N

N

Conception, modélisation et réalisation de
microcapteurs pour ’analyse de la sphere buccale.
Application a la détection du glutamate
Lyas Djeghlaf

» To cite this version:

Lyas Djeghlaf. Conception, modélisation et réalisation de microcapteurs pour 'analyse de la sphere
buccale. Application a la détection du glutamate. Micro et nanotechnologies/Microélectronique.
Université Paul Sabatier - Toulouse III, 2013. Francais. NNT: . tel-00822773

HAL Id: tel-00822773
https://theses.hal.science/tel-00822773
Submitted on 15 May 2013

HAL is a multi-disciplinary open access L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
archive for the deposit and dissemination of sci- destinée au dépot et a la diffusion de documents
entific research documents, whether they are pub- scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
lished or not. The documents may come from émanant des établissements d’enseignement et de
teaching and research institutions in France or recherche francais ou étrangers, des laboratoires
abroad, or from public or private research centers. publics ou privés.


https://theses.hal.science/tel-00822773
https://hal.archives-ouvertes.fr

Université

de Toulouse TH ESE

En vue de I'obtention du
Doctorat de I'université de Toulouse

Délivré par I'Université Paul Sabatier Toulouse III
Ecole Doctorale : Génie Electrique, Electronique, Télécommunications

Discipline : Micro et Nano Systemes

Présenté et soutenue par :
Lyas DJEGHLAF
Le vendredi 29 mars 2013
Titre:
Conception, modélisation et réalisation de microcapteurs pour I’analyse de
la sphere buccale

Application a la détection du glutamate

Directeur de these : M. Pierre TEMPLE-BOYER
Unité de recherche :
Laboratoire d’Analyse et d’Architecture des Systemes UPR 8001
Rapporteurs :
Professeur France LE BIHAN
Professeur Khalifa AGUIR
Autres membres de jury
Professeur = Alain CAZARRE Examinateur
Docteur Christian SALLES Examinateur

Docteur William SANT Examinateur







Remer ciements

Le travail présenté dans ce mémoire a éé réaise au Laboratoire d’Anayse et
d’ Architecture des Systémes (LAAS) du Centre Nationa de la recherche Scientifique (CNRS)
a Toulouse au sein du groupe MICrosystémes d Analyse (MICA).

Je tiens tout d’abord a remercier Messieurs Rgja CHATILA et Jean ARLAT, Directeurs
successifsdu LAAS pour m’ avoir accueilli dans leur |aboratoire.

Je suis tres reconnaissant envers Monsieur Alain CAZARRE, Professeur a |’ Université de

Toulouse, d’avoir accepté de présider e jury de cette these.

Je remercie tres sincerement Monsieur Khalifa AGUIR, Professeur a I'université de
Marseille et Madame France LE-BIHAN, Professeur al’ Université de Rennes, pour I’ intérét

gu'’ils ont porté a ce mémoire en acceptant d’ étre les rapporteurs de mes travaux.

Je remercie également Monsieur Christian SALLES, Directeur de recherche aI’'INRA de
Dijon et Monsieur William SANT, Chef de projet a la Société HEMODIA, d avoir accepté

d’ examiner ces travaux et de participer ace jury de these.

Je tiens maintenant a exprimer toute ma reconnaissance a Monsieur Pierre TEMPLE-
BOYER pour I’ orientation, la confiance, la patience qui ont constitué un apport considérable
sans lequel ce travail n’aurait pas pu étre mené a bon port, ainsi que pour I’inspiration, |’ aide
et le temps qu'il a bien voulu me consacrer. En tant que directeur de thése, il s est toujours
montré al’ écoute et tres disponible tout au long de la réalisation de ce mémoire. Qu'il trouve

dans ce travail un hommage vivant a sa haute personnalité.

Je souhaite ensuite remercier tous les membres de I’ équipe « Capteurs chimiques en phase
liquide » qui m’ont permis d’ apprendre énormément durant ces quelques années : Jérbme
LAUNAY, Marie-Laure POURCIEL-GOUZY, Céline CHRISTOPHE, Emilie VANHOVE,
Arnaud CAZALE, Karim DIALLO.



Je tiens a remercier I’ensemble des services TEAM et 2I, en particulier Hugues
GRANIER, Laurent MAZENQ, Djaffar BELHARET, Sandrine ASSIE-SOULEILLE,
Laurent BOUSCAYROL, Ludovic SALVAGNAC, David COLIN, pour leur soutien et leur

ade.

Je n'oublie pas, non plus notre super secrétaire, Madame Brigitte CYRILLE, pour sa
générosité et la grande patience dont elle a su faire preuve malgré ses charges académiques et

professionnelles,

Mes remerciements s adressent également a mes collegues et amis du laboratoire, Ahmed,
Hakim (notre Messi), Toufik (Ghoulba), Moustafa et Walid (les deux Crocos), Imad, Amine
(Pepe), Hamada (Tata Khawti n7abhom), Lyamine, Mourad, Yacine, Biblal, Meziane,
Nassim, Arabe, Moh skype, Atman, Aymen pour les moments agréables passes sur les

terrains de foot. Je m’ excuse enfin auprés de ceux que je n’ai pas cités.

Je remercie chaleureusement, ma famille, mes parents, mes freres et soaurs pour leur

soutien moral depuis mon premier jour al’ écolejusgu’acejour.

Je remercie énormément ma femme pour sa patience et son soutien durant la période de la

fin de these.



Table des matieres

INTrOAUCTION GENEIAIE ...ttt et e e saeenneesaeesneea 10

Références BibliographiqUES............couvoiii e 14

Chapitre |

T3 T (o] e [V 1o o8| ST 16
Il. Développement de la langue artificielle ou lange électronique...........c.cccoeeevieiieieennen, 18
[ll. Utilisation de capteurs électrochimiques pourla détection des golts.............c..co....... 19
[11.1 Capteurs CONAUCHIMELIIQUES. .........covieiiieciee ettt 19
1.2, PrESENTALION. ......eiiieiicie ettt sttt aeennnsseeneeenes 19
[11.1.b Mesure de la CONAUCTIVILE............c.ooiiiiiiiece e 20
lll.1.c Applications des capteurs conductimétrigpesr la détection des godts......... 20
[11.2 Capteurs ampPeroMELIIQUES........c.eciveeiieeiieeeieeeitee e eaeeeeesreeste e aeesaeessreesaeeebeeenee e 21
[1l.2.a Présentation des €lectrodes réOX..........cceiviiiiiriieiie e ceeeee e 21
l11.2.b Applications des capteurs ampéromeétriquas pa détection des godts............ 24
1.2.0.1. GOUL SUCT......coiiiiiiiietee ettt ettt eee e 24
[11.2.b.2. Golt umami (détection du glutamate).............cccecveeeeeeiieeiie e 29
[11.3. Capteurs PoteNtiOMELIIQUES...........ccvieiiie ettt eae et aaeanee e 31
[11.3.a Présentation des €lectrodes réOX..........cceiviiiiiiieii e eeeee e 31
111.3.0 EIECtrodes e rEfEIENCE.............coeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 32
[1l.3.c. Etude de l'interface Electrolyte/Isolant.............ccccoocveviiiiii e, 34
[11.3.d. Application des capteurs potentiométriqdess la détection des gollis........... 35
IV. Positionnement sur le développement des ChemFET............ccocceiiiiieiieve e, 37
IV.1 Principe du fonctionnement du transistor MOSEE..............cccccoiiiiiiiiieie e, 38

IV.2. DU MOSFET A PISFET.....c.oiiiiiiiiiee et e s 39

IV.3. Etude de la structure Electrolyte/SUSIlicium ..........cc.cocoeviiiiiiieiie e, 41
IV.4. Principe de fonctionnement du pH-ChemFET............cccoooi e 43
IV.5. Du pH-ChemFET au pH-ENFET........oo e 44
IV.6. Développement des ENFET..........coooiiiie et 44

IV.6.a. Développement des capteurs potentiométsiguoair la détection des godts....45



IV.6.b. Choix de développement du glutamate-EnNEET.............cccccooeviieiie e, 50

Références BibliographiqUES............ocoiiiiiiii e 52

Chapitre Il

I. Conception des Masques photolitographiques.............cccoeeiiiiiii e, 64
.1 Description du procédé standard de photolitapgie (Masques 1a5)..........cc........ 66
.2 Description du procédé de photolithographielptrOff (Masques 6 et 7)................ 67

[I. Technologie de fabriCatioN .............cooiiiie it 68
[1.1 Nettoyage du SUDSIEAL..............coiiiiiicce e 68
[1.2 OXydation d& ChaMD.........coiiiiie ettt eneenne e 68
1.3 Photogravure de I'oxyde de champ (Masque.l)........cccccoiriiieiiienie e 69
Il.4 Oxyde de pré-implantation (40nm) et Implargatdu caisson P (Masque.1)........... 69
[1.5 ReCUIt de dIffUSION..........iiiiiiei e 70
1.6 Implantation des anneaux de garde(R1asque 2)...........ccccccoveveveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeenn, 71
II.7 Implantation des zones actives source et diBBqUE 3).........cccoevieeiiieneenie e 71
1.8 Redistribution sous atmosphere oxydante (600NM............cccevvereiienieiiesenenens 72
[1.9 Ouverture de 1a grille (MaSQUE 4)........ccueoiiiiieiie ettt 73
[1.10 Nettoyage RCA (avant oxydation de grille)...........ccccevviiiiiiii e, 73
[1.21 Oxydation de grille (5ONMY)...........ooiiiiieeii e 74
11.12 Dépbt de nitrure du silicium par LPCVD (50NM)......ccccoiiiiiiiiiee e sie e e 74
[1.13 Ouverture des contacts (MasSqUE.5).........ccovveiiiiiieiieccie et 75
[1.14 Métallisation tantale /platine (MasquUE.B)..........ccccuveriiiiieiie e 76
[1.15 Recuit de MEtalliSation...........ccoveiieiiiie ettt 77
11.16 Métallisation Argent (MASQUET.).......ccueeuieiueiieiieseesie e eteeaeesee e eee e sneesree e enaeanee s 77
[1.17 Encapsulation SU8 (MaSQUE.B).........cciieiiieiieiiiee et see et evaesnna e 77
[1.18 Caractérisation des Transistor MOS SOUSTBOIN...........cccccvveiviieiiieeiie e 79

[[I. MONtage deS COMPOSANTS.........uiiiieiiieiie e etee et e eeeeeee e ee et e sreeesreeenteeaneeesneeenneeanean 81
0 L=t o U o =PRSS 81
[11.2. Report sur PCB €t CONNECHIGUE...........ccveiiieiiieeciie ettt 81

IV. Intégration de I'électrode de référence en AQ/BCH .........coveiiieiiiiie e, 84

V. MeSure de PH €N CONTINU.........oiiiiiiieiie ettt ee et s ee e ree e reeeneeaneeeseeeans 84



VI. Caractérisation des microcapteurs pH-ChemFET das le masticateur électronique

................................................................................................................................................. 88
VI.1 Description du masticateur €leCtroNIQUE..........c.oovviieiieiieeee e 88
VI.2 Intégration du microcapteur ChemFET dans Isthoateur............cccoevveveeieiiecienennn 89

Références BibliographiqUES............couioiii et 92

Chapitre Il

|. Détection d’un substrat par UN €NZYME............cciiieiieiee e eesee e sne e 94
l.1 Réaction enzymatique et théorie de Michaelisitde................ccccccvevvieiieiiecie e 94
.2 Etude de la glutamate OXYAASE..........ccovveiiiiiiiccie et 96

Il. Modélisation des Mécanismes de deteCtioN ..........cccooviiiriieiieni e 98
Il.1 Principe de détection enzymatique du glutay B FET...............ccoooeiieeiieii e, 98
1.2 Etude des mécanismes de diffusion en MilieyXeaIX .............c.cccveveerieieeresieseeeen Q9
II.3 Etude des équations acido-basiques en phasRISE..............ccccveeveeiieeieecieeenenn 101

[1.3.1 Etude de la variation du pH en solution Idesla réaction enzymatique............ 101
I1.3.2 Cas d’une solution de monoglutamate de sodians I'eau déionisée ............... 102

[1.3.3 Cas d’une solution de monoglutamate dewsadians un tampon phosphate .... 104

Il.4 Détermination de la réponse potentiométriquaglitamate-ENFET ...........cccccennnn. 105
lll. Analyse du comportement du microcapteur glutamate-EnFET.............c.ccvviieeennnn. 106
[1l.1 Distribution de concentration en phase agqeeus...........c.cccoceeveeieeie e ccceeeee e 107
[1.1.1 Etude deS SUDSIIALS........eiiiiiiie et e e sneeenee e 107
[11.1.2 EtUde deS PrOQUILS.......ceiiieiiiiiieiieeeee ettt 108
H1.1.3 Variation de PH.........ccuiiiiiiie ettt se e 109

[11.2 Etude des parametres iNflUBNLS............cooiiiriiiii e 110
[11.2.1 Influence de la concentration enzymatiqu@zN...........c..ccoeviiiiiieeiiie e 110
[11.2.2 Influence de la constante de Michaelig.K........cccooiiiiiiiiiieeeeee 111
[11.2.3 Influence de la concentration d’oxygenesoigs [Q] .........ccccoevvevieevieeriece e, 112

Références BibliographiqUES..........coooiioiii it 114



Chapitre IV

|. Détection du glutamate par la méthode pH-ChemFET.............cccooe i 117
l.1 Fonctionnalisation enzymatique (du ChemFEEBRET ) .....cccccoveviiviiiciiciieeee 118
l.1.a Différents méthodes et protocoles de fonctabisation...............ccceeeeevieeiieccnene 118
l.1.a.1 Fonctionnalisation par PVA (Alcool polyviigue) ........c.ccccceeeveiiieie e 118
l.1.a.2 Fonctionnalisation a partir du procédéagiafdéhyde...............cccooovevviiriennnne, 119
1.2 Protocole de caraCteriSatiQn............cccovveiieiiieie i se et ae s n2
[.3 RESUItAtS @XPEIMENTAUX........cciviiirieeirieeiee ettt eee e et et steesreesreesreeasseeaneeens 121
I.4 Comparaison du modele aux résultats experim@nta...............cccceeeveeeieeeieeieenne 122
Il. Détection du glutamate par méthode pH-EIECFET...........ccccooviiiiiiiiice e 123
Il.1 Microfabrication, montage et encapsulatiQn.............cccccooviiiiriieenie e 124
[1.1.1 Conception et fabrication des masques degbtimographie............cccccccveeveenene 124
[1.1.2 Fabrication microteChnolOQIQUE...........cccvveiiiiiiiie e 125
I1.1.3 Montage, encapsulation et conditionnemdatghase liquide..............c..cceeuvnen. 125

Il.2 Caractérisation électrique des microdispasitiElecFET pour l'analyse en phase
1T [0 1o =TSSP RR PRSP 126

[1.2.1 Electrolyse de I'€audB.............ooouiiiiiiiiiciie e 127
11.2.2 Détection du peroxyde d'hydrogengl...........cccoovvieiieiiieiie e 129
I1.2.3 Intégration de couches enzymatiques podeétaction biochimique.................... 133
[1.3 Application a la détection eNZYyMatiQUE............c.oeoieeiieiiiee it ccee e 134
[1.3.1 DEteCtion du GIUCOSE........ccouiiiiie et 134
[1.3.2 Détection du gIUutamate...........ccooiiiiiiieiiee et 135
Références BibliographiqUES...........oooiioiiii i 140
CONCIUSION QENETAIR.........cuiiiiie ettt e e sae e s e e e neebeeenea e 144






Introduction générale

L’industrie agroalimentaire a de plus en plus begsit® techniques analytiques fiables et
peu codteuses pour contréler la qualité des alisnentes produits alimentaires. Ce besoin
provient d’une part d’'une demande des organismaggigdation mais aussi d’'un plus grand
intérét porté par le consommateur a la composities produits qu’il consomme [1]. Les
aliments font maintenant I'objet d’'un étiquetagdadi® de leurs constituants majeurs et
mineurs (arémes artificiels, édulcorants, agentsmécrobiens, allergenes, glucose dans les
sucres et sirops, alcool dans les vins, peroxydhydibgene et sulfites en conservateurs,
antibiotiques dans le lait, glutamate, vitaminesLa) .contribution des techniques analytiques
devient de plus en plus importante pour le contd@gs matiéres premiéres, la vérification du
contenu des produits et I'évaluation de leur fratch De nombreuses méthodes ont été
développées et appliquées a l'analyse des alinpamteettant d’obtenir des informations sur
leur caractéristiques physiques et chimiques y c@mmgur leur teneur en contaminants.
Cependant, les méthodes conventionnelles tellesageieomatographie sont lourdes a mettre
en oeuvre, nécessitent un prétraitement de I'édlamtdes équipements colteux et des

produits chimiques de haute pureté pour les phasédes.

