé déwelgpmpu étre mené jusqu’au bout, la derniere
étape de scellement se révélant tout particulienérdélicate. Ainsi, nous avons pu atteindre ce

dernier niveau technologique a plusieurs reprisais frempilement s’est alors brisé.
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L'objectif de ces travaux, dans le cadre d’'une afmiration entre le département MINASYS
(Micro et Nano-Systeme) de [I'Institut d’Electrongu-ondamental (IEF) et le Laboratoire
Protéines et Nanotechnologies en Sciences Séparalevéa Faculté de Pharmacie de Chéatenay-
Malabry, était I'élaboration d’un procédé et lariabtion d’un micro-capteur basé sur la détection
électromécanique d’espéces biologiques présentésatide trace. Ce dispositif doit répondre a
une problématique simple, étre un biocapteur pdametune reconnaissance biologique
spécifique. Les travaux se sont articulés en quaes. Tout d’abord, un état de l'art sur le
principe de fonctionnement des différents typesbd®apteurs couramment utilisés et leurs
performances a été présenté. Dans un second lofetctionnalisation de surface de silicium et
par une réaction de silanisation en phase liquideéaléveloppée sur des surfaces planes et dans
des canaux fluidiqgues. Dans un troisieme volejddon de reconnaissance spécifique d’entités
biologiques a été abordée et plus particulierenoentété présentés les résultats de greffage de
protéines réalisées sur les surfaces planes aiediagconception d’un immuno-sandwich entrepris
dans des canaux fluidiques. Enfin la derniére @aiei cette étude a été axé sur la micro-fabrication
du dispositif vibrant : les différents résultat®lpninaires obtenus en vue de I'élaboration du
micro-capteur de type poutre résonante ont étéeptés ainsi que le procédé complet

d’élaboration de la micro-poutre vibrante dévelappé

Dans le premier axe)es capteurs couramment utilisés pour la détecteohiomolécules ainsi que
leurs performances sont exposeés. Contrairementapbteurs chimiques, nous avons pu voir que
I'élaboration de transducteurs spécifiques pourlalereconnaissance biologique nécessite la
fabrication d’'un capteur intégrant dans un seybakgif un systéme de systéme de reconnaissance

spécifique a I'entité a détecter.

Dans le deuxieme axedans le cadre de la fabrication d’'un biocapteursiénium, nous avons
développé une des étapes la plus essentielle qusiste a préparer chimiqguement la surface de
détection. Afin de greffer des entités biologiqees le silicium sans dénaturer les protéines, nous
avons greffé un composé organique a la surfaceatariau, sous forme de couche auto-assemblée,
un organosilane afin de permettre lier de manievalente les biomolécules sur le support solide du
biocapteur. Nous ainsi avons réalisé une étude &enple fonctionnalisation en utilisant le 7-
octenyltrichlorosilane. La réaction de silanisati@n température ambiante, mettant en jeu
'organosilane solubilisé au chloroforme, a été &eadsur des substrats de silicium légérement
oxydés et de silice. Les surfaces de silicium n@ité& ont permis d’obtenir un greffage plus
important de I'organosilane par rapport aux sudade silice. Par ailleurs, la durée de silanisagion
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étée optimisée a 6h. La réaction d’'oxydation dedalde liaison terminale de I'organosilane en acide
carboxylique a été confirmée. Afin de répondre abf@matique d'un laboratoire sur puce, une
fonctionnalisation dans un canal sous flux fluidiga également été étudiée. Le protocole de
silanisation pleine plaque n’'ayant pas donné dsslteds satisfaisants, une étude de solvant a ét
menée pour optimiser le rendement de greffage. &mélioration du rendement a également été
entreprise en abaissant la température du systaee la silanisatiorl.’octane a permis d’obtenir

de meilleurs résultats, qui restaient tout de m@eréectible, par un abaissement de la températur
du systeme lors de la silanisation a -10°C pouenibtde meilleurs rendements et une bonne

homogeénéité de la surface du canal.

Le troisieme axe,la notion de reconnaissance protéinique a étédaborDans le cadre de la

fabrication d’'un biocapteur, une détection de biayunaurs spécifiques de la maladie d'Alzheimer
basée sur le greffage protéines sur des surfacesidem fonctionnalisées a été développée. Tout
d’abord, la sensibilité et la spécificité des butears ont été étudiées: l'immobilisation et
I'orientation de la capture d’anticorps ont étéimpgées sur des échantillons pleine plaque de
silicium fonctionnalisés. Ainsi, nous avons audsidé& plus spécifiquement le greffage d’lgG de
souris modele par la méthode EDC/S-NHS et caraetéleé greffage par AFM et par microscopie a
fluorescence ainsi que par des tests immuno-enkynest de type ELISA. De plus, un test

immunologique de type “sandwich” dédié a la déima sensible du peptide amyloide AR 1-42, a
été développé. Par ailleurs, en vue de réaliseranmdification de masse dans le micro-résonateur
le greffage ainsi que la capture de nanoparticmegnétigues sur des surfaces de silicium
fonctionnalisées ont été menés: cela a permis ehabtune spécificité de greffage des

nanoparticules. Enfin, un immuno-essai a été affedans un canal fluidique avec succes.