Les capteurs chimiques, plus précisément les bieaeg qui allient un élément biologique
sélectif (anticorps, enzyme, cellule...) a un tramselr, permettent de quantifier rapidement
certains constituants des matrices alimentairageetaient ainsi jouer un roéle prépondérant
dans le contrdle de la qualité des aliments. Lemaatére compact, leur grande spécificité,
leur sensibilité et la possibilité qu’ils ont d'étportables sont autant de raisons qui permettent
de penser gu’ils pourraient, a long terme, supplatds techniques existantes. Depuis le
travail pionnier de Clark & Lyons [2], les techngles des biocapteurs ont formidablement
évolué. Néanmoins, bien que les efforts de reclerafent été considérables, peu
d’'importance a été apportée a leurs conditionslation sur le terrain. Dans de nhombreux
cas, les biocapteurs n'ont pas été éprouvés surédeantillons réels et un fossé existe
toujours entre les développements académiquesodagieurs et leurs applications pratiques.
Une autre déception vient du fait que peu de biseap génériques sont disponibles

commercialement mais gqu’aucun n’est dédié a I'ihdiagroalimentaire.

Que se passe-t-il dans notre bouche quand nousom&em aliment ? Pendant la phase

buccale, I'aliment est déstructuré par I'action joorte de la mastication et de la salivation
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pour former un bol alimentaire et étre dégluti.t€@tape constitue une étape préparatoire a la
digestion. Cette déstructuration est principalenngffdencée par la composition de I'aliment,
sa texture et les paramétres de mastication. @iestours du séjour en bouche de I'aliment
gue se sont majoritairement percues ses propiétgsorielles. S’il est possible de suivre la
libération de composés volatils en bouche en ter@psgrace au couplage de la bouche in
vivo ou in vitro (i.e. outils simulant la sphéeredoale) avec I'API-MS (atmospheric pressure
ionisation-mass spectrometry), a I'heure actuelleun dispositif ne permet de telles mesures

pour les composés non volatils.

L'utilisation des microtechnologies silicium et poléeres doit permettre de pallier cette
difficulté. Elles permettent en effet la réalisatide microcapteurs électrochimiques pour la
détection en phase liquide en privilégiant les espele miniaturisation, de rapidité, de
simplicité d’utilisation et de production colleati\a faible colt. C’est dans ce cadre que nous
avons ciblé nos travaux sur le développement d'isracapteur électrochimique a effet de
champ ChemFET pour la détection du glutamate.

L'acide glutamique et plus particulierement son associé le glutamate sont des additifs
largement utilisés dans l'agro-alimentaire car aarastiques du gout "umami”. Cependant,
leur consommation en exces peut étre responsablmuleles cérébraux entrainant sueurs,
maux de téte, perte d'équilibre, évanouissement €iduleurs [3-5]. Il devient ainsi important
de développer des techniques d'analyse des iotangites. Les travaux visent ainsi le
développement de capteurs enzymatiques basésssuamsistors a effet de champ sensibles
au pH (pH-ChemFETs) pour la détection du glutamdle. visent a la réalisation
technologique des microcapteurs Glutamate-EnFEZy(eatic field effect transistor), a leur
modélisation et a leur caractérisation en miliegyeax puis dans la salive, et enfin a leur
intégration au sein d'un masticateur électronigieetbppé par le laboratoire FLAVIC-INRA
a Dijon.

Dans le premier chapitre nous ferons un état de& $ar les capteurs chimiques. Tout
d’abord, nous présenterons les principes fondamentes difféerents types de capteurs
chimiques, a travers les principales réactionsredyisant aux interfaces. Nous aborderons
également les différentes méthodes de caracténsati partir de différentes électrodes
chimiques. Puis, nous approfondirons la théorielsdonctionnement des ChemFETs. Nous

exposerons également les principes de mesure késtgpe de capteurs chimiques. Ensuite,
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nous présenterons les polyméres ainsi que ledrisatibns pour les capteurs chimiques en
phase liquide. Nous verrons comment les polymergspa étre adaptés pour réaliser des

couches chimiquement sensibles.

Le deuxieme chapitre sera entierement consacrétadé et au développement des
capteurs chimiques ChemFETs. Nous présenterongdialibrd la phase de conception des
microcapteurs, puis nous exposerons toutes leeftirhnologiques qui conduisent a la
fabrication du capteur chimique. Nous optimisongdgration d’'une microélectrode de grille
sur la puce ChemFET pour aller vers un composantimtégré. Ce procédé sera réalisé dans
la centrale technologique du LAAS-CNRS, et les cosamts seront montés sur des circuits
imprimés et encapsulés en vue d’utilisation eneuiliquide. Pour finir nous présentons les

résultats de caractérisation des puces pH-ChemBEhuwe.

Le troisiéme chapitre sera consacré a la moddisatlie la détection biochimique du
capteur EnFET. Nous présenterons le principe dectifmement de la détection
enzymatique, et les mécanismes physico-chimiques di la réaction enzymatique. Nous
allons modeéliser tous les phénomenes interagidsasmtde la détection, pour réaliser un

modeéle des capteurs glutamate-EnFET.

Le quatrieme chapitre sera consacré a la détecliomglutamate par la méthode pH-
ChemFET. Ensuite, des études de fonctionnalisalosurface par des couches enzymatiques
seront étudiées en vue de détection d’espécesitiogles. Cette couche enzymatique sera
fabriguée en piégeant I'enzyme dans du glutaralkdeéhya caractérisation des capteurs
glutamate-EnFETs sera effectuée en comparant avewtiele de simulation. Un nouveau
concept de microcapteur sera mis en place, nomie&-ET (Elctrochemical Fiel Effect
Transistors), qui consiste a intégrer, autour dezdme sensible d’'un ChemFET, une
microélectrode de platine. Les différentes étapehrtologiques seront effectuées dans la
centrale technologique du LAAS-CNRS sur le mémesabque les ChemFETs. Ce nouveau
concept utilise la combinaison des techniques aompéirique et potentiométrique. Nous
allons étudier d’abord I'électrolyse de I'eau, @ites les paramétres pouvant influencer la
réponse du capteur. Nous allons ensuite appligaenauveau concept a la détection du
peroxyde d’hydrogéne. Cette étude va nous perenéetr définir la limite du potentiel a

appliquer sur la microélectrode de platine afinvd& une interférence avec la réaction
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d’oxydation de I'eau. Enfin, nous allons appliqlietecFET a la détection du glucose et du

glutamate en phase liquide.
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Chapitre | Etat de l'art

Introduction

L’industrie agroalimentaire a besoin de technicamalytiqgues pour contréler ses procédés
de transformation et vérifier la composition etjlealité des produits générés. Ces techniques
doivent étre rapides, justes, spécifiques et peiltecses. Les capteurs chimiques et
biocapteurs, qui combinent un élément sélectif dgigjue de reconnaissance (anticorps,
enzyme, ADN, cellule...) et un transducteur, présentes qualités. Des capteurs permettant
la détection et/ou la quantification de sucresdesi alcools, édulcorants et acides aminés
dans les aliments sont utilisés dans l'industrimalgmentaire depuis plusieurs années. Plus
réecemment, de nouvelles applications portant sumildaturisation et l'intégration de ces
capteurs dans un systéme automatique d’analyse @pelle les langues électroniques ont
ete développées. Toutefois, des efforts considesataglstent a faire pour que ces techniques

soient utilisées en routine sur ce type d’applarei

|. Définition du go(t

Le godt, ou saveur, correspond a I'ensemble desatiens gustatives et des sensibilités
chimigues communes pergues lorsqu’un aliment, wigsbn ou tout autre produit est placé
dans la cavité buccale et aux propriétés des podui provoqguent ces sensations [1]. Les
récepteurs ou les papilles gustatives [2] sont eptddes de reconnaitre quatre godts
fondamentaux - sucré, salé, acide et amer - idésntdu XIXe siécle par le physiologiste
Adolph Fick :

Le sucré

Molécules concernéesFructose, glucose, galactose, maltose, lactbseaenose sont des

sucres simples. Parmi les diholosides (sucres ®iaé deux oses), les plus courants sont le
saccharose (sucre de canne ou de betteraves, thumglucose et d’'un fructose), le lactose
(un glucose et un galactose) et le maltose (deuogks). La formule de ces diholosides est
C12H22011.

Exemples d’aliments sucrésucre, confiture, miel, carotte, poire, pommeedtee.

Le salé

Molécules concernésPrésence du chlorure de sodium (NacCl).

Exemples d'aliments salésel, chips, anchois, pain, crevette, alguefecra
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L’acide

Molécules concernésprésence des iongs®" (acides chlorhydrique, citrique, acétique) ...

Exemples d'aliments acidescitron, tomate, oseille, vinaigre, kiwi, aspesgehubarbe,

yaourts, fromage blanc.

L'amer

Molécule concernéprésence de quinine, de caféine, de chloruraatmésium (MgG)

Exemples d'aliments amersasperge, céleri, pissenlit, café, endive, cormemamande

amere, orange amere, féve, pois chiche, épinabrgume, chicorée, artichaut violet.

En 1901, dans sa cartographie (figure 1), D. Hamiiguait des zones spécialisées pour
identifier les 4 saveurs principales [3] :
- Le sucré et le salé sont détectés par I'extrédatta langue.
- L'amer est détecté a I'arriere de langue.
- L'acide est détecté sur les cotés.

Acide

—  Acide

Salé —— %

Sale

Figure I.1.Les différentes papilles de la langue, responsaigsartie du godt.

Cette cartographie n’est plus d’actualité puisqepuis quelques temps, on y ajoute la
saveur « umami » dépendante de la présence d'sbenas tels le glutamate. En 1908, un
chercheur japonais Kikunae Ikeda identifia cetteivedle saveur (umami), en godtant un
bouillon d'algues fucus. Il ne reconnut aucunegiedre saveurs de base connues jusqu'alors.
Il appela cette nouvelle saveur « umami », qu'arn paduire par savoureux [4-5], mais c’est

dans les années 80, que lI'umami a finalement éhme comme une saveur a part entiere
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aux coté du sucreé, du salé, de l'acide et de l'anfeydrolyse des sels de l'acide glutamique
peut aussi libérer des ions glutamates. Ainsilgaghate monosodique (ou additif alimentaire
E621) qui est souvent utilisé comme exhausteuiodé dpnne une saveur umami.

La saveur umami est due a la présence de I'aniicde de I'acide glutamique, l'un des
vingt acidesa-aminés que l'on retrouve naturellement dans debneumx aliments riches en
protéines tels que les viandes, le fromage, lellboyies champignons, etc. Le golt sucré est
dd aux mono et disaccharides et nous guide veralilegnts riches en sucres et en amidon.

L’'umami est d0 au L-glutamate et nous guide vesstairces de protéines (tableau 1).

Aliments Acide glutamique (en mg/100 g)
Cheddar 182

Viande de poulet 44

Viande de boeuf 33

Asperges vertes 49
Tomates 246

Pommes de terre 180

Tableau 1. Composition en acide glutamique dartaiosraliments

Dans le domaine de l'agroalimentaire, les chercheunt toujours été curieux quant a
'analyse des cing godts de base dans une derniréenéhire donnée. Cette analyse est en
effet nécessaire au controle des concentrationléveeses espéces biochimiques d’intérét afin
de limiter tout effet secondaire lie¢ a un excescdasommation. Pour cela, de nombreux

capteurs ont été étudiés dans le cadre du dévetmppeale la langue électronique.

Il. Développement de la langue artificielle ou lange électronique

Ces derniéres années, de nombreuses recherchde danteur agroalimentaire portent sur
la détection du golt ou la libération de flaveurstamment pour le développement de
nouveaux produits alimentaires. Aujourd’hui, il &st appel a des jurys d’analyse sensorielle
pour effectuer un certain nombre de tests. La larggtificiel ou langue électronique permet

de s’affranchir des inconvénients liés aux mestdaies sur des personnes, comme une
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variabilité importante entre individus ou une ré@t limitée des tests en raison de la

lassitude engendrée.

De nombreux travaux ont été développés dans leldwontréler la qualité des aliments
dans le monde industriel de I'agroalimentaire.sti @nsi possible de citer les travaux de A.
Riul [6] qui ont concerné le développement d’'uneglze électronique capable de détecter les
godts acide, sucré, amer et salé. Il faut ainsitioemer les travaux de K. Toko [7] qui ont
visé a l'utilisation d’'une microélectrode a canauxltiples pour détecter les cing godts de
base. Enfin, les langues électroniques sont fabesgjypar de nombreuses sociétés, notamment
par Alpha MOS situé a Toulouse (France). Ces captsont utilisés dans I'industrie agro-
alimentaire et pour le contréle qualité de difféseproduits, typiquement pour les tests en
laboratoire, mais a l'avenir, ils pourraient contn a se développer pour les opérations en
ligne. La durée des tests est souvent comprise wlamplage de quelques minutes, et le plus

grand inconvénient est le manque de stabilité dptears.
[ll. Utilisation de capteurs électrochimiques pourla détection des godts

Les capteurs electrochimiques permettent la dére@n continu d’especes chimiques et
biochimiques en milieu liquide. lls sont classeés tepis catégories selon le mode de

transduction : conductimétrique, potentiométriguarepérométrique.
[11.1 Capteurs conductimétriques
lll.1.a Présentation

La conductivité électrique est la capacité d’'unpsoa faire passer un courant électrique.
Dans le cas d'une solution liquide, ce courantragsporté par des ions (cations ou anions) et

la conductivité électrique s’écrit :

o= AC (1)

Ou A et C sont respectivement la conductivité et la conegioim de I'ion i présent en

solution. Globalement, la conductivité dépend degentrations en solution, de la mobilité et

de la valence des ions et de la température [8].
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[11.1.b Mesure de la conductivité

La conductivité est déterminée en appliquant urrarduélectrique alternatif (I) a deux
électrodes plongées dans une solution et en meslardansion résultante (V). Durant ce
processus, les cations migrent vers I'électrodatiég) les anions vers I'électrode positive et
la solution agit comme conducteur électrique (fegAj. Le systeme électrique est alors régi
par la loi d’'ohm et la conductivité peut étre aiesiimée grace a la relation :

o=— (2)

Courant électrigque (1)

—(—~——

e Tension (V)

Figure 1.2. Migration des ions dans une solution

Les avantages de la transduction conductimétriqnersombreux : faible codt, simplicité
d’utilisation, rapidité. En revanche, c’est une hieique de mesure non spécifique car
incapable de distinguer les différents types d'iensphase liquide. Ainsi, elle donne une

lecture proportionnelle a I'effet combiné de toess lons présents en solution [8].

l1l.1.c Applications des capteurs conductimétriquegour la détection des godts

Comme mentionné précédemment, la non-spécifité adecdnductimétrie limite son
utilisation a I'analyse du go(t salé via la déwutiles ions Naet CI. Jack et al [9] ont décrit
des expériences préliminaires pour mesurer la aiivité dans la bouche lors de la
consommation de fromage a l'aide d'une plaque dentauni d'électrodes. Deux électrodes

en acier inoxydable ont été intégrées dans laegpattpérieure de la bouche. Les électrodes
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étaient reliées a des fils conducteurs isolés goasterriere les dents de sagesse et sortant par
les c6tés de la bouche. Ceci a permis a l'indidéuméacher normalement. Les fils étaient
reliés & un conductimetre analogique avec la soti@érisée au moyen d'un convertisseur
analogique numérique et un afficheur 8 canaux.

Une approche similaire a été prise par la suiteQmaridson & al [10] en utilisant la
plaque dentaire équipée d'une électrode de pH wted'sonde de conductivité. D’autres
travaux similaires ont été développés par Neyraua §1]. Finalement Emorine & al [12]
ont utilisé une sonde de température et une soad®nductivité. Leurs résultats ont permis
de démontrer la détection de la concentratioridie $odium représentatif du gout salé dans

des applications agroalimentaires (figure 3).

a. Capteur de conductivité Chpteur de conductivité fixé a la base des inessiv
Figure 1.3. Capteur de conductivité utilisé in vivo

[11.2 Capteurs ampérométriques

I11.2.a Présentation des électrodes rédox

=2 lx

I P N
c\'m'/;

Figure 1.4. Schéma d’'un montage ampérométrique
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Un oxydant, noté Ox, est un corps capable d’accajee électrons. Un réducteur, noté
Red, est un corps capable de céder des électransolple rédox est un couple composé
d’un réducteur et d'un oxydant [13]. A partir desa@ifinitions, la cathode est I'électrode ou
se passe la réaction de réduction ou de consommdigtectrons en provenance du circuit.

En paralléle, 'anode est I'électrode ou se paaseadction d’oxydation ou de production
d’électrons vers le circuit [14].

A la cathode, il est possible d'écrire :

E, ., =E%+ljn—x 3)

Si le courant passe, la réaction de réductionua lie

Ox+ne > Red 4) (

La concentration [Ox] diminue et ainsi le potenti&l,_,va diminuer. Ainsi, par
réciprocite, il faut que le potentiel de la cathdgiesoit inférieur aE,_, pour que le courant

passe. De méme, a I'anode, si le courant passeéatdion d’'oxydation a lieu, des électrons
sont fournis au circuit, la concentration [Ox] aweqite et le potentiel d’anodes Elevient

supérieur aE, _, . Pour que le courant passe dans whaine électrochimique, il faut donc

que :

Ea> E(l -0) et Ec< E(l -0) 5)

Les techniques d’ampérométrie sont donc baséedasuresure de courants dus aux
réactions d’oxydo-réduction aux interfaces solidemducteurs-liquides. Ce courant est

théoriguement donné par la loi de Buttler-Volmer :

| = NFSIK sy XD E) ~ o €XP(- T ) ©

Avec E= E&n-Ec
a : Coefficient de transfert anodique
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[ : Coefficient de transfert cathodique
F (9,648 456.1C.mol™) constante de Faraday.

L’allure d’'une courbe intensité-potentiel de rédmctd’une espece réductrice dissoute
obtenue en appliquant une surtension entre unera@decindicatrice et une électrode de
référence est représentée sur la figure 4. Pousuwirtension suffisamment importante, (&

Ec ou E >> 0), le courant | est donné par :
| = NFYK_jpeq €XPES E)] (7)

On obtient ainsi un palier limite de diffusion poleguel l'intensité du courant | est

proportionnelle a la concentration en espéces tesl{i5].

Figure 1.5. Exemple de courbe intensité-potentgeté&tiuction d’'une espece réductrice
dissoute (surtension entre une électrode indi@#i@lectrode de référence)

Dans un capteur ampérométrique, on procede a engalyse d’'une espece électroactive
entre une électrode indicatrice et une électrodeéfizence, en fixant une surtensiorr& 0
correspondant au palier limite de diffusion pouteespéce. On détermine alors la valeur du
palier de diffusion, qui est proportionnelle a tncentration de I'espece réduite ou oxydée a
I'électrode indicatrice. Un étalonnage préalableuenpoint est effectué dans les mémes
conditions. Les valeurs de courant mesurées sanéregment variables : elles dépendent
notamment de la quantité d’espéces électroactieda surface de I'électrode indicatrice...
Elles sont généralement comprises entre quelquesamiperes et quelques dizaines de
milliamperes.

Ce principe de transduction permet de détecteredpéces électrochimiquement actives,
oxydantes, ou réductrices en solution. La séldétise détection n’est liee qu’a la valeur du
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potentiel de surtension B> 0. Les principales électrodes indicatrices (bectéodes de
travail) utilisées sont I'électrode a goutte dercnee, les électrodes métalliques inattaquables
(platine, or...), les électrodes en diamant, ebarag vitreux ou en graphite (figure 6).

Partie active
(platine, or, graphite, etc.)

Figure 1.6. Schéma d’'un capteur redox

l1l.2.b Applications des capteurs ampérométriques pur la détection des godts

Les acides et bases représentatives du godt aclée iens tels que Nareprésentatifs du
golt salé ne sont pas électrochimiquement actifs.n® peut donc pas les étudier par
détection ampérométrique. Cette technique n’esteHfat adaptable qu'a des especes
électrochimiquement actives.
[11.2.b.1. Golt sucré

- Cas du Glucose

L'action catalytique de la glucose-oxydase estitdpar I'équation suivante :

B-D-Glucose + Q Glucose-Oxydase D-gluconic acide + bD (8)

La détection du glucose est ainsi basée sur la nmesmpérométrique du peroxyde

d’hydrogéne HO, produite par la réaction enzymatique due a laageoxydase :
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H,0, + 2H,0 > 2HO' + O+ 26" (9)

Mutlu et al [16] ont développé une électrode a smale couche enzymatique pour la
détection du glucose avec une linéarité étendwpjas340 mM et un temps de réponse de
500 secondes a pH 4, fonctionnant a une polarisadi® 650 mV (vs Ag/AgCI). Cette
méthode a été appliquée au jus d'orange et a desohe toniques. Un bon accord avec la
détection spectrophotométrique conventionnelle&abtenu.

Le glucose et le saccharose ont été déterminédtamdment par I'utilisation d'un systéeme
de capteur enzymatique consistant en une électenigble a base de glucose oxydase et une
cellule de mesure qui contient une couche coimrsgbihvertase / mutarotase. Apres une
période de 2-6 s et 8-20 s a partir de l'injectien substances a analyser, des courants stables
ont été enregistrées et des réponses linéairdsssplages de concentration de 0,2uM a 3mM
de glucose et de 10uM a 6 mM de saccharose onégpéctivement obtenues. Le procédeé a
été appliqgué aux confitures et aux jus pour la rddtetion rapide du glucose et du
saccharose. Les résultats ont bien été corrétslaprocédé spectrophotométrique [17].

Une analyse ampérométrique par injection en fluxioo (Flow injection analysis FIA) avec
une électrode enzymatique contenant de la glucagdase déposée sur une couche de
polyanion composée de palyysine et poly 4-styrénesulfonate) a été utilisée efficacement
pour la détermination du glucose dans les boisdansnembrane en polyanion est utile pour
prévenir toutes interférences électrochimiques. ghmame dynamique linéaire de 10 uM a 3
mM de concentration du glucose avec une vitessghdiéillonnage de 180%ret une stabilité

au stockage de deux mois ont été rapportées [18].

Un biocapteur ampérométrigue intégré avec un éitloamage de microdialyse pour la
détermination des flux de glucose dans les échamdilnon traités de jus de tomates a été
rapporté par Palmisano et al. [19]. Chaque éleeteodté modifié par une bicouche constitué
d'un composite electrosynthetisé extra oxydé regxdevpar une enzyme piégée dans un gel
d'immobilisation (co-réticulation du glutaraldéhydie la glucose-oxydase et du sérum bovin
albumine BSA).

Récemment, un systeme FIA pour la déterminationéaompétrique simultanée du glucose
et du lactate a été deécrit par Marzouk et al. [R8F enzymes ont été co-immobilisées dans
deux réacteurs enzymatiques paralléles. Le prodiyD, a été ampérométriguement
déterminé par une électrode de platine (Pt) revBtune couche électropolymérique a
perméabilité sélective-phénylenediamine. La méthode a été bien corrélée Bmvméthode

de référence photométrique testée sur les prolditiess.
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Dans le cadre du développement de capteurs miisi@syplusieurs travaux ont été meneés
par Wang et al [21-24]. Un nanocapteur enzymatitpaseé sur une membrane en fibres de
carbone et une microélectrode modifiée par un @iddée bleu de Prusse et de glucose
oxydase, est tres prometteur pour les mesuresutogg dans des volumes tres faibles [23].
Le développement d'un procédé sol-gel dérivé d'eresyet contenant des encres a base de
carbone montre la compatibilité avec le procédéé&ligraphie [21].

Vadgama et al ont développé une électrode a glumogdase recouverte d'une membrane
d'acétate de cellulose modifiee avec du Tween-8a @ssure une linéarité plus étendue a la
gamme de concentrations de glucose dans I'envinoemedes fruits frais et fournit également
une protection contre la détérioration de la glecoxydase aux faibles pH (pH < 3)
caractéristiques d’aliments tels que les agrumgp [2

Appleton et al. [26] ont présenté un nouveau systpour I'immobilisation de la glucose-
oxydase sur l'alkylamine-CPG par l'intermédiairend’ étape d'activation du glutaraldéhyde
en utilisant une enzyme complexe polyélectrolyia dfaugmenter la stabilité thermique du
biocatalyseur. L’enzyme immobilisée a montré umbiité élevée lorsqu'elle est testée a des

températures élevées (jusqu'a 100 ° C).
- Cas du Fructose

Le fructose est largement distribué dans de nombfauts et légumes. Il a une plus
grande douceur que le glucose ou le saccharosestllifréequemment utilisé dans les
édulcorants diabétiques [27]. Les électrodes entigmes pour la détermination du fructose
sont basées sur I'enzynmeFructose-5- déshydrogénase (FDH), en présencentaiateur.
L’enzyme ne nécessite aucun cofacteur enzymatigppelémentaire, car elle contient du

PQQ (pyrroloquinoléine quinone) et de I'heme ¢ xedmmme sites actifs.
D-Fructose + mediator (Ox)__FPH | 5-Keto-D-fructose + mediator (Red) (8)

Un biocapteur ampérométrique pour la détection rdatdse, sur la base de FDH et la
coenzyme ubiquinon& immobilisée dans une membrane a couche mimétiquéos a été
proposé par Kinnear et Monbouquette [28]. Le cappeésente un temps de réponse de moins
de 20 s, une sensibilité de 15 pAfomM et une limite de détection inférieure & 10 plM.
couche de membrane mimétique bloque efficacemartds des ascorbates a la surface de

I'électrode, une erreur de 4% positif a été entegisen sa présence. Le biocapteur mesure du
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fructose dans les jus de pommes et d'oranges @ugselpour cent prés par rapport aux
méthodes de dosage spectrophotométrique.

Une électrode enzymatique en carbone sans inteamg&diontenant du FDH avec du
polyéthyléne-imine a été proposé par Parelladd £%. Un potentiel de polarisation de 400
mV a été appliqué, une réponse linéaire jusqu'anlde concentration de fructose a éte
observée avec une stabilité de 10 h. L'utilisatim collecteur d'injection de flux a été
appliguée au capteur pour la détermination qudiviitade la teneur en fructose dans des
échantillons de miel. Les résultats ont été validaés chromatographie en phase liquide a
indice de réfraction et un bon accord a été atteint

Garcia et al. [30] ont utilisé une électrode a pgecarbone modifié avec du gel de silice
revétue de FDH et le bleu du Meldola pour la déileation de la teneur en fructose dans les
bonbons et les fruits gelés. La réponse a étéitaméar toute la plage de concentration de 0,1
a 0,8 mM, avec un excellent coefficient de corrétatUne stabilité au stockage de deux mois
et une stabilité fonctionnelle sur 300 tests oétaftservees.

Bassi et al. [31] ont immobilisé I'enzyme FDH sumeucouche mince non conductrice
électropolymérisé de 1,3-plenylene-diamine-résotcipour la réalisation d'un biocapteur
fructose. Le ferricyanure et le tertacyanoquinodiage ont été testés comme meédiateurs
redox pour les mesures ampérométriques de frudi@seapteur proposé a été appliqué pour
la détection du fructose dans des échantillons iéé dilué (1: 1000). La méthode a bien été

corrélée avec un dosage chimique.

- Cas du Saccharose

La détermination du saccharose nécessite un systentieenzymatique. Le saccharose est

hydrolysé enzymatiqguement par I'enzyme invertase :

Saccharose +40 —_nvertase > FructeseD-glucose (9)

L’enzyme invertase en combinaison avec la glucosel@se peut donc étre utilisée pour
réaliser une électrode enzymatique pour la détectiosaccharose. Cependant, une troisieme
enzyme, la mutarotase, est habituellement utiligéer convertir lea-D-glucose en son
isomeérep spécifiqgue a la glucose oxydase. Une électrodei+mnityme est obtenue par une
immobilisation en deux étapes de la glucose oxyd#sé mutarotase et de l'invertase. Elle a

ete développée pour la détermination du sacchakasglucose oxydase a été piégée dans un
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film de poly-1,3-diaminobenzéne sur une électrode platine par polymérisation
électrochimique et une combinaison de la mutarotdsde l'invertase a été réticulée sur
I'électrode par l'intermédiaire de sérum bovin allme (BSA) et de glutaraldéhyde. Une
seconde électrode, sans I'enzyme invertase et doigriement sensible au glucose, a été
réalisée dans le cadre d’'une mesure différenti¢ll@pplication a un certain nombre de
boissons gazeuses a donné un bon accord avec flesda® d’'analyse par chromatographie
en phase liquide (LC) [32].