Dans le dernier axe,une étude de la fabrication d’'un dispositif flgjde en silicium servant a

caractériser la fonctionnalisation chimique et tefi@ge biologique a été exposée. Cette étude
permis le développement d’'un laboratoire sur puag gde la détection spécifique en biologie. Dans
le cadre de I'élaboration du dispositif micro-fligde vibrant, la fabrication de canaux et les
différentes tentatives de scellement ont été présent.es résultats préliminaires de scellement nou
ont permis de définir un procédé complet de fabivoadu micro-résonateur pour permettre

I'intégration ultérieure de la détection in-situsdaotéines.
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Pour conclure, ce travail se termine sans avomged’aboutir a un micro-dispositif vibrant complet
fonctionnel. Il aura néanmoins permis de progreskers tous les axes d’étude. En effet, les
conditions de fonctionnalisation chimique et biatpge ont été optimisées. De plus, le procédé

complet de fabrication de la micro-poutre vibraai&té défini.

Concernant les perceptives pour ces travaux detheepremiere d’entre elle est de s’affranchir des
difficultés de micro-fabrication afin d’obtenir ktructure vibrante. Apres la réalisation du micro-
résonateur, il est nécessaire d’entreprendre inlsitgreffage des anticorps et ainsi d’accomplir
immuno-sandwich dédié a la détection du peptiaglaide. Enfin, une amplification de masse par
I'ajout de nanoparticules doit étre effectuée. keantkre perceptive est de tester le dispositifanbr

en temps réel avec les connections fluidiques.
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Annexe A : Liste des abréviations et symboles utdés

AchBP  Acetylcholine Binding Protein

ADN Acide dexosyribonucléique

AFM Atomic Force Microscopie

AFP Alpha-1-foetoprotein

ANP Acide Nucléique Peptidique

ANS 8-Anilino-1-Naphthalenesulfonic acid

APTES  3-aminoproyltriethoxysilane
ARN Acide Ribonucléique

BCA Bicinchoninic Assay

BCB bis-benzocyclobuténe

BHF Buffered HF

BSA Bovine Serum Albumin

CaM cell adhesion molecule

CRP C Reactive Protein

DAPI 4',6'-diamidino-2-phénylindole

DRIE Deep Reactive lonique Etching

DNP 2,4-Dinitrophenol

DMSO Dimethylsulfoxyde

EDC 3-dimethylaminopropy! ethylcarbodiimide
EDTA Ethylene diamine tétraacétique

ELISA Enzyme-Linked Immunosorbent Assay

Fab Fragment antigen binding
Fe Fragment crystalline

FITC Fluoresceine isothiocyanate
GFP Green Fluorescent Protein
HCG Hormone gonadotrophine chorionique
HEL Hen Egg white Lysozyme
His-Tag Histine-Tag

HRP Horseradish Peroxidase
IBE lonique Beam Etching

ICP Inductively Coupled Plasma
lg Immunoglobuline

Ins-ab Insulin ab

IR Infra-rouge

NTA Nitroacétique

OTS Octadecyltrichlorosilane
PBS Phosphate Buffered Saline

PCR Polymerase Chain Réaction
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PEI
PDMS
PMMA
PSA
QCM
RIE
SPR
S-NHS
Taq
TNFa
TFA
XPS

Poly-éthylene-imine
Poly-dimethylsiloxane
Poly-methacrylate de methyle
Prostate Specific Albumine
Quartz Cristal Balance
Reactive lonique Etching
Surface Plasmon Resonance
Sulfo-N-hydroxysuccinimide
Thermus aquaticus

tumor necrosis factax
Trifluoroacetic acid

X Photon Spectroscopy

Annexe B : Liste et structure chimique des acidesnainées

Nom Code a 3 lettres Code a 1 lettre
Alanine Ala A
Arginine Arg R

Asparagine Asn N
Acide aspartique Asp D
Cystéine Cys C
Acide glutamique Glu E
Glutamine GIn Q
Histidine His H
Isoleucine lle I
Leucine Leu L
Lysine Lys K
Méthionine Met M
Phenylalanine Phe F
Proline Pro P

Serine Ser S
Thréonine Thr T
Tyrosine Tyr Y

Valine Val \%

Tableau B.1 : Liste et nomenclature des acides anés
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(Ala/A) (Arg/ R) (Asn/N) (Asp/D)

(Met/ M) (Phe / F)

(Thr/ T) (Ttp/ W) (Tyr /Y) (Val/V)

Figure B.1 : Formule chimique des acides aminés
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Annexe C : Angle de contact

La mesure d'angle de contact rend compte de Udgtit'un liquide a s'étaler sur une surface par
mouillabilité. Lorsqu’une goutte de liquide est dége sur une surface solide plane, I'angle entre la
tangente a la goutte au point de contact et laasarfolide est appelé angle de contact. La gosiite e
disposée a l'aide d’'une seringue. L'image de lattgoest capturée par une caméra CCD. L’avantage
de cette technique est qu’elle est non invasiyedeaet fiable.