A partir d’'une cascade enzymatique impliquant laccbarose phosphorylase, la
phosphoglucomutase et le glucegghosphate 1-déshydrogénase ont été proposés parekog
et al. [33] pour la détermination spectrophotonggiei du saccharose. Maestre et al [34] ont
développé une électrode ampérométrique pour scagdasans interférence de glucose ou le
fructose. L'électrode proposée a été appliqguéanalyse des flux de saccharose dans les jus
de fruits et a montré un bon accord avec la méthage référence (méthode

spectrophotométrique).

- Cas du Lactose

Le lactose est le principal disaccharide présens dia lait et les produits laitiers, produits
a des concentrations de 4-6%. Il est hydrolysél'eazymep-galactosidase pour donner du

galactose et de glucose:

Lactose + HO B-galactosidase  p.-galactose + glucose (10)

La p-galactosidase en combinaison avec de la glucosgasgyou de la galactose-oxydase
peut donc étre utilisée pour réaliser une éleetrenizymatique pour la détection du lactose.
Deux types de biocapteurs ampérométriques pougtkection du lactose basée soit sur la co-
immobilisation de deux enzymes (galactose oxydagemxydase) ou la coimmobilization
de trois enzymesp{galactosidase, galactose oxydase et peroxydasedt®méveloppés par
Tka et al [35]. Une tige de graphite pré-adsodréotene a été utilisée comme électrode de
travail. L'utilisation de galactose au lieu de Pgme fréequemment utilisée, la glucose
oxydase, conduit a la réalisation d'un capteurotgtnon interférent avec la détection du
glucose. La présence depaalactosidase améliore grandement la sensibiligds ha plage

linéaire est plus étroite que celle du capteur sggalactosidase. Les analyses des
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échantillons réels ont montré une bonne corrélaivet I'analyse HPLC (High Performance

Liquid Chromatography).

[11.2.b.2. Golt umami (détection du glutamate)

L’action catalytique de la glutamate oxydase estitBpar I'équation suivante :

Glutamate + @ + H,0 Glutamate-Oxydase Oxogleat HO, +NH;  (10)

Comme toutes les oxydases, elle est responsaldepdeduction de peroxyde d’hydrogéne
H,O, qui va pouvoir étre détecté par ampérométrie sarraicroélectrode. Ainsi, la technique
d’analyse du glutamate est similaire a celle degge.

On trouve dans la littérature plusieurs travauxlesirélectrodes enzymatiques en fonction

de I'enzyme glutamate oxydase et de glutamate déspgnase. Une méthode enzymatique
pour la détermination du glutamate dans les predaiimentaires a été développée par
Mottola et Janarthanan [36], en utilisant des laot@urs rotatifs. Deux approches
enzymatiques ont été mises en ceuvre. L'une desodeghutilise de la glutamate
déshydrogénase dans la réaction enzymatique paiecgt la diaphorase dans la réaction
indicatrice, ce qui implique le NADH et I'hexacyd@wate(lll). La deuxieme méthode utilise
un seule enzyme, la glutamate oxydase et le soipéaométrique de la production deQd.
Les échantillons utilisés pour illustrer les apprex sont les cubes de bouillon de beeuf, la
sauce soja, le bouillon de poulet, l'assaisonnemersel, le jus de fruits et de Iégumes et le
lait écrémé. Des interférences par l'ascorbateeptédans certains échantillons ont été
éliminées par une utilisation en ligne d'un réaceuballé contenant I'ascorbate oxydase.

Kwong et al ont signalé la fabrication de biocapgedcouche épaisse pour la détection de
glutamate dans les denrées alimentaires [37]. Laptears ont été préparés par
l'immobilisation du glutamate oxydase en utilisgalycarbamylsulfonate-hydrogel sur la
couche épaisse. L’enzyme glutamate oxydase a é&hwbd a partir de Streptomyces avec
différents degrés de purification. Les résultatst @té comparés via leur réponse
caractéristique a la glutamate, ceci en termesdsilslité, spécificité, inhibition et durée de
vie. Ces capteurs ont été appliqués pour détermmeagiutamate monosodique dans les
échantillons de sauces soja et ont montré une bauretlation avec la méthode

colorimétrique.
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Basu et al [38] ont développé un biocapteur powtéection du glutamate monosodique
(MSG) par co-immobilisation de la L-glutamate oxgeaL.-GLOD) et de la L-glutamate
déshydrogénase (L-GLDH) (figure 19). Une réponsss @levée a été trouvée en présence
d’ion ammonium. Le capteur a été capable de détenmia concentration du MSG dans une
gamme de 0,02 a 3mg / L. La linéarité a été obteleu@,02 & 1,2 mg / L en présence de l'ion
ammonium (10 mM) et du NADPH (nicotinamide adénitireucléotide phosphate) (2 mM),
mais en l'absence de L-GLDH, la détection limiteMi®G est limitée a 0,1 mg / L. Le Km
apparent pour le MSG avec la réaction couplée L-BLOGLDH était 0,44 mM et 1,92 mM
guand la L-GLOD a été immobilisée. La réticulatenrec du glutaraldéhyde en présence de
sérum-albumine bovine (BSA) en tant que molécutspiicement a été utilisée pour le
procédé d'immobilisation. Le temps de réponse doteca est de deux min. L'enzyme
immobilisée sur la membrane a été utilisée pengaug de 50 mesures. L'activité de la

membrane enzymatique a été testée sur une peérogie jours.

DO meter &
recorder
P— e r—
Gold Cathode
Silver anode
Electrolyte (KCI) -
——— PVC tube
Capillary tube !
(!
¥
YV
] "f -t Push cap
Rubber washer g i XY Polycarbonate membrane
Polypropylene
membrane

Immobilized enzymes
L-GLOD + L-GLDH

Figure I.7. Schéma du biocapteur glutamate aveo-fianmobilisation du L-GLOD_L-GLDH

La sauce de soja, la sauce tomate, la soupe detfiudh sauce de poulet pimentée ont été
centrifugées a 500 g pendant 15 min. Le surnageargnsuite été dilué (1:100) dans un
tampon phosphate (pH 7,0), puis deux gouttes de(HEJ5) ont été ajoutées afin d’empécher

la conversion de l'acide glutamique en pyrrolideagboxylique. Ces échantillons dilués ont
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ensuite été analysés avec le biocapteur. Les afsudxpérimentaux ont également été
comparés avec la méthode spectrophotométriquelavbon accord général.

Ku-Shang et al ont développé un capteur ampéroguétipour la détection du glutamate
en fonctionalisant la membrane sensible avec l'emzyglutamate oxydase et du PVA
(Polyvinyl alcohol) [39]. De nombreux travaux sigifles ont été réalisés pour la détection du

glutamate avec différentes méthodes de fonctiosat@din d’enzymes [40-45].

[11.3. Capteurs potentiométriques :

[11.3.a Présentation des électrodes rédox

Le potentiel du capteur ou de I'électrode (qui h’parcourue par aucun courant) est
mesuré par rapport a un potentiel de référencde @endition de courant nul est d’autant
mieux respectée que la résistance aux bornes dellagont branchées les électrodes est plus
grande [46].

Une électrode rédox plongée dans une solution nanteun réducteur et un oxydant du
méme couple électrochimique (4) adopte, dans lel'cassysteme réversible et a courant nul,
un potentiel d’équilibre qui résulte des courantxidange d’électrons entre I'oxydant et le
réducteur par lintermédiaire du conducteur élautjoe. L'expression de ce potentiel

d’équilibre E est donnée par la relation de Nernst :

E=E°+2,380 gl (11)
nF =~ 8y

Avec
E® (V) potentiel normal du couple Ox /Red,
R (8,314 J.K . mol™) constante molaire des gaz,
T (K) température absolue,
F (965000 C.mol") constante de Faraday.

a,, et ay, sont les activités de I'oxydant et du réducteur.dédinition de l'activité et sa

relation avec la concentration des espéces soaitldés en [47].
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La valeur du coefficient 2,BT/F est de 59,16 mV a 25 °C, elle varie de 56,18 m\3,a%
mV lorsque la température varie de 10 °C & 30 °C.

Cette expression est vérifiée si la concentratienl’dxydant (et/ou du réducteur) est
supérieure & I® M. Au-dessous de cette concentration, le potenti&uilibre est perturbé
par I'électrolyse d’'impuretés (dont 'oxygéne résat).

Ce potentiel redox permet de caractériser la comipogle la solution contenant oxydant
et réducteur conjugués dissout. En particulier,pérmet de suivre I'évolution de la

composition de la solution au cours d’un titrage.

111.3.b Electrodes de référence

Bien gqu’elles ne constituent pas a elles seulescdpteurs, elles sont utilisées a chaque
fois que I'on mesure ou que I'on impose un potémtiesolution. Ce sont des électrodes redox
correspondant a un systeme redox réversible eleagont le potentiel reste invariable quelle
que soit la composition ionique de la solution ddaguelle elles sont plongées. Par
convention, dans l'eau, I'échelle des potentiels repportée a é€lectrode normale a
hydrogeneprise comme origine. Celle-ci est constituée d'éleetrode inattaquable (platine,

palladium, etc.) en équilibre thermodynamique deexysteme électrochimique :
H' +e 12 H (12)
En pratique, on opere en milieu acide fort conéeifir M) et sous pression constante
d’hydrogéne réalisée par un barbotage constang dez autour d’une lame de platine platiné.

Le dispositif le plus simple a été décrit par Hiddend et représenté sur la figure[H48].

La mise en ceuvre d’'une telle électrode présentagltjges difficultés, d’autres électrodes

dites de référence sont utilisées couramment.
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Figure 1.8. Equilibre électrochimiques des ions
a travers les interfaces membrane / solution

L'électrode au calomel est I'électrode de référence de potentiel la plagramment
utilisée. Elle est constituée du mélange intimecmes-chlorure mercureux (calomel) baigné

par une solution de concentration connue et cotssi{@aturée). Le systeme électrochimique

réversible est :
Hg.Cl, + 2 € <« 2Hg + 2 CT (13)
La relation de Nernst s’écrit alors :

E= E°+2,3ﬂlg !
nF a,-

(14)

2

Avec
E® potentiel normal du couple K@l, /Hg et a - activite de I'ion CT.
Lorsque I'électrode est remplie avec une solutiaturgée de chlorure de potassium, le

potentiel de I'électrode par rapport a une éled@radrmale a hydrogéne est de 244mV a
25°C.

L’électrode de référence a I'argent-chlorure d’arget est constituée par un fil d’argent
recouvert de chlorure d’argent plongeant dans wtetisn d’'ions chlorures. Le systeme

électrochimique réversible correspondant est leasiti:
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AgCl + e~ Ag + CI~ (15)

La loi de Nernst s’écrit alors :

E= E°+2,3R—II Igi (16)
nF “a,

Avec

E® potentiel normal du couple AgCl /Ag af, - activité de I'ion CI.

Cette électrode est facile a miniaturiser, sonmgakpar rapport a une électrode normale a
hydrogéne est de 199mV a 25°C.

[11.3.c. Etude de linterface Electrolyte/Isolant

Du fait de la dimension finie des ions et des maks de solvant dans une solution
électrolytique, il apparait une différence de pt&trentre les zones de charge d’espace d’'un
systeme isolant-électrolyte. Ainsi, dans un systanééectrode idéalement bloquante, la zone
de charge d’espace est formée de plusieurs codehsisuctures différentes qui définissent la
double couche électrique de HELMOTZ [48,49]. La amf® de cette double couche est
fonction du potentiel. Pour une électrode chargigativement, la distribution des espéces est
présentée de facon simplifiée sur la figure 1.9.distribution du potentiel dans la couche
diffuse est décrite par le modele de GOUY-CHAPMANERN [48,49].

Semi-Conducteur Couche diffuse

PIH PEH

Figure 1.9. Redistribution de charges a l'interfamant/électrolyte
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Ce modele considere trois régions :

La premiere région, la plus proche du solide epekie couche interne. Elle contient les
molécules du solvant et certaines espéces (ionsnaécules) dont on dit qu'elles sont
spécifiguement adsorbées. Cette région s’étendijfasdieu des centres électriques des ions
spécifiguement adsorbés appelé plan interne d’HETKIQPIH). L’orientation des dipbles
dépend de la charge de I'électrode [49-50].

La seconde région est limitée par le plan extefHelthholtz (PEH) et le PIH. Le PEH est
défini par la distance minimale entre le lieu destes de charge des ions solvatés et la
couche d’ions spécifiquement adsorbés. La chuteotientiel entre I'électrode et la solution
dans ce cas est linéaire et l'interface est égemtal du point de vue électrique a un
condensateur plan parallele.

La troisieme région qui s’étend du plan externe HEELMOTZ jusqu'au sein de
I'électrolyte est appelée couche diffuse. Cettecheycomprend les ions non spécifiguement
adsorbés. Cette couche diffuse est comparablezania de charge d’espace des MOSFET,
I'extension de cette couche dépend du potentigé éd concentration en ions de I'électrolyte.

A partir de ce modéle, il a été montré que le chaiegtrique était constant et que le
potentiel variait linéairement dans la couche cortgala capacité de ce systéme est donc
équivalente a la mise en série de la capacité deuehe diffuse et de la capacité de la couche

compacte.

[11.3.d. Application des capteurs potentiométriquesdans la détection des goUts

Les capteurs potentiométriques sont largemenséslipour la détection des godlts. Leurs
avantages sont liés a la possibilité de miniattiasaa leur rapidité de mesure, a leur fiabilité
et reproductibilité de fabrication et, par inféren@ leur faible colt. Parmi les principaux
travaux dédiés a la langue électronique, il fatercteux de K. Toko qui a développé un
systeme a base de capteurs potentiométriques ff]lp détection des cing godts de base
(sucre, salé, acide, amer, umami) en utilisantshpitlymeéres lipidiques tels que l'acide
oléigue (OA), I'oleylamine (OAm) et l'alcool décglie (DA) comme membranes spécifiques
des diverses espéces a détecter. lls ont préparé&ubestances lipidiques différentes. Par
exemple des membranes mixtes hybrides composéphadphate de dioctyle (DOP) et de
trioctyle méthyle chlorure d'ammonium (TOMA) ongaéttilisées pour mesurer les acides
amineés.
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Chague membrane lipide/polymere a été montée supartie d’'un tube en plastique, qui
présente un trou, de telle sorte que la partignetdu cylindre est isolée de I'extérieur. La fin
du cylindre a été scellée avec un bouchon contamamtélectrode Ag/AgCl. Le tube a été
rempli par une solution de 3 M de KCI. Huit éleckes de détection sont ainsi préparées,
séparées en deux groupes, et reliées a deux pectesdes, qui sont commandeés
mécaniquement par un bras de robot (figure 1.10).

le——— Stopper

| Ag/AgCl
electrode

3MKCI

Lipid/polymer
membrane

Anritsu
Taste Sensing System SA402

Figure 1.10. Systéme Multicapteur ou capteur glet&A402, Anritsu.