Il existe différentes techniques de mesure dépendaria maniere dont est lachée la goutte ou
encore si l'aiguille est laissée dans la goutteodép ou non. Dans notre cas, la méthode utiligée es
la méthode dite “Sessile Drop” qui consiste adagn sorte que la goutte s’étale sur la surface en
mettant la goutte et la surface en contact puigsuner I'angle quelques secondes apres que celle-ci
ait été déposée. L'angle est mesuré entre la sudala tangente a la goutte par le modeéle Laplace-
Young.

L'équilibre d'une goutte de liquide sur un solidedt a I'équilibre mécanique entre trois phadas :
phase liquide de la goutte, la phase solide darface et la phase gazeuse. La forme d'une goutte a
la surface d'un solide est régit par la tensioarfatiale solide-liquideySL), la tension interfaciale
solide-vapeurySV ouyS) et la tension interfaciale liquide-vapeiv (ou yL). Ces trois grandeurs

sont reliées a I'équilibre thermodynamique pauidigpn de Young :
ySV -ySL -yLV cosh =0
Si on utilise I'eau comme liquide de mesure d'ardge contact, le caractére hydrophobe ou

hydrophile de la surface peu étre déduit de la needa I'angle de contact. Ainsi plus I'angle est

faible, plus la surface est hydrophile.

Hydrophobic Hydrophilic
Drop Drop

. WP~

Figure C. 1 : Principe de mesure d’angle de contact
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Annexe D : PDMS

Le polydiméthylsiloxane (PDMS) est un polymere vilastiqgue a base de silicium dont la formule
chimique est (KC)3SiO[Si(CH;)20].Si(CHg)z avecn exprimant le nombre de monomeéres contenu

dans le polymere :

| | I
\SI,E,O Sli,o S]i/

n

Figure D.1 : Formule chimique du polymeére

Avant réticulation il se présente sous l'aspectndliquide particulierement visqueux. Aprés

réticulation, le PDMS se présente comme un solidstique. La réticulation du PDMS est obtenue
en ajoutant un agent réticulant au pré-polymerenetéalisant un recuit. Le PDMS présente une
surface trés hydrophobe, ce qui permet l'utiligati@ solvants aqueux ou polaires sans déformatiol
ou gonflement du PDMS. Il présente également umeluctivité électrique et une polarité faible, il

est transparent optiguement dans le domaine dolevist il est biocompatible : toutes ces propriétés
lui confere un rble important dans la fabricatiom micro-dispositif médicaux et biologique. LE

PDMS est notamment tres utilisé pour sceller depaditifs notamment grace a un traitement
chimique, thermique ou un traitement plasma. Déffiérratios ont été utilisés dans la littérature.
Dans notre cas un ratio réticulant : pré-polyméeeldl0 a été choisi. Les caractéristiques du

matériau sont présentées dansdéleau D.1

Couleur Incolore et transparent dans le domainésible
Module d'Young 1MPa (pour un ratio de 10 :1)
Coefficient de Poisson 0.5
Masse volumique 950 kgfm
Permittivité électrique 2.84
Elongation >100%
Autres caractéristiques Biocompatible, non toxiqua inflammable

Tableau D.1: Caractéristique du PDMS
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Annexe E : Principe du XPS

Le principe de la spectroscopie XPS repose suefattion de photon X avec la matiére. Un apport
d’énergie suffisant permet de rompre linteractimoyau/e-. L'électron quitte alors l'attraction du
noyau avec une énergie cinétigde Si I'énergie est suffisante, les électrons atterg la surface
sont extraits du matériau et passe dans le vigesolht alors collectés et dénombrés en fonction de
leur énergie cinétique. Il est possible d’écrirbilan énergétique suivant :

hu=FK+E+W
Ou hy est I'énergie du photon incidert, est I'énergie de liaison noyau/&; est I'énergie cinétique
de I'électron éjecté dans le vide et W est I'énerggcessaire pour franchir la barriere matériau/vide
Ce bilan permet de déterminer I'énergie de liaisoyau/e- et de classer les électrons.
La mesure qui s'effectue sous ultravide (pressied'atdre de 18° mbar) permet une analyse de
surface d’'une profondeur de 1 a 10 nm. Il est pbbssile détecter tous les €léments excepté
I’hydrogene avec un seuil de détection de 0.1% m&foen La source monochromatique fournie une
énergie fixe qui varie selon sa nature (Al ou Mg).
Cette technique permet de caractériser les élénudmtsiques mais également de déterminer la
nature des liaisons chimiques et de quantifieplartbution de chaque liaison.
Le principe de fonctionnement d’un spectrometre XBSllustré par l&igure E.1. Cette technique
permet de caractériser les éléments chimiques égaiement de déterminer la nature des liaisons

chimiques et de quantifier la contribution de chalipison.