La figure .11 montre la réponse potentiométriqes dept canaux pour deux sortes de
gualités gustatives d'acidité et de salinité, m@ssiien prenant l'origine a 1 mM de KCI. La
reproductibilité était tres élevée, car les écoppes étaient inférieurs a 1%. Le capteur a une
réponse similaire a ceux du méme groupe de goést @ dire, comme exemples de
substances acides, I'acide chlorhydrique, l'acideque et l'acide acétique montrent des
motifs de réponse similaires. Pour les substanak®es NaCl, KCI et KBr montrent des
motifs de réponse similaires. Des résultats ona@ssi obtenus pour les godts "amer", "sucré"
et "umami”, démontrant une sélectivité d’analyssbgle.

Sour Salty

150 100

100

50

-100 -

Electric potential (mV)

30 mM citric acid
-50 200 | L

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

DA OA DOP 5:5 3:7 TOMA OAm DA OA DOP 5:5 3:7 TOMA OAm
Channel Channel

Figure 1.11. Réponse potentiométrique pour lesgadide et salé
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Chaque canal a répondu aux acides aminés de difé&renanieres en fonction de leurs
golts. Le L-tryptophane, qui suscite presque urt gatiamer chez les humains, a influencé
laugmentation du potentiel des canaux 1, 2 et i%sidérablement. Cette tendance a été
observée pour d'autres acides aminés, qui présergsentiellement un godt amer, telles que
la L-phénylalanine et la L-isoleucine. D'autre p#atL-alanine, la glycine et la L-thréonine
représentent principalement le gout sucré. Pourncieles aminés, les potentiels des canaux 1
et 2 ont diminué. La L-valine et la L-méthioninei geprésentent le godt amer et Iégérement
le sucré, ont diminué le potentiel du canal 5, rigsonses des canaux 1 et 2 étaient alors
faibles.

La figure .12 montre finalement le diagramme obtempar la méthode PCA (Principal
Concept Analysis). Le premier axe principal PCletefles golts amer et sucré tandis que le

deuxieme axe principal PC2 reflete I'acidité eyt "umami".

150
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=

100
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; — Bitt v
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8 0 Sweet / L-Lys
L-Thr L-Val
cy P ®
L-Ala L
=50
L-Asp.Na
Umami
-100
-100 -50 0 50 100

PC1 (mV)

Figure 1.12. Détection des godts par le systemi€.@eko

D’autres travaux similaires ont été reportés [S5P-&#nh peut citer un certain nombre de
travaux relatifs a la mesure du pH, a la détectlbions ou d’especes (bio) chimiques par
potentiométrie. Etant donné que nous avons chetse diliere de transducteur dans le cadre
de nos travaux, ceux-ci seront plus particulierenaéerits un peu plus loin dans ce chapitre

(cf. paragraphe V).

IV. Positionnement sur le développement des ChemFET

Le premier concept des microcapteurs chimiques EBRImM(Chemical field effect
transistor) a été proposé par Bergveld en 1978.riis en évidence la sensibilité aux ions
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HsO" d’un transistor MOSFET (Métal Oxyde Semicondudtield Effect Transistor) sans
grille métallique appelé ISFET (lon Sensitive Fidiffect Transistor) [57]. Depuis de
nombreuses technologies ont été développées ( ER&FET, DnaFET, ImmunoFET ,...).
Les capteurs ChemFET sont des capteurs chimiqegs Isarr le principe de transistor a effet
de champ. A la base, un ChemFET est un transis@® Mu la grille métallique est substituée

par un électrolyte polarisé par une électrode tézagce.
IV.1 Principe du fonctionnement du transistor MOSFET

Le principe du transistor MOSFET est de pouvoirtdar le courantds circulant entre la
source et le drain du semi-conducteur par I'appbcad’'une tension ¥s sur la grille (figure
1.13). La grille métallique est isolée du drain d& la source au moyen d'un isolant et
commande le couranid entre le drain et la source [58]. La condition essaire a la
conduction de courant dans un transistor MOS estatension ¥s doit étre supérieure a la
tension de seuil ¥ Le transistor possede trois régimes de fonctiowam, bloqué, linéaire et
saturé. Lorsque la tension de grille est infériguta tension seuil (3 < V7 le transistor est
dit "bloqué”. Lorsque la tension de grille est égall supérieure a la tension de seugd¥
V1), le courant drain-source varie linéairement daetension drain-sourcepy, le transistor
est dans le régime linéaire. A partir d’'une cegainleur de tension entre le drain et la source
nommee Vssa l€ courant ne varie plus et atteint une valeursdwiration dssa; C’'est le
régime "saturé" [59]. Ainsi d’'un point de vue thi&ole le courant drain-source est donné par
la relation 1 [60-61] :

w 1
I DS — TuCox(VGS_ VT_E VDQ VD: (17)

Ou
W est la largeur du canal,
L est la longueur du canal,
K est la mobilité des porteurs de charge dansnalca
Coxest la capacité de I'oxyde de grille,
Vgsest la tension du grille,
Vrest la tension du seuil,

Vpsest la tension drain-source.
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La tension de seuil du transistor MOS est en pdeationnée par la relation suivante :

VT — CDM (;CDSi _ st+§ox+ QB+ 2@

(02,8

(18)

ou
@y est le travail de sortie du métal,
dg;est le travail de sortie du silicium,
Q est la charge de I'électron,
Qssest la charge de I'interface oxyde-silicium,
Qoxest la charge de I'oxyde,
Qg est la charge dans la couche de déplétion du siibstr

@ estle potentidifférentiel entre le niveau de fermi de siliciumpe et intrinseque.

Vo Grille métallique v,

A — M

|~ Isolant
N4 VA e
[~ ]  [=1] [,
Source Drain D
Substrat Silicium

77
Figure 1.13. Schéma d'un MOSFET

IV.2. Du MOSFET a l'lSFET

Un ISFET n’est rien d’autre qu’'un MOSFET ou la lgrimétallique est remplacée par un
électrolyte polarisé par une électrode de référdfigare 1.14). La tension de seuil devient
alors fonction des caractéristiques chimiques deolation [58-59] [62-63]. L'équation (18)

peut étre alors écrite sous la forme :

(Ol + +
Vi =B~ + X~ qSI_QSS SOX QB+2¢%

OX

(19)

ou
Eef représente le potentiel d’électrode de référence,

Y est le potentiel a l'interface solide/liquide,
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X, est le potentiel de surface du solvant (parameétnstant).

sol

Ainsi, I'équation de la tension de seuil peut &eéte :
Vi =V —¢ (20)

Le principe de fonctionnement du capteur chimigBEHT est donc basé sur le piégeage
d’'ions au niveau de la couche sensible et doncinerface isolant/liquide. Les charges
piégées induisent une variation du potentiel chirig et donc de la tension de seuil du
transistor .

Electrode de référence

/ I\I;Ibra.ue sensible

jEncapsulant

Electrolyte
I 1 I ] Métal
I ‘ Isolant
I [
ﬁ Canal b

Source Drain
Substrat Silicium

Vo %
=
Figure 1.14. Méthode de mesure d'un ChemFET

Le principe de mesure est le suivant : la valeurcdurant de drain gk) est maintenue
constante a une valewrdu moyen d’un asservissement électronique. Salleuy du pH de la
solution change, la tension de seuil de I'lSFET)(¥hange ainsi que le courant de drain. La
rétroaction électronique rajuste la tension fixée [felectrode de référence de telle maniere
gue le courant de drain soit maintenu constantvalieur b. L’écart entre la nouvelle tension

de grille (VpH2) et I'ancienne (VpH1) est proportieelle a la variation de pH (figure 1.15).

Ids

) (1 N A

A 4

VpH1 VpH2 Ves

Figure 1.15. Réponse au pH d’'un capteur ISFETia#fan de la tension de seuil pour des
mesuresgs(Ves) effectuées dans deux solutions différentes
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Ainsi, la sensibilité au pH est déterminée de |aigr@ suivante :

S=dy/dpH = (VpH2-VpH1) / (pH2-pH1) (21)

IV.3. Etude de la structure Electrolyte/SiQ/Silicium

Dans la pratique, la sensibilité au pH mesuréeymatSFET est inférieure a la valeur
prédite par la loi de Nernst. Un phénomene chimiguagpre aux membranes sensibles
formées a partir de couche de St responsable de cette dérive. Il n’y a plusjulléore
thermodynamique entre les ions dans l'isolant®idas dans I'électrolyte, par conséquent la
loi de Nernst n’est plus applicable. La théorie "dite-binding", inspirée des travaux de
Bousse, explique le procédé qui se produit a Ffate isolant-électrolyte [49-50]. Ce modele
considére les groupes Si-OH sur la couche d’oxymence des centres actifs dont la charge
varie proportionnellement aux ions présents a téase de I'ISFET. Ces centres actifs sont
responsables de la formation de la double coudwrigjue décrite par la théorie de GOUY-
CHAPMAN-STERN et donne le potentiel a I'interfaceyde-électrolyte.

Les ions HO" et OH, présents dans une solution aqueuse sont appilés déterminants
le potentiel ». Ces ions sont responsables dd b&taharge a l'interface Si@lectrolyte. Au
contact de la solution aqueuse, des groupemeiatsofsl (SiOH) se forment a la surface de
lisolant. Ces groupements peuvent étre, suivamiHede la solution, chargés positivement,
chargés négativement ou neutres. Le pH particpbeir lequel la surface de la membrane a
zéro charge est appelé « pH au point de charge ayh,.. La présence de ces groupements
de charges ameéne une correction de I'équation dmsNehabituellement utilisée en
électrochimie. La figure 1.16 illustre les troisffdrents types de groupements silanols a la

surface d’'une membrane.

Isolant Solution aqueuse
|
—Si — OH groupes neutres
i
o
| 1
I
- Sli =y groupes négatifs
1
o |
| I
I
—Si — OH,” groupes positifs

I
o |

oxyde surface

Figure 1.16. Représentation schématique de la igélor"site-binding"
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Le pH dépend de la charge en surface. Ce "siterignuiodel” a été adapté par Bousse
pour le pH-ChemFET avec la grille en $i[84]. Bousse et al ont également développé une
théorie pour le pH-ChemFET dans laquelle intervignries deux parametres pk(pH au
point de charge nulle) &B (terme correctif) dérivés des modéles de dissariatlies sites et
de double-couche [65]. Les mécanismes d'accumulatie la charge en surface du
diélectrique se présentent comme un équilibre thdymamique entre les groupes SiOH en
surface et les ions3@" en électrolyte. Les réactions en surface s'éctigemme :

. < . +
[@:3;] SiO+H

i0$‘|2+ — 5 SIOH+ H

N_._ a. N, .
K,=—2 1% (22) K, =k (23)
Nsion SiOH}
Ou N est la quantité des groupes par unité de surtaq% est l'activité des ions D"
En ce qui concerr, ., la théorie du "site binding" modele montre que :
a,. =K,/ K exg "V F @) (24)

En prenant le logarithme de I'expression 14 et g@da dérivée et en faisant quelques

arrangements, on obtient [65] :

2
W= LnlokFTB;Eil (PH,c, = PH) avec B=_2IN (25)

SaC kT

b
ou

Ns: nombre de sites amphotéres par unité de surface

PHyen : pH au point de charge nulle ;

Cs: capacité de la double couche électrique.

Le terme correctifB tient compte de la non idéalité du capteur pH-GFEfn La
sensibilité du capteur pH-ChemFET est donc finatgrdéfinie par la relation suivante :
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s=— W oKt/ 9-2- (26)
d(pH,e,— PH) B+1

IV.4. Principe de fonctionnement du pH-ChemFET

Le capteur pH-ChemFET avec la grille SiQ@osséde une sensibilité faible et sub-
nernstienne de 30 mV/pH [66].’dmélioration des propriétés des micro-capteurs pH-
ChemFETs passe parinvestigation et’bptimisation des matériaux de détection et de leur
dépdt sur la grille Si@ De nombreuses membranes sensibles aux ions liyadviydroxydes
HsO"/OH ont été élaborées afinaméliorer la sensibilité, la sélectivité, la stabiet la durée

de vie.
Le nitrure de silicium (SisNy)

Le capteur pH-ChemFET avec la grille diélectriqu@£5isN,4 est caractérisé par un court
temps de réponse, un faible courant de fuite etsensibilité quasi-Nernstienne (autour de 50
- 56 mV/pH). Ce matériau qui est bien connu et nsd@tdans la technologie des circuits
intégrés (IC) a été parmi les premiers impliquésisddes capteurs chimiques [67].
Généralement, cet isolant est obtenu par dépotighenen phase vapeur a basse pression
(LPCVD) [68-69].

L’oxyde d’aluminium (Al,O3)

La sensibilité de cette membrane est autour d&&3nV/pH. Néanmoins les capteurs pH-
ChemFETs avec la couche %i81,0; possedent une importante dérive temporelle. La
couche sensible est habituellement obtenue partdgptique en phase vapeur (CVD).
Cependant, il existe une technique alternativeé@p®dpar laser pulsé (pulsed laser deposition
PLD) qui est chargé€aiméliorer la sensibilité du capteur ainsi que ahibté temporelle par

une meilleure qualité des couches obtenues [70].

L’'oxyde de tantale (Ta0Os)
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Cette couche diélectrique est prometteuse pourétaction des ions 40'/OH". Elle
posséde une bonne sensibilité de 58 — 59 mV/pHhetfaible dérive temporelle de 0,03 —
0,05 pH/jour. Les membranes de.Dane sont pas sélectives aux ions potassitincé&lcium
Ca'? et sodium N& Ce matériau est déposé soit par pulvérisatioifréguence RF [71], soit

par dépo6t chimique en phase vapeur assisté pan@l@BECVD) [72].
IV.5. Du pH-ChemFET au pH-EnFET

Les ISFET ne sont pas limités a la mesure de piiitré's ions peuvent étre détectés si
d'autres membranes sensibles sont déposées slaritisle grille et placées en contact avec le
liquide. Lorsque ces ISFETs sont couplés avec nagnge biocatalyseur, ils deviennent des
biocapteurs, et sont appelés EnFET (Enzymatic fielfiect transistor). Ces enzymes
interagissent avec le substrat pour effectuer watalyse. Le ChemFET mesure alors la

concentration en ions3@*/OH’ libérés lors de cette réaction [58, 73, 74].
IV.6. Développement des EnFET

Depuis la premiere introduction du transistor enatique a effet de champ EnFET pour la
détection de la pénicilline par Caras et Janata98® [71], des efforts considérables ont été
faits pour développer des biocapteurs EnFET. LeBEHnsont basés sur des réactions
biocatalytiques affectant la charge a la surfacegdéle, et pour produire un signal
électronique, dépendait de la concentration dutsatbenzymatique. Les performances de
détection de 'EnFET sont grandement affectéedeparocédé d'intégration des enzymes et
des dispositifs ISFET. L'immobilisation d'enzymes & surface de grille des ISFETs par
réticulation avec l'albumine sérique bovine et glaldéhyde est I'un des moyens les plus
populaires pour construire un EnFET [75-79], etfgiarle glycérol a été ajouté afin de
protéger l'activité des enzymes [80-82]. Afin diaemter la sélectivité, des membranes
supplémentaires telles que le Nafion et la polyyayydine [83-87] ont été déposées sur les
matrices d'enzymes réticulées.

Une autre méthode de préparation des EnFET esiélpegge des enzymes dans des
polyméres, tels que des hydrogels de polyacrylaf@8g le polyuréthane [89,90] et autres
[91]. Ces systemes, cependant, peuvent souffrididetations associées a des barriéres de
diffusion des substrats a travers les membrandsdiimes ou des fuites d'enzymes selon

I'épaisseur de la membrane. La fixation covalerdezyymes a la matrice silanisé [92,93] peut
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surmonter ces problemes et montrent une répong#erapais cette méthode peut conduire a
une perte partielle d’activité enzymatique.

Les nanoparticules peuvent jouer un réle importiams |I'adsorption des biomolécules en
raison de leur grande surface spécifique et énerymurface libre élevée. La combinaison des
matériaux nanometriques et des biomolécules estinté@rét considérable dans les domaines
de la biotechnologie et de la chimie bioanalytigi&cemment, de nombreux types de
matériaux nanométriques tels que l'or [94,95]géat et les nanoparticules a base de,SiO
[96-98] ont ainsi été largement utilisés dans &isation de biocapteurs électrochimiques.

Dans le travail de Jiang et al. [96], les nanopaltis de silice hydrophobiques ont pu
améliorer l'activité de la glucose oxydase (GODnimbilisée sur I'électrode de platine, et son
mécanisme a été discuté sur la base de l'adsogtiéceOD sur les particules ultrafines.

Dans d’autre travaux de Tan et al. [97], des nartaqules de silice ont été modifiées avec
des molécules d'enzyme (glutamate déshydrogéndadasitate déshydrogénase), et se sont

trouvées étre un bon support solide biocompatible Bimmobilisation d’enzymes.
IV.6.a. Développement des capteurs potentiométriggepour la détection des godts

- Détection du pH (go(t acide)

La détection de l'acidité est associée a la medur@H et donc au développement de
microcapteur pH-ISFET précédemment décrit. Parns apteurs potentiométriques

commercialisés sur le marché sont actuellemergyigtemes suivants:

* Le systeme de détection de golt de Anritsu / ditsCorp (Japon), avec un réseau de

capteurs composeé de sept capteurs avec difféipras I polymére membranes [99].

* Le systeme MACS-multi-réseau de capteurs chinsgasec sept semi-conducteurs ISE
produit par McScience (Corée du Sud) [100].

* Le systeme ASTREE développé par la société fiaagadpha MOS qui utilise un ensemble

de sept capteurs sélectifs basés sur des cap8RES Ipour mesurer les composés organiques
et inorganiques [101].
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- Détection du sodium (godt salé)

F. Sauvage et al [102] ont pu détecter le sodiunutéisant le Ng4 MNO, en poudre
synthétisée par une réaction classique a I'étatesdbrace a une technologie plastique, ils ont
étudié la réponse potentiométrique par rapportsiiates sodium Naen milieu agueux. Une
réponse Nernstienne (55 mV / dec) a été obtenuedesuconcentrations allant de 214 a
1M. Oesh et al. [103] ont proposé des nouveaux TS&dectifs aux ions Naet NH;" basés
sur des membranes sélectives en polymeres synibgticontenant de I'ETH 227 et de la
nonactine. La sélectivite et la sensibilité cormesfent aux mémes réponses
potentiométriques des électrodes ISE avec desedemférieurs & 1 mV / h. Le temps de
réponse du capteur est d'environ 15 ms. Bruninkl il04] ont développé un capteur
similaire & base des molécules récepteurs (catixphg) incorporées dans une membrane en
polychlorure de vinyl en utilisant un poly (2-hyds@thyl méthacrylate) comme couche
intermédiaire entre la grille en dioxyde de silmiet la membrane de détection pour obtenir
un ISFET sensible au ions Navec une détection Nernstienne. Brunink et &5]bnt aussi
développé des capteurs ChemFET sensibles aux wmtisins N& a base d’une liaison
covalente d’ionophores sélectifs au sein d’une nramd en polysiloxane. Les ChemFETs
avec toutes les combinaisons possibles des ionegplitres ont été préparés et I'effet de la
liaison covalente sur le comportement de détecioété étudié. L'attachement des deux
composants électroactifs a la membrane polysiloximene une meilleur sélectivité aux ions
Na’ en solution aqueuse et une réponse Nernstien6e7 BV / décade).a durabilité est
améliorée par l'attachement covalent des compostusoactifs (plus de 90 jours).

D’autres capteurs Na-ISFET ont été développés paccd®d et al. [106] par une
implantation ionique afin de concevoir des micrdeaps sélectifs aux ions sodium Ndans
un mode différentiel. En implantant 220 ions/cnf d’aluminium Al & 10 keV et 18
ions/cnf de sodium NAa 7 keV, linterférence du potassium a été misémiet un signal de
58 mV/pNa dans la gamme dea 10* M a été obtenu en mode différentiel avec une émit

de détection d'environ T0M.
- Détection du glucose (goUlt sucré)

Weing et al [107] ont développé un biocapteur-ghgcfgout sucré) potentiométrique basé
sur un procédé d'immobilisation d’enzymes. L'enzyetele médiateur d’électrons sont

immobilisés sur la surface de l'oxyde d'étain (§n@xyde d'indium-étain (ITO) en utilisant
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un procédé de liaison covalente pour développebionapteur glucose potentiométrique
jetable (figure 16). Le verre SprO est un capteur de pH fabriqué par le dépatalehes
minces de Sn@sur un verre ITO. La glucose oxydase (GOD) et Ediateur d'électrons
(I'acide ferrocénecarboxylique FcA) sont co-immaddt sur le verre SpTO a I'aide du 3-
glycidoxypropyltriméthoxysilane (GPTS). La co-imniligation de GOD et FcA est une
approche utile pour élargir la plage dynamique algcentration en glucose de 360 mg/dl, et
pour I'amélioration de la linéarité et de la seitigéde détection.

STID}

GOD+FeA | GpTs  °PO
| Vi

P

Epoxy

Conducting
Line

ITO

Figure 1.17. Schéma de la structure de détectiaon dapteur pH en verre Sp O avec la

biomembrane enzymatique

D’autres travaux sur la détection du glucose oaitdétveloppés par Lee et al. [108] qui ont
utilisé une électrode en platine (Pt) comme actomnsur un ISFET & grille sensible pour
électrolyser le peroxyde d'hydrogéne (figure 1.18urs capteurs, couplés avec I'électrode de
Pt, ont présenté une gamme de détection allan8 @180 mg / dl.

v v working counter
0 electrode electrode

Ag/AgClI

Figure 1.18. Schéma du glucose-ISFET
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Yin et al. [109] ont développé une structure ddlegd base d’oxyde d'étain amorphe
(SnQ) et de verre d'oxyde d'étain (Indium Tin Oxide )T8Dr laquelle ont été co-immobilisés
de la glucose-oxydase et du dioxyde de manganés@4{Nbar un procédé de réticulation. Le
dioxyde de manganese a en fait été utilisé powlysar I'oxydation de kD, en Q. lls ont
ainsi réalisé un capteur glucose-EnFET jetable bogamme de détection et atteint la valeur
de 360 mg / dl.

On peut aussi citer les travaux de Luo et al.lswtétection du glucose en utilisant les
EnFET a base de nanoparticules §10]. Un EnFET sensible au glucose a été fabrgyuré
la base de la modification de la surface de gdilen ISFET avec des nanoparticules enSiO
et de la glucose oxydase (GOD). Par rapport a UfFEEnsans nanoparticules de it
capteur proposé montre une sensibilité plus életéene durée de vie prolongée. On en
déduit que les nanoparticules en Si@euvent offrir un environnement biocompatible et
ameliorer l'activité enzymatique. La gamme linéaieedétection est de 0,05 a 1,8 mM, et la
limite de détection est d'environ 0,025 mM. Legtsffde la concentration du tampon du pH et
de la force ionique ont également été examinédhideapteur présente une bonne stabilité et
reproductibilité et il peut étre utilisé pour lateiénination du glucose. lls ont aussi proposeée
des capteurs EnFET a base de nanoparticules,NiiQ]. lls ont développé un EnFET
glucose en co-immobilisant la glucose oxydase (G@Dles nanoparticules MaGsur la
grille d'un ISFET. Le biocapteur montre une augragon significative du pH local due a la
membrane sensible a la concentration en glucosenddification du pH est essentiellement
différente de toutes les autres EnFETs-glucosecdpacité de réaction particuliere des
nanoparticules Mn@avec le peroxyde d'hydrogene est la cause prilecgela variation du
pH. En outre, l'influence de la concentration donpgan du pH et de la force ionique sur
'EnFET-glucose a été étudiée en détail. Il sevteogue la force ionique a peu d'effet sur le
rendement de 'EnFET. L’'EnFET proposé présente népense linéaire dans la gamme de
0,025 a 1,90 mM, une bonne reproductibilité etitab

Seo et al. ont pu développer des capteurs ISFEdskasg le principe de I'électrolyse du
peroxyde d’hydrogéne [112]. lls ont utilisé unecélede de Pt comme actionneur (figure 18).
En comparaison avec le capteur de glucose converdiple capteur proposé a montré une
amélioration de quatre fois la sensibilité initjalme extension de la plage dynamique pour
une concentration de 5 mM de glucose, et une répphs rapide dans une solution tampon
de 10mM phosphate (pH 7,4 100 mM NacCl). Le cappeésente une forte dépendance de la

concentration du tampon lorsque celle-ci est médifie 5 a 20 mM, la sensibilité diminue
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par un facteur de quatre. Toutefois, une meillaamsibilité de I'ordre de 9 mV/mM a été

obtenue dans un tampon 20 mM de concentration.

GOD membrane

LI
§ | e/
epixi" T‘“‘m:_ m M,{/ —-SiaNs

i [ sioz

Figure 1.19. Schéma d’un capteur glucose-ISFET

D’autres travaux similaires a base de nanoparscde platine encapsulées par des
dendriméres ont été développés par Yao et al [118a et al ont aussi développé des
capteurs glucose avec une technique de transfechdee (CTTGS) [114]. La technique
consiste a amplifier les signaux de sortie paméthode d'accumulation d’'ions (D-gluconate
+ H"), la qualité du signal de sortie est ainsi élevéec la CTTGS proposée, il est possible
d'amplifier les signaux de détection sans amplifica externe a l'aide d'un cycle
d'accumulation. La CTTGS présente de nombreux agast comme une grande sensibilité,
une grande précision, un grand signal-sur-bruitRpNLa technique de transfert des charges a
montré d'excellentes performances pour le glucese ane grande portée (1445mV) et une
bonne reproductibilité. En outre, la CTTGS possaéde bonne sensibilité de 7,22 mVv/mM,
une limite inférieure de détection de l'ordre d8@10mM/L et une limite supérieure de
détection de I'ordre de 200 mM/L.

- Détection du glutamate (goGt umami)

D. Braeken et al [115] ont présenté un dispositjrile flottante revétu d’une couche de
glutamate oxydase (GLOD). Un FET a grille flottaitanal P) avec une configuration de
grille étendue a été fabriqué en utilisant une netdgie CMOS 0,25 um. La zone active
contient un transistor a grille flottante PMOS (fiig 20.). Pour augmenter la capacité de grille
et pour une bonne couche d'ancrage pour la chimisudface, 100 nm de @& ont été

déposés par pulvérisation réactive. La grille #ote a été protégée par une couche de
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passivation également en,08. La largeur de grille du transistor et la longusant de 100
pm et 1 um respectivement. Apres la découpe, lesspant été reportées sur des circuits
imprimés et les connexions électriques ont étéépgems contre I'exposition liquide par une

résine époxy (Epotek H54) durcie.

source drain bulk
bondpad Ta205 metal 2 metal 1 bnr}dl‘ﬂd bondpad

I’lll\ Si

p chm:mcl gate Si0,
Figure 1.20. Schéma du dispositif d'un ChemFET iBegilottante.

La fonctionnalisation d’enzymes est basée sur deolg-L-lysine combinée avec du
glutaraldéhyde. La chimie de surface a présentéenpellente stabilité pendant au moins un
mois dans le tampon Tris conservé a 4°C. La déteatiu glutamate est basée sur sa
conversion catalytique par la glutamate oxydase(dB). Cette réaction enzymatique produit
du HO; et du NH (cf. équation 10). La conversion du glutamate éiy A la surface de la
puce conduit a une augmentation locale de pH qui @dre détectée avec le capteur
ChemFET. Une limite de détection de glutamate d&viL& été obtenue avec le ChemFET-

GLOD et le capteur s'est avéreé étre sélectif atagiate seulement.
IV.6.b. Choix de développement du glutamate-EnFET

L’ion glutamate peut étre mesuré par des méthodesmratographiques (LC) [116-118],
I'électrophorese capillaire [119] ou la titrationotpntiométrique [120], qui sont trés
compliquées, consomment beaucoup de temps et éxigegrand volume d’échantillon. La
méthode de détection enzymatique est choisie @wnédier aux problémes mentionnés ci-
dessus (réponse rapide, taille miniaturisée, voléamantillonné a la microéchelle, faible colt
de fabrication). Les enzymes glutamate déshydragé@@DH) et la glutamate décarboxylase
(GDC) ont été utilisées pour la détermination dutayhate [121-126]. Cependant, la GDC et
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la GDH ont quelques inconvénients dus a la faibteviéé enzymatique et la nécessité d’'un
coenzyme NADH/NAD.

En paralléle, la glutamate oxydase (GLOD) est ureyme qui spécifiquement catalyse la
désamination oxydative du glutamate en présencau dd d'oxygene avec formation de

I'oxoglurate, de I'ammoniac et du péroxyde d'hyeérug[127,128].

Glutamate + @+ H,O GIutamate-Oxydgse Oxoglurate +@4 + NH; (27)

Le peroxyde d'hydrogene formé dans cette réacteut facilement étre détecté par la
réaction de la peroxydase chromogéne ou une méthogserométrique [129-134]. Par
conséguent, la glutamate oxydase posséde un axcptieentiel pour une utilisation en tant
gue composant principal a la détermination du ghate [135-140], bien que la GLOD
actuellement disponible a encore plusieurs incoievds tels qu'une faible activité

enzymatique [141] et un colt élevé [142].