electron
multiplier

A N
o ik
frd b
W I
Y x-ray
= souree rS

' 1
i

XPS spectrum

Figure E.1: Principe de fonctionnement d’'un spectrmetre XPS
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Annexe F : Protocole d’un immuno-essai enzymatique

Produits et matériel

- lgG anti Fab marqué a la HRP

- lgG anti-souris (jkg/uL)

- Tampon phosphate (PBS 1 X, pH 7.8 avec 0.2% de T@@g

- EDC (10mg/mL)

- S-NHS (10mg/mL)

- BSA (40mg/mL)

- Echantillons de silicium fonctionnalisés de fcm

- Kit Thermo Scientific TMB Substrate contenant@B (3,3",5,5 -tetramethylbenzidine)
- Stop Reagent, TMB Substrate for ELISA

Méthode

- Déposer 200ul d’'une solution d’'EDC et 200ul d'wadution de S-NHS sur les échantillons
- Ajouter sur les échantillons 20ul d’une solut@anticorps d’lgG anti-souris (ig/ul)
- Laisser incuber une nuit a température ambiante

- Rincer 5 fois les surfaces avec du tampon phdepha

- Ajouter une solution de BSA pendant 1 heure &37°

- Laver 3 fois les échantillons

- Ajouter 100ul d’IgG de souris dirigée contre lemgiments i, marqué a la HRP

- Laisser incuber une nuit

- Laver 5 fois les échantillons avec du tampon phage

- Ajouter 100ul d’'une solution de 3,3',5,5'-Tétrahydbenzidine (TMB)

- Laisser incuber chaque puit pendant 10 minutesvéant la lumiere a 37°C

- Ajouter 50ul d’une solution d'arrét de coloratyer puit

- Lire les densités optiques des puits a une lamgdende de 450nm
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Annexe G : protocole d’'un immuno-essai de type imm-sandwich

Produits et matériel

- 1gG de souris anti-B 1-42 (1pg/plL)

- Peptide amyloide A 1-42 (1pg/ulL)

- 1gG de souris anti-B 1-42 marqué a la Cy5

- Tampon phosphate (PBS 1 X, pH 7.8 avec 0.2% de mT®&@g
- EDC (5mg/mL)

- S-NHS (5mg/mL)

- BSA (20mg/mL)

- Echantillons de silicium fonctionnalisés de fcm

Méthode

- Déposer 200uL d'une solution d’'EDC et 200u! d'woéution de S-NHS sur les échantillons
- Ajouter 20uL d’une solution d’anticorps d’IgG deuris anti- A 1-42

- Compléter par 180uL de tampon phosphate

- Laisser incuber une nuit a température ambiante

- Rincer 5 fois les surfaces avec du tampon phdspha

- Ajouter 1mL d’une solution de BSA pendant 1 hedu®7°C

- Ajouter 20uL de peptide amyloidg3A-42

- Compléter par 180uL de tampon phosphate

- Laisser incuber 2 heures a température ambiante

- Laver 5 fois avec du tampon phosphate pendantitQtes

- Ajouter 200 L d'anticorps de reconnaissance gGouris anti- A 1-42) (1pg/uL)
- Laisser incuber pendant 2 heures

- Ajouter 200uL d'anticorps IgG de souris anfi-&-42 marqué Cy5

- Laisser incuber pendant 2h

- Laver 5 fois de la plaque avec du tampon phogphat

- Mesurer de l'intensité de fluorescence par mioopge fluorescence
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Annexe H : protocole d’immobilisation non-orientéed’anticorps sur des billes magnétiques

Produits et matériel

- Billes magnétiques avec fonctions —-COOH de la magemtec
- 1gG de souris (1pg/uL)

- Tampon phosphate (PBS 1 X, pH 7.8 avec 0.2% de mwe@eg

- EDC (15mg/mL)

- S-NHS (15mg/mL)

- BSA (10mg/mL)

- Echantillons de silicium fonctionnalisés de fcm

Méthode

- Prélever 20 puL de solution de billes magnétique

- Laver les billes magnétiques avec de la soude (20 pendant une nuit a 4°C sur une roue
- Laver 3 fois les billes magnétiques avec du tangiwmsphate

- Emulsionner les billes dans 350 pL de tampon phatsph

- Ajouter 250uL d'lgG de souris

- Ajouter 300uL d’EDC et 100pL de S-NHS

- Mettre sur la roue et laisser une nuit & 4°C

- Laver les billes magnétiques 3 fois avec le tamguosphate

- Ajouter ImL d’une solution de BSA sur les billesgnatiques

- Laisser incuber pendant une heure a 4°C sur la roue

- Rincer 3 fois les billes magnétiques avec le tangmphosphate

- Conserver a 4°C dans du tampon phosphate
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Annexe | : protocole d’immobilisation de billes magétiques sur surfaces de silicium

Produits et matériel

- Billes magnétiques fonctionnalisé par de I'lgG darss

- 1gG de chévre anti-souris (1pug/uL)