Aujourd’hui, vue limportance du controle de la centration en glutamate dont la

concentration en exces est dangereuse pour 'hordenepmbreux travaux ont été orientés
vers l'analyse de cette espéce biochimique en isaluCependant, ces travaux n’ont pas
permis la mise au point d'un capteur de glutamaieiaturisé, stable, fiable et répondant

finalement a la demande du marché, que ce soit pagno-alimentaire ou la santé. Ainsi,

parmi les différentes méthodes de détection qustemi, nous avons choisi de développer un
microcapteur « glutamate » a base d’'un pH-ChemHEaTeffet, malgré le développement de
la recherche, il reste toujours des lacunes eruceaqncerne la sensibilité et la sélectivité de
détection, la durée de vie ainsi que le colt deidation. Le but de nos travaux de thése a
donc été de concevoir, de modéliser, de réaliseleaetaractériser un microcapteur pour la
détection du glutamate en temps réel, ceci sumke l'une détection potentiométrique de
type ChemFET. Notre choix est justifié par I'expgtdu LAAS dans la réalisation des

ChemFETs pour les analyses environnementales {@Bgdicales [58,59,62]. Nous citerons

plus particulierement les travaux de M. William Sah M. Ahmed Benyahia consacrés a
I'étude des EnFETs pour la détection de l'uréeecladcréatinine dans le cadre du diagnostic
de linsuffisance rénale. Notre cahier de chargété de développer un capteur rapide,
sensible, sélective qui peut détecter des condemtsade glutamate dans des volumes a
I'échelle du microlitre pour répondre au besoinndarché, puis d’intégrer ce capteur dans un

simulateur de mastication développé par les charstdu FLAVIC-INRA a Dijon.
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Chapitre I Réalisation et caractér@matiechnologique

Introduction

Nous présenterons dans ce chapitre la concepéiogalisation et la caractérisation des
microcapteurs chimiques pH-ChemFETs. Nous commengan le dessin de masques qui
permet de définir les motifs et le design du miagieur. Une fois le jeu de masques mis en
place, nous passons a l|'étape de réalisation de<h#hFETs dans la plateforme
technologique du LAAS. Ensuite nous détaillonselehhique d’encapsulation pour les puces

ChemFETs utilisées.
I. Conception des Masques photolitographiques

Les masques on été congus et réalisés en utilisdagiciel dédié Clewin. Le principe
adopté pour mener a bien ce projet est de concsiransistors EnNFET/ElecFET selon un

méme procédé technologique (figures II.1 et IIE).parallele, un transistor MOS de test a

été réalisé en ajoutant une couche métalliqueitle sur la zone sensible $8l, (figure 11.3).

I

Figure I.1. Dessin du masque d’'un ChemFET Figure I.2. Dessin du masque d'un ElecFET

Figure I1.3. Dessin du masque d’un transistor MOBFE
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Les différents composants (MOSFET, ChemFET, EledRT finalement été agencés de

maniére optimisée par rapport & un substrat 4 officrire 11.4).
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Figure Il.4. Dessin du masque d’'un substrat comtemae centaine de puces

La réalisation de ces composants a été faite esiepits étapes technologiques qui ont

nécessité huit niveaux de masques (Figure IL.5).

1-Imgplantation du caasson P -
2 implantation du casson P+ o
Z-lmplantation du casson M+ &
4.0pde de mitnire A8
J-Cuverture de contact LB
6-Métallisation L8
T-Electrode en Argent - X
8-5U38 B

1-Tmplantation du caizson P 2-Implantation dun caisson P+

J-Tmplantation du carzson N+ - :m of ml " m_. i |1Ie S-Ouverture des contacts

G- Wetallization TaPt T-MMeétallisation arzent S-Passivation SUS

Figure 11.5. Les huit niveaux de masque pour ldiséaon d’'un ChemFET
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En utilisant les techniques de photolithographie transfere les formes géométriques du
masque sur les substrats. L'idée consiste a dépnsarouche mince de résine photosensible
pour revétir la plagquette, suivie d'une insolatioN a travers un masque qui limitera
I'exposition sur les zones désirées et par unguwdtahimique (AZ développeur) la résine

sera retirée des zones définies par le masqueasigon [1].

I.1 Description du procédé standard de photolithogaphie (Masques 1 a 5)

La photolithographie standard se déroule selosdgsiences suivantes:

- Préparation du substrat: déshydratation a I'ét(@@0 °C) pendant 20 minutes, puis
passage au HMDS (Héxaméthyldesilazane) 30 minafiesde promouvoir I'adhérence de la
résine photolitographique sur I'oxyde de silici&i®,.

- Dépobt de résine PFI 1 um d’épaisseur.

- Alignement et exposition (figure 11.6).

- Développement (AZ développeur) et recuit.

Une fois la résine photosensible exposée enlead#atjuette est recuite a une température
basse de 115 ° C pendant 1 minute afin de dwcédine photosensible restante.

Notons que I'image du masque a seulement été érées$ur la résine photosensible. Cette
derniere va étre utilisée comme un masque temgogour graver I'oxyde dans un bain

d’acide fluorhydrique.

- Gravure chimique de I'oxyde (buffer HF : 15mfijcette étape est nécessaire que pour la
gravure de I'oxyde)

- Elimination de la résine photosensible: rircag'acétone et a l'eau déionisée (EDI).

Figure I1.6. Machine d’alignement et d’insolatiom Suss MA150
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1.2 Description du procédé de photolithographie par'Lift-Off* (Masques 6 et 7)

Le "lift-off" consiste a déposer sur le substraé wouche mince métallique [2,3], soit par
évaporation sous vide, soit par pulvérisation adite (sputtering). La couche de matériau
(Tantale/Platine/Argent) se dépose tant sur laneésstant apres le développement que sur la
surface du substrat (Figure I1.7b).

Lorsque le substrat est immergé dans un solvant(fmétone), la résine sera dissoute
(Figure I.7c). Par conséquent, uniquement lesigg|adu matériau étant directement en

contact avec le substrat vont subsister et repredeimotif (Figure 11.7d).

4 a) I
Motif défini dans la résine Dépdt d'un film
C) Solvant d)
 for C ™
Substrat
Dissolution de la résine Motif reproduit dans le matériau
k (lift-off) )

Figure I.7. Schéma représentant le principe deduté du lift-off

Le dépdt de la résine par lift-off se fait en suivles séquences suivantes :

- Préparation du substrat (nettoyage, déshydratgtiomoteur d’adhérence)
- Enduction a la tournette de la résine NLOF 2,5pré-recuit, détourage),

- Insolation U.V. a travers le masque

- Recuit

- Alignement et Insolation

- Développement (AZ remover)

- Post-recuit.
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Il. Technologie de fabrication

Nous avons choisi un substrat silicium d’orientatio100 » de type N (525um), avec une
concentration en dopants de*18tm/cni. La taille du substrat est de 4 pouces [4,5] oNst
gue les figures ne représentent pas les dimengiéelles mais permettent d’illustrer

simplement les étapes de fabrication.
II.1 Nettoyage du substrat

Cette étape est répétée durant tout le processusd'@fiminer toutes les impuretés sur la
surface de la plaquette [6]:
- Nettoyage des plaquettes dans le bays® (90%) : HO> (10%) [1:1] pendant 30
secondes.
- Ringage des plaquettes dans un bécher contdeaiEDI pendant 5 minutes avec mesure
de résistivité (11 M-cm) et séchage sous azote.
- Immersion 30 secondes dans une solution tampéh A®IF suffisante pour éliminer la
couche d'oxyde contenant les impuretés et résidus
- Ringage des plaquettes dans I'EDI et séchageazats

Une mince couche d'oxyde de silicium est forméeteceouche d'oxyde piege les
impuretés organiques et les ions Nar la surface. Elle est finalement retirée afmsdurer la

propreté de la plaquette.

[I.2 Oxydation de champ

Silicium (Si)

Figure 11.8. Oxydation de champ

Une couche d'oxyde de silicium Si®@st utilisée pour masquer et protéger les zonas no

soumises a différentes opérations futures (implamts, recuits,...). Le substrat est placé
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dans un four d’oxydation a haute température (1Cp@endant 3 heures. Au cours de cette

étape, une couche de Sithermique (800 nm) est formée par oxydation humide

I1.3 Photogravure de I'oxyde de champ (Masque 1)

Aprés oxydation, la plaquette de silicium est astigent recouverte d’oxyde de silicium.
Cet oxyde protege les zones non traitées et empedbs dopants d’atteindre toute la
plaquette de silicium.

Cette étape est destinée a graver I'oxyde de mgsaguoaur former le caisson P et les zones
actives, comme le montre la figure 11.9. Elle seodée selon les étapes de photolithographie
standard (paragraphe 1.1)

Substrat (N)

Photo 11.9. Gravure d’oxyde
II.4 Oxyde de pré-implantation (40nm) et Implantation du caisson P (Masque 1)

Au cours de cette étape, une couche mince de 4@8'oxyde de silicium est formée par
oxydation seche a une température de 1000°C ped&antinutes (Figure 11.10). A travers
cette couche, on implante les dopants successivetioebore et de I'arsenic pour créer des

caissons profonds'®uis les zones actives” [drain, source).

Substrat (N)

Figure 11.10. Oxydation de pré-implantation
L’implantation d'ions est une technique a basseésature pour introduire des impuretés

(dopants) dans la plaquette de silicium et offre ptus grande flexibilité que la diffusion.
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Elle est utilisée pour régler avec précision lastem de seuil. L'énergie des ions détermine a
guelle profondeur ils vont pénétrer dans la plamgeandis que le courant de faisceau et le
temps d'exposition déterminent la dose d’'implaoat

Le dopage du caisson est effectuée par une impitamtae bore (E=50 keV, Dose =0
at/cnf, Temps d'implantation = 78 secondes, Courant $1@)4 Le systéme d'implantation

d'ions dirige et balaie un faisceau d’ions swsudace de la plaquette de silicium.

Implantation Bore

L
o

Substrat (N)

Figure II.11. Implantation du caisson P (Bore)

11.5 Recuit de diffusion

L'implantation est suivie par une étape de re¢hérmique a 1150°C pendant 90 minutes
qui permet de redistribuer profondément et actigkctriquement les atomes de bore
implantés dans le silicium mais aussi de rédusedigfauts cristallins créés par I'implantation

ionique. L'oxyde de pré-implantation est conservpegmet d’éviter une exodiffusion du bore

(figurel2).

P

Substrat (N)

Figure 11.12. Recuit de diffusion
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1.6 Implantation des anneaux de garde P (Masque 2)

L'implantation d'un caisson Pen bore (E=50 keV, dose=f@t/cnf, Courant = 80 pA,
Temps d’'implantation = 40 minutes) sert d’anneawdsde qui a pour but de collecter les
courants parasites avant qu’ils n'atteignent lesegsensibles du composant (figure 11.13).

Ce caisson permet de limiter la conduction d’'unrantide fuite surfacique grace a la

jonction PN ainsi créée.

Implantation Bore 10'®at/cm’

N

Substrat (N)

Figure 11.13. Implantation des anneaux de gardg (P

Notons qu’une fois I'implantation faite, la résiagant été fortement échauffée durant cette
étape, elle ne se retire pas simplement par uagae I'acétone mais nécessite un plasma O
de 45 minutes ou plus pour dissocier tous les caggpuolatils (CO, CQH,0...).

[I.7 Implantation des zones actives source et draifMasque 3)

Les zones actives source et drain sont réaliséesngdantation d’ions arsenic a travers
'oxyde de pré-implantation (figure 11.14). Elle npeet un contréle précis de I'énergie du
faisceau, et par conséquent de la distribution fiopdeur des impuretés implantées en
connaissant parfaitement la dose introduite 8 aicnf avec une énergie de 100 keV, un
courant de 75 A et temps d’'implantation de 34 nagaut

La procédure se termine par le nettoyage de lagési plasma oxygene {@endant 45

minutes).
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Implantation d’arsenic

N

Substrat (N)

Figure 11.14. Implantation d’arsenic
[1.8 Redistribution sous atmosphére oxydante (600njn

Cette étape a pour but de redistribuer plus praforaht et d’activer électriquement les
atomes de bore et d’arsenic (les zonesetPN'). En paralléle, elle permet de réduire les
défauts cristallins créés par I'implantation ioreqCette redistribution a lieu sous ambiance
oxydante, faisant ainsi croitre un oxyde protect@er600 nm. Le cycle thermique de la
redistribution a été optimisé en tenant compteadéiffusion du caisson d’isolation durant le
bilan thermique. Il est caractérisé par une oxgaatiumide a température 1150 °C pendant

deux heures (figure 11.15).

Substrat (N)

Figure 11.15. Redistribution sous ambiante oxydante
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[1.9 Ouverture de la grille (Masque 4)

Cette étape est destinée a graver 'oxyde déméafin de réaliser I'oxyde de grille avec
une épaisseur désirée.

Une attaque chimique dans un bain HF (10%) permefraver I'oxyde de silicium (figure
11.16).

Substrat (N)

Figure 11.16. Ouverture de grille

11.10 Nettoyage RCA (avant oxydation de grille)

Cette étape est trés critique, il faut que la sgrfen silicium soit extrémement propre avant
I'oxydation de grille. Nous avons donc fait le chdu nettoyage RCA qui, par ses différentes
étapes, permet de retirer tout type de contaminang@niques, ioniques et liées aux métaux

lourds. Ce nettoyage des plaquettes utilise sinsksuccessifs [7].

- Un bain d’acide nitrigue HN©Oa 80°C pendant 10 minutes pour oxyder la surface du
silicium (quelques nanometres) tout en détruisapiuipart des composés organiques présents
sur le substrat suivi d’un ringage EDI et d’'un ssgdhsous azote.

- Un bain de HF 10% pendant 30 secondes pour enléxyde superficiel suivi d’'un
rincage EDI et un séchage sous azote.

- Un bain d’ammoniaque NJOH (28%) et d’eau oxygénée®, (30%) + E.D.I. [1:1:5] a
80°C pendant 10 minutes, pour retirer les contatioing organiques et métalliques, suivi
d’un rincage EDI et d’'un séchage sous azote.

- Un bain d’acide chlorhydrique HCI (37%) + eawgé&née HO, (30%) + E.D.I. [1:1:6] a
80°C pendant 5 minutes pour enlever les contanmsnaétalliques, suivi d'un rincage EDI et

d’'un séchage sous azote.
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- Un bain de HF 10% pendant 30 secondes pour enleoeyde superficiel formé
précédemment suivi d’un dernier rincage EDI et dd@nhage sous azote.

[1.11 Oxydation de grille (50nm)

Apres le nettoyage RCA, les plagues doivent étfeuenées immédiatement pour éviter
toute contamination de la surface. L’oxydation ddegdes composants ChemFETs est une
étape qui va influer sur les propriétés électriqdeastransistor, il est important de bien
contrbler I'épaisseur et la qualité de cet oxydesticium SiQ. Cette étape est réalisée par
oxydation thermique séche du silicium a une tentpégade 1000 °C pendant 45 minutes.
Elle permet d’assurer la croissance d’'une minceltewe SiQde 50 nm d’épaisseur de

bonne qualité diélectrique (Figure 11.17).

Oxyde de Silicium (Si¢)

Substrat (N)

Figure 11.17. Oxyde de grille

[1.12 Dépot de nitrure du silicium par LPCVD (50nm)

Nous déposons une couche de nitrure de siliciuN,Sie 50 nm d’épaisseur par dépbt
chimique en phase vapeur sous basse pression (LPQpm de largeur et 900um de
longueur. Cette couche de bonne qualité diélearigst utilisée comme une membrane

sensible au potentiel hydrogéne (pH).
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Nitrure de Silicium (SiNy)

Substrat (N)

Figure 11.18. Dépot de nitrure de Silicium
11.13 Ouverture des contacts (Masque 5)

En suivant les techniques de photolithographiesri#iinissons les zones d’ouvertures qui
assureront de bons contacts électriques entre tal regles zones actives du composant
(drain, source, substrat). L'ouverture des contaotssiste a attaquer le nitrure de silicium
SisN, par une gravure plasma RIE (bati KCRuissance : 40 W, gaz : ¢B, temps de
gravure : 1 minute) et I'oxyde de silicium par grer humide (buffer HF) pendant 10 minutes
pour réaliser les ouvertures de contact avantpétdde métal (Figure 11.19).