- Tampon phosphate (PBS 1 X, pH 7.8 avec 0.2% de mT®&@eg
- EDC (15mg/mL)

- S-NHS (15mg/mL)

- BSA (10mg/mL)

- Echantillons de silicium fonctionnalisés de fcm

Méthode

Laver les échantillons de silicium avec du tampoosphate

- Dans un tube épendorf, ajouter 350uL de tampongtaie

- Ajouter 250uL d'lgG de chévre anti-souris

- Ajouter 300uL d’EDC et 100pL de S-NHS

- Laisser incuber 6h a 4°C sous agitation

- Laver les échantillons 3 fois avec le tampon phasph

- Ajouter 1 mL de la solution de BSA

- Laisser incuber pendant une heure a 4°C sousiagitat

- Rincer 3 fois les échantillons avec le tampon desphate

- Ajouter la solution de billes magnétiques fonctidigges a I'lgG de souris

- Laisser a incuber a 4°C sous agitation
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Annexe J : Généralités sur les techniques de graveliiseche

La gravure séche consiste a utiliser un gaz poungttre la gravure du matériau. Les constituants
du gaz peuvent agir physiquement pour pulvérisendériau cible et/ou agir chimiquement pour
former des especes volatiles. Il faut utiliser un gaactif, rendu réactif sous forme d’'un plasma. I
peut aussi s’agir de bombardement ionique issued'swurce extérieure ou des ions présents
également dans le plasma. Quelque soit le moderalaurg, les caractéristigues de la gravure
(vitesse, anisotropie, sélectivité) dépendent dpréssion, des températures du porte-substrat et
des parois du réacteur, de la nature des gazraiédit, et du temps de gravif&ra02].

Gravure chimique
Dans ce cas, il doit s’établir une réaction chimigudre le gaz et la surface aboutissant a la
formation d’éléments volatils. La principale caéwttique de ce type de gravure est quelle est
totalement isotrope car le gaz agit dans toutedilestions. Les hautes pressions favorisent la
gravure chimique isotrope. En effet, lorsque laspi@n augmente, la fréquence de collisions
électron-neutre augmente : la phase gazeuse camptots un grand nombre de molécules
chimiqguement réactives et induit une augmentatmtadsitesse de gravure chimique. D’autre part,
le bombardement ionique des surfaces diminue. Némusncette configuration suppose une
grande sélectivité du masque de gravure. A basssipn la diffusion des composés neutres est
rapide : les parois du bati sont des régions die paur les radicaux actifs en phase gazeuse et la
concentration des espéces réactives en phase gagstuaffectée. La gravure chimique est trés
sélective. Enfin, la vitesse de gravure est pdiéicement élevée.

Gravure physique
Contrairement a la gravure chimique, la gravure sglue est de type anisotrope: le
bombardement ionique vers la surface du substratdass la direction incidente des ions
conduisant & une gravure dans une direction préféte [Wil04]. Ce phénomeéne implique une
vitesse de gravure particulierement lente. De péusélectivité du masque demeure faible. Notons
que le silicium peut ainsi étre gravé en miliewfk chloré ou bromé. Les produits de gravure
SiX,4 sont stables et volatils aux pressions et temypstusuelles de gravure. Une des techniques
les plus utilisée est I'IBE (lon Beam Etching)ehiste cependant un phénomene de redéposition,
qui limite les épaisseurs gravées a quelques castaie nanometres.

Gravure physico-chimique
La gravure physico-chimique couple certaines pét@s des techniques de gravure physique et
chimique. Elle implique la création d'un plasmag#a réactifs permettant de former des radicaux.
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Cette technique appelée RIE (Reactice lon Etchieginet de graver le film avec une sélectivité
importante et modifier 'anisotropie de gravurej@emant sur les parametres de déechypy®99].

Ainsi certains systemes sont des RIE constitués d¢ilasma a couplage inductif (ICP ou
Inductively Coupled Plasm@lib02]. Ce type de bati permet d’augmenter la densitéahssdans

le plasma par l'apport d’énergie électrique proglugar induction électromagnétique. Ceci
implique 'augmentation de la vitesse et I'anispieodes gravures. La RIE ICP permet d’obtenir
simultanément une cinétique de gravure tres életvaa bon contréle de I'énergie des ions.

Une technique tres largement utilisée est la gevonique réactive profonde (DRIE ou Deep
RIE). Elle est utilisée pour la réalisation de gna&vde motifs silicium a forts rapport d'aspects.
Dans ce cas, le procédé Bosch peut étre uflis®6]. Le procédé de gravure est constitué d’'une
succession de deux étapes : une étape de grature étape de passivation des flancs de gravure.
Tout d’abord, un cycle de gravure du silicium éstlisée par un plasma degShiivi d’'un d’'une
passivation par un plasmaKg: lors d’un nouveau cycle de gravure, la coucheaksivation est
éliminée au niveau fond des tranchées par le bateb@ent ionique généreé par le plasmga&érs
gue les flancs de gravure sont protégés par lefimecteur de fluoro-carbone. La température du
substrat peut généralement étre ajustée indépenediainte celle des parois par un recourt a la
cryogénie (par un systeme de refroidissement didimg [Dus04] La température influence la
sélectivité du masque de gravure ainsi que la satede gravure des matériaux : les réactions
chimiques générant des sous-produits de gravureaamisées par une hausse de la température.
L’'abaissement de la température diminue d’autans pés phénomeénes chimiques lors de la
gravure et permet d’obtenir une bonne verticalit ftlncsde gravure[Hop09].

[Ayo99] Ayb6n A. A, Braff R., Lin C., Sawin H. H., Schmiddl. A., Characterization of a time multiplexed
inductively coupled plasma etchér Electrochemical Society, 146, 1999, 339-349

[Dus04] Dussart R., Boufnichel M., Marcos G., LefaucheuxBasillais A, R Benoit R., Tillocher T., Mellhaoui
X., Estrade-Szwarckopf H., Ranson Passivation mechanisms in cryogenic SF6/02 etchiogess J.
Micromech. Microeng, 14, 2004, 190-196

[Gra02] Grandchamp J.P., Gilles J.R.a gravure séche des couches minces, Techniqudabdieation des
microsystemesTome 1, Edition Lavoisier, ISBN 2-7462-0818-0020

[Hib02] Hibert C.,Les procédés de gravure profonde par voie séctehnigues de fabrication des microsystémes,
Tome 2, Edition Lavoisier, ISBN 2-7462-0818-0, 2002

[Hop09] Hopkins J., Ashraf H., Bhardwaj J. Khe benefits of process parameter ramping during plasma
etching of high aspect ratio silicon structur&¥'S,135, 6, 2009, 1-7

[Lar96] Larmer F., Schilp A., Procédé Bosch (Robert Bo§shbH), Brevets DE 4241045, US 5501893, EP
625285, 1996

[Wilo4] Wilkinson C.D.W., Rhaman MDry etching and sputteringPhil. Trans. R. Soc. Lond. A., 362, 2004,
125-138

194



Annexes

Annexe K : Généralités sur la croissance de films imces

Il existe deux modes principaux de croissancesodehes minces : le dépbt par voie physique en
phase vapeur (PVD ou Physical Vapor Depositiondp6t par voie chimique en phase vapeur
(CVD ou Chemical Vapor Depositiofiylad02].

Croissance physique en phase vapeur
Les procédés de dépdt physique en phase vapeur) (BafBettent de réaliser des revétements de
métaux et de composé inorganiques ou d'alliages. flexétements sont réalisés sous vide
(<10°Pa). Le dépdt se découpe en trois étapes : laiamédiune vapeur composé de métaux a
partir d’'une source (cible), le transport de la ggharapeur au sein d'un réacteur et une
condensation de la phase vapeur a la surface dilostrat. Il existe deux grandes catégories de
procédés PVD: (i) lorsque que la vapeur est obtepare effet thermique, la technique de
croissance est de I'évaporation, (ii) lorsque caesdpeur est obtenue par effet mécanique, la
technique de croissance est la pulvérisgdiios].
Dans la technique d'évaporation, I'effet thermices exploité : un matériau contenu dans un
creuset est chauffé sous vide jusqu’a fusion gp@naion[Cha02] [Mas03] Si, a la température
de fusion du corps cette pression est largemeétiénfre a la pression de vapeur du corps, alors le
matériau passe directement de I'état solide atl'gtaeux. Le phénoméne de sublimation, est
adapté pour certains métaux qui sont ainsi évaporéss chauffant directement par effet Joule. La
vitesse d’évaporation est obtenue lorsque la presde vapeur saturante est atteinte : les atomes
sont éjecté et se condensent sur le substrat. pp@t dét plus directif lorsque le chemin a parcourir
est court ou lorsque le libre parcours moyen edissmiment important pour limiter les collisions
entre les molécules de gaz résiduel et atomes gepocela signifie qu’il faut un vide important
dans le réacteur (19a 10° Pa).
Lors de la pulvérisation cathodique, une polanisatiégative d’'une électrode cible (de 0.1 a 3kV)
en présence un gaz rare (typiquement l'argon) et sae (1 & 10Pa), conduit a I'établissement
d’'un plasma[Bil05]. Les ions formés dans la décharge cathodique am#lérés dans la gaine
cathodique : ils développent une énergie cinétigeeplusieurs électronvolts, qui est libérée lors
de la collision des ions sur la surface du substed atomes qui sont arrachés de la cible sont
projetés sur le substrat : leur énergie est suffisant importante pour permettre un accrochage
sur des sites disponible a la surface du substrpérenettent la formation d’une couche mince.
Pour les matériaux conducteurs électriques, laat§ehplasma est induite utilisant une source de
courant direct sur la cible. Pour les matériauxaisbun courant alternatif est généré par radio-

fréequences (13.56MHz) : cela empéche les accurnnkatie charge et la destruction du plasma.
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Les électrons sont ainsi attirés vers le substreg te la polarisation négative, alors que la
polarisation positive permet de les attirer versilde et les décharger. Dans certains batis,igtex
également un champ magnétique, appelé magnétrest dlu a la présence d’aimants permanents
sous la cible dont les lignes de champs sont caediaé@ sein de la face gazeuse : cela a pour effet
de piéger les électrons secondaires, de densfiptasma et d’augmenter la vitesse de dépbt. La
vitesse de dépot est fonction de la vitesse de psatdn essentiellement et donc de la distance
entre la cible et le substrat et de la localisatiertéchantillon par rapport a la cible.
A titre de comparaison, I'énergie cinétique deséuoles évaporées est d’environ 0.1eV contre 1 a
20eV pour les particules en pulvérisation cathoeligGette différence d’énergie cinétique se
traduit par une meilleure adhésion de la coucheostEp par évaporation. Lors des procédeées
d’évaporation et de pulvérisation, les matériauyod€s sont minéraux ou métalliques. Les
propriétés du dépdt sont différentes en fonctiotadechnique utilisée. Ainsi un dépot réalisé par
évaporation est moins conforme qu’un dépot régdesépulvérisation. En plus un film réalisé par
pulvérisation est susceptible d’avoir plus de conittion.

Croissance par voie chimique en phase vapeur
La croissance par voie chimique peut étre réalm@ephase vapeur (CVD), a basse pression
(LPCVD), ou assisté par plasma (PECVD). Lors d'épdt chimique en phase vapeur (CVD), il y
a déplacement de l'équilibre thermodynamique eldrgpghase vapeur et la phase solide du
matériau.
Les procédés CVD sont basés sur la réaction chanigla surface du substrat de précurseurs
gazeux. Le dépb6t se compose en 3 phases interdégend (i) la premiére est la diffusion des
réactifs en phase gazeuse vers le substrat a(§gtonde est la réaction de greffage qui conduit a
la formation d’'un composé solide ; et enfin (i) derniere est la désorption des espéces volatiles
formées lors de la réaction de greffage. Le prodalide de la réaction de greffage induit la
croissance du film tandis que les produits de m@astgazeux sont éliminés par le systeme de
pompage du bati de dépbt. L'énergie d'activationlaleéaction de greffage est obtenue par
I'assistance d’'un plasma pour le dép6t PECVD, etupaeffet thermique pour le dép6t LPCVD.
Généralement, les films déposés par PECVD ne smsfoechiométriques. En PECVD, des films
de meilleure qualité sont obtenus a basse presdmmsque le libre parcours moyen est plus
important I'énergie des especes et le bombardemaigue sont plus importants. La vitesse de
dépdbt est importante en PECVD. De plus, en trardilen mode RF a de hautes températures, les
films formés sont moins contraints. Les dépotslBaCVD sont réalisés a plus basse pression alors
gue les dépodts par PECVD sont réalisés a une pregius élevé (environ 10Pa): les

contaminations sont moins importantes pour les @8pBCVD mais la vitesse de dépot est faible.

196



Annexes

Un matériau déposé par PECVD souffre généralememedcontamination chimique par des
atomes d’hydrogene ou des particules présentesldagacteur. Quelque soit le mode dépbt, un
porte échantillon a basse température rend lasiiffudes especes a la surface du substrat lente,
ainsi les espéces gazeuses réagissent avantrdiegtéa surface et le film obtenu est amorphe. A
fortiori, a haute température, la diffusion deseegs a la surface du substrat est rapide et le film
formé est ainsi beaucoup moins amorphe. Lors deépéo PECVD, les matériaux formés sont
généralement minéraux (SICBEN4, poly-Si).

Rebouchage de motifs par les techniques de croissande type CVD et PVD
Les dépobts CVD et PVD peuvent permettre de rebawbde cavités sous vide. Les techniques de
dépdt de couches minces sous vide les plus cograotd les dépodts PVD de type évaporation
thermique et pulvérisation cathodique ainsi quealigsdts CVD de type PECVD.
Parmi les techniques les plus répandues pour tuoklage, I'utilisation d’'une couche sacrificielle
est largement utiliséfPark03] [Part01]. Dans ce type de procédé de fabrication, un naatéri
sacrificiel est déposé au niveau des structuresnéapsuler. La couche sacrificielle est
généralement de la silice car elle est facile @déppar PECVD et qu’elle est facilement graver
par du HF[Mon91] [Zhan04]. Un film mince est a son tour déposée a la surthcesubstrat
enrobant la couche sacrificielle. Ensuite des duves sont réalisées sur le film mince aprés
lithographie et gravure sélective, permettant umérdtion de la structure par une nouvelle gravure
sélective du matériau sacrificiel. Puis une demiglape de dépbt sert a reboucher les ouvertures
dans le film mince afin de permettre un rebouchsgenétique.
Le rebouchage peut aussi étre effectué par I'inderaire d’un seul matériau. Comme les procédés
CVD donne des dépodts conforment, cela signifieargaht que le film se dépose sur les parois
internes de la cavité. Afin de réduire ce phénomémdilm déposé doit étre aussi mince que
possible. La dimension maximum de la cavité déteeniépaisseur du film : ainsi il est estimé que
I'épaisseur du film doit étre au minimum égale & fois la section émergente de I'ouverture a
reboucher pour avoir un scellement complet d’'uné€fAya09].
Les dépbts en évaporation peuvent étre réaliségyle aariable : le porte échantillon ainsi peut
étre incliné a un angle défini. L'inclinaison dédhantillon peut aussi étre utilisée pour reboucher
une ouverture: un angle de 45° est particulierénmaapté pour obtenir une croissance
préférentielle sur les flancs situé a la hauteuladgection émergente d’un motif plutdét que sur le
fond de motifKan05]. L’'inclinaison du substrat provoque généralemem nnodification le taux
de recouvrement d’'une surface non plpaw09]. Ce phénomeéne implique un étalonnage de la
vitesse de dép6t en fonction de I'angle d'inclioais De plus, linclinaison de I'échantillon
provoque une modification des propriétés du maitategposgLio06] [Buz04] [Buz05] [Xu06].
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Annexe L : BCB

Le bis-benzocyclobutene (BCB) est un polymére com@o base du monoméxechloro-oxylene

(Figure 1.1). La réaction de polymérisation a lieu pactivation thermique, les monomeres il y a
ouverture du cycle du benzocyclobuténe des mon@nkesemolécule formée, la o-quinodiméthane
réagie ensuite avec une fonction alcene présemte lddilm de BCB par la réaction de Diels-Adler

pour la formation du polymeére final. De pleg matériau se comporte comme un diélectrique

(Tableau 1.1).
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Figure I.1; Réactions de polymérisations du BCB

Propriété Valeur
Module d'Young 2.0+0.2GPa
Force en traction 85+9MPa
Coefficient d’expansion thermique 36-61ppm.K* (-50. & 175°C)
Densité 1.05kg.dm
Constante diélectrique 2.65 (1-10GHz)
Conductivité thermique 0.29W:hK™

Tableau I.1: Caractéristiques mécaniques et électjues du BCB




Résumé

Les travaux de these proposés sont des étudesnipidlies afin de fabriquer un micro-résonateur en
silicium pour de la détection spécifique d'espebadogiques présentes a I'état de trace. Deux
aspects ont été principalement étudiés : la captlira-sensible mais aussi la capture ultra-
spécifique d’especes biologiques comme des margysaur la maladie d’Alzheimer. Elle a été
effectuée dans le cadre d’'une collaboration estdgpartement MINASYS (Micro et Nano-Systeme)
de I'Institut d’Electronique Fondamental (IEF) et llaboratoire Protéines et Nanotechnologies en
Sciences Séparatives de la Faculté de Pharma€batenay-Malabry.

Il s’agit ainsi de développer un micro-résonatear ®licium intégrant des canaux enterrés
permettant la circulation d’un fluide biologiqud’iatérieur de la poutre et non a I'extérieur comme
ils le sont plus couramment, et ce, dans le blindeer au maximum I'amortissement du résonateur.
En ce qui concerne les aspects en biologie, nous semmes plus particulierement intéresseés a la
détection d’un biomarqueur de la maladie d’Alzhainte peptide amyloide 1-42. Jusqu’a présent,

le dépistage de la maladie nécessite une condentmaiffisamment importante de biomarqueurs et
le recours a une ponction du liquide céphaloraehidapres I'apparition des symptdomes de la
maladie est nécessaire. Le microsysteme présenperimettra de nous rapprocher d’'un systeme
capable de détecter des traces de biomarqueuenpeégans le sang ou l'urine par exemple. Dans
un premier temps, nous avons Mis au point un meddétection précoce du peptidglAd2. La
surface des échantillons de silicium doit étre famnalisée afin de permettre le greffage spéatfiqu
des antigénes. Pour cela, nous avons mis au peitachnique s’appuyant sur la reconnaissance
spécifique anticorps-antigéne, celle-ci nécessitastétape préalable de fonctionnalisation chimique
de surface.

Le manuscrit présenté ici s'articule en quatreipanprincipales. Dans un premier temps, une étude
bibliographique permet de faire I'état de l'art deincipes de fonctionnement de différents types
biocapteurs couramment utilisés. Une seconde pdgeit la fonctionnalisation de surface du
silicium et plus spécifiquement de la réaction dangation en phase liquide réalisée sur des
surfaces planes et dans des canaux fluidiqgue. Blooiglons ensuite le domaine de la reconnaissance
spécifique d’entités biologiques et détaillons étapes de greffage des protéines réalisées sur les
surfaces ainsi que la conception d'immuno-sandwitineprise dans des canaux fluidiques. Enfin la
derniere partie du manuscrit rassemble des différ@sultats obtenus en vue de I'élaboration du

micro-capteur de type poutre résonante a cana@xrést