Nitrure de Silicium (SizN,)

/ N\

Substrat (N)

Figure 11.19. Ouverture de contact
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I1.14 Métallisation tantale /platine (Masque 6)

Cette étape sert a former des contacts fiablelesurones actives du composant et réaliser
les microélectrodes de références et de polansafjpuce ElecFET). Les couches
tantale/platine (Ta/Pt) ont été déposées sur lfacrde la plaquette par évaporation
thermique 50nm/200nm (bati : bicluster, vitesseldpbt du tantale /platine : 0,3 nm/s et 0,9
nm/s). Le platine est connu pour ses difficultéscdfoche sur un substrat de silicium d’ou
I'utilisation d’une couche de tantale comme coudlaecroche. (Figure 11.20).

Le dépdt de la résine se fait par "Lift off* en\ant les séquences décrites dans le
paragraphe 1.2

Métal Ta/Pt

Résine protectrice

Substrat (N)

Figure 11.20. Photolithographie "Lift off" et métisation Ta/Pt

La derniere étape est le retrait de la résiner pela nous passerons le substrat dans un
bain d’acétone, ainsi le métal déposé sur la régrgenlever (Figure 11.21).

Drain  Source Bulk Electrode Pt

Substrat (N)

Figure 11.21. Contact métallique Tantale/platine
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[1.15 Recuit de Métallisation

Dés que la résine est totalement retirée, noussavecuit des plaquettes pendant 20
minutes sous azote hydrogéné a 250°C. Cette éiapru@ les contraintes dans les zones

métallisées et améliore les propriétés d’accrocligge couche métallique

11.16 Métallisation Argent (Masque 7)

Dans cette étape, nous déposons de l'argent &mukede la future électrode de référence
Donc, apres une étape de photolithographie " fift-p nous déposons l'argent par
évaporation (Bati : VEECO, épaisseur 400 nm, vieds dépodt 20 A/min) et le résultat
obtenu est schématisé sur la figure 22.

. Argent
Drain Source Bulk

Substrat (N)

Figure 11.22. Dép6ts d’argent sur I'électrode

[1.17 Encapsulation Su8 (Masque 8)

Cette derniere étape avant la découpe du subspatiiabut d’éviter tout contact entre
I'électrode en platine et le milieu liquide contkur (prévention des courants de fuite). Pour
ce faire nous allons recouvrir tout le composannd’'résine épaisse de passivation, la SUS8.
Cette résine est une formulation photosensiblentéceomposée principalement de résine
époxyde. Elle résulte de recherches dans le dontkapplication des polyméres époxy a la
microélectronique. Les résines époxydes présentest propriétés chimiques, physico-
chimiques, mécaniques et physiques intéressantese: bonne résistance chimique et

mécanique, une excellente adhésion sur la plugarsdbstrats, une bonne isolation électrique
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et thermique, et finalement de bonnes propriétéspdrméabilisation. C’est pour toutes ces
raisons que nous l'avons choisie.

Pour le fonctionnement, nous laisserons des aunestune au niveau de la zone sensible,
une seconde dans la partie argentée de I'électeiddes fenétres au niveau des prises de
contact.

Ag/AgCI

Drain  Source Bulk

Substrat (N)

Figure 11.23. Passivation Su8

La figure 11.23 montre la couche de passivationa$&e sur toute la surface avec des
ouvertures pour les prises de contact, le canlal gartie argentée de I'électrode. Apres cette
étape le procédé technologique est terminé et pousons passer aux premiers tests avant
découpe et montage sur PCB (Figure 11.24).

Figure 11.24. Fabrication collective des puces CREMs sur un substrat silicium
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[1.18 Caractérisation des transistor MOS sous poites

Les transistors MOS ont été caractérisés sur pladaéde d’un testeur sous pointe (Karl
suss PA 200) afin de valider le procédé (figur2S).

Figure 11.25. Testeur sous pointe Karl suss PA 200

La figure 11.26 nous montre la réponse classiquerdesures de courant+ f(\V49). Nous
remarquons que le transistor commence a condyeeta d'une tension de grille de 1 volt,
Nous souhaiterons, par la suite, travailler enmégile fonctionnement saturé pour évaluer les
variations de la tension de seuil uniguement. Aipsiur étre dans cette configuration, il
faudra appliquer une tension drain-source supériaut,5 V pour étre certain de travailler en
régime saturé. En fixant une tension drain-soutaneappliquant une rampe de tension a la
grille metalliqgue du transistor MOS. Nous avonsérda courbe gk =f(V4) pour différents
valeur de Vs (figure 11.27) ou la tension de seuil est égale A volt et le courant de fuite
inférieur a 10 pA. Ces mesures montrent le bontfonecement des transistors MOSFETS.
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Figure 11.26: Tracé de la caractéristique d’un transistor M@$S=f(Vds

7,00E-03
6,00E-03
5,00E-03 - Vds=1v
%\ 4,00E-03 /—Vds=1.75v
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e /
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1,00E-03
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-4 -2 0 2 4

Ves (v)

Figure 11.27 Caractéristique d’un transistor MOS Ids =f(\

Aprésla vérification du bon fonctionnement des transstdOS et bujours sur le ban
de test sous pointesous injecton une goutte d’une solution tamporpid 4 et10, et nous
regardons la réponskl capteu Nous voyons que la réponse en coucdi@nge d’un pta un
autre ce qui montre que notre capteur est seraibfg- avec unesensibilité d 50 mV/pH
(Figure 11.28).
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4,00E-03
3,50E-03 /
3,00E-03

2,50E-03

2,00E-03 // Ph4
1,50E-03 // = Ph 10
1,00E-03 / /

5,00E-04 //
0,00E+00 # | '

Vas(v)

Ids (A)

Figure 11.28. Test pH sous pointe

Une fois qu’on a terminé la fabricatiddes capteurs et la caractérisation sous fs des

transistordMOS, nous passo au montage des composants.

lll. Montage des composan

[11.1 Découpe

Une fois ces mesures effectuées, nous sommes passdte au montage des compos
gue nous présentons par la suLe montage des composants se fait en plusieurs$tig
premiere est la découpe, puis le report sur umiicinmprimé, la connexion électrique entre
composant et son support, et 'encapsulation detacts pour les oler et assurer I'étanchéi
en milieu aqueux. Aprés wepbt d résine pour protéger le substrat des éclats dagusilj la
plaquette va étre découpée€’aide d’'une scie diamantée apms recuit a 10°C pendant 60
secondes.

[1l.2. Report sur PCB et connectique

Une fois le substraiécoup, nous passorau report des puces sur circuit imprimé ou
« printed circuit board »PCE).
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Source
Bulk

Drain

Electrode Pt

Electrodede
Réf Ag/Agcl

Figure 11.29. Report des puces sur PCB

Nous avons choisi deux types de PCB. Fetype permet le montage des puces sur des
PCB en batonnet (figures 11.29 et 11.30) afin dstée nos capteurs au LAAS. Apres la
découpe des composants, les puces vont étre cal@esun époxy (H70E) par face arriére
sur les circuits imprimés. La polymérisation detdle (H70E) est réalisée dans une étuve a
90°C pendant 15 minutes. Cette colle a été chpwmie ses propriétés de tenue dans un milieu
agueux et ses faibles propriétés de dégazage.rreximn électrique des puces sur le circuit
se fait par microsoudure (Bati : Kulicke 4526, gaisce des ultrasons: 480 milliwatts, temps:
40 millisecondes), la technique utilisée est le dgezbonding” (le fil assurant la connexion
est un fil en aluminium de 25 um de diametre).

L’encapsulation se fait par un enrobage de typeb-gbp de silicone" (Loctite 5248).

Figure 11.30. ChemFET en Batonnet
Nous avons réalisé un deuxiéme type de PCB afintédjrer nos composants ChemFETs

dans le masticateur électronique développé parLliBVEC-INRA (Institut National de la

Recherche Agroalimentaire). Les contraintes d’irdgn ont nécessité la réalisation d’un
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PCB carré (5x5 mf) avec contacts reportés en face arriére (figurds & 11.34). Néanmoins,

le procédé technologique de montage a été idenéiqumécédent.

Face arrerse

& = '8 8 b @

= s R D g

Smm

')_r"
)

Figure 11.31. Design du packaging

Y

arnm

Figure 11.32. Rport des puces sur PCB Figure 11.33. Glop-top silicone

Figure 11.34. Récupération du signal en face agriéer
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IV. Intégration de I'électrode de référence en Ag/AClI

Si les composants ChemFETs sont terminés, il cahd@xyder la microélectrode Argent
afin de réaliser une microélecrode de référenc&g@! intégrée [5]. Le procédé d’oxydation
se fait en deux étapes. Tout d’abord il faut queudace de I'argent soit nettoyée de toutes
impuretés. De plus, l'argent s’oxydant rapidememtcantact de l'air, il est nécessaire de
passer par une étape de désoxydation. Pour leyagécet la désoxydation, nous ferons un
cycle de voltammeétrie de I'argent dans une soluti@atide sulfurique (0,1 M). Nous faisons
cing cycles, avec une variation de tension appéaerére I'électrode de référence (au calomel

saturé) et I'électrode de travail (argent) allaO3 & 1,2V (figure 11.35).

Ewe 'V vs, Ag/AgCl | KCI (sat'd)

Figure 11.35. Voltamogramme du cycle de nettoyagéatrgent

Puis, la deuxieme étape consiste a oxyder en surfagent en trempant les capteurs dans
du FeC} (0,1 M) durant 5 minutes. Ainsi une couche d’Agé€lforme a la surface et nous
obtenons une électrode Ag/AgCI.

Nous allons dans ce qui suit, caractériser noseoaptayant une électrode Ag/AgCl

intégrée et des capteurs ayant une électrodenexfay/AgCl commerciale.

V. Mesure de pH en continu
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Le test de validation de notre technologie pH-ChEmFonsiste a réaliser un titrage
acido-basique utilisant des burettes automatigD€&3S{MAT) contenant un acide fort HCI
[10" M] ou une base forte TMAKTetramethylammonium hydroxidg)0™* M] & I'aide d’'un
systeme automatisé [8]. Ainsi, il est possible @ectériser la réponse de nos capteurs dans la
gamme de pH [2-10].

S

Figure 11.36. Banc de test en continu

Nous pilotons le systeme par un ordinateur qui camae les interfaces de mesures et les
burettes de dosage a travers un logiciel dévelpppée service 21 [9] qui sert & visualiser en
temps réel les mesures (figure 11.36).

0,15

i 2 3 4 5
0,05 BN =
: N

l
-0,05 l
-0,1 \
-0,15 \
-0,2
-0,25 \
' /
-0,3
-0,35 :
0 5000 10 000 15 000

Vs (V)

Temps (s)

Figure 11.37. Courbe de titrage acido-basique empteréel

Le microcapteur pH-ChemFET est plongé dans ungtisol contrélée par une électrode

pH commerciale, I'hnomogénéité du pH de la solutiétant assurée par un agitateur
magnétique.
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Nous partons de 50ml d’'une solution de HCI centaime| nous injectons ensuite 10ml
d'une solution de TMAH décimolaire pour passer ¢itth2 a un pH 10, puis nous injectons
10 ml d’'une solution de HCI décimolaire pour revediun pH 2. Le courant drain—source
commandé par le ChemFET-metre étant de 100pA &nision drain-source de 1.5 V, la

mesure va se faire en cinq phases :

- Phase 1 : pas d’injection, pH constant (pH=2pdt20 minutes

- Phase 2 : injection de 0,13 ml de TMAH &"h8ol/l pendant 1h, soit 8 ml de TMAH
injecté, le pH va passer de 2 a 10 environ

- Phase 3 : pas d'injection, le pH reste consthd} pendant 20 min

- Phase 4 : injection de 0,13 ml/min de HCI & &rl/| pendant 75 minutes, soit 10ml de HCI
injecté, le pH va passer de 10 a 2

- Phase 5 : pas d’injection, pH constant (envirpn 2

La figure 11.37 montre la réponse du capteur pehterpérience de titrage acido-basique
avec un fil Ag/AgCI commercial utilisé comme élexte de référence [10]. La mesure permet
de caractériser correctement les variations derpkceord avec la théorie. Par comparaison
avec les données de I'électrode pH commerciales pouvons donc évaluer la sensibilité du
microcapteur pH-ChemFET a 52 mV/pH environ en bocoed avec la loi de Nernst (figure

11.38). Ces résultats valident d'ores et déja tz@dé de fabrication de nos capteurs.

0,1

0,05 \ == S51=52-mV/pH

N = S2="54-m\V//pH

20,1

d

SN
-0,05 \\
N
0,15 \
02 N

— N
-0,25 \
-0,3

0 2 4 pq-l 8 10 12

Figure 11.38. Sensibilité du capteur avec un fil/AgCl utilisé comme électrode de

polarisation
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La figure 11.39 montre des résultats obtenus ai@edtrode intégrée Ag/AgCI. L’allure de
la courbe suit bien I'évolution du pH, la senst@ilest linéaire (figure 11.40) et il N’y a pas
d’instabilité au cours de la mesure. Ces résukatst comparables a ceux obtenus avec
I'électrode commerciale, la sensibilité étant derdre de 48mV/pH. Ces résultats sont
encourageants et valident le procédé de fabricatonos capteurs et des microélectrodes de

référence Ag/AgCl intégrées.

-0,1

Vs (V)
e

/

0,4

0,5 \\—-,}
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0 2000 4000 6000 8000 10000 12000 14000
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Figure 11.39. Comportement du ChemFET avec I'étmtdrintégrée Ag/AgCl
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Figure 11.40. Sensibilité du capteur avec I'éledi intégrée Ag/AgCI utilisée comme

électrode de polarisation
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VI. Caractérisation des microcapteurs pH-ChemFET das le masticateur électronique

VI.1 Description du masticateur électronique

Il est constitué d’'une cellule motorisée dans ldgueeffectue la mastication, d’'un boitier
électronique et d’un micro-ordinateur. Des courande dents interchangeables, une arrivée
de salive artificielle dont le débit est assuré s pompe seringue, une arrivée de gaz, et des
dispositifs de prélevement et d’analyses, constttget appareil. Le volume maximum de la
cellule est d’environ 100 ml, soit le volume moy#uane bouche d’'un homme adulte. Chaque
fonction peut étre paramétrée indépendammentfotess et les fréquences de la mastication,
le flux de salivation, les compositions salivailes, parameétres respiratoires, etc.

Grace a ce simulateur de mastication et a des itpas d’analyses comme la
chromatographie ou la spectrométrie, il est possii¢ suivre, I'aliment en bouche, la
libération des composés de la saveur par des préaknts de salive, et la libération des
composés volatils responsables d'ardbmes par ddgvpnéents gazeux. |l est possible
également d’étudier, grace au paramétrage desdosct’évolution de la texture de I'aliment
au cours de la mastication. Le paramétrage desilgprdentaires et des conditions
masticatoires et salivaires peuvent égalementrspour des études sur différentes classes
d’age. Cet outil permettra par exemple de savacement quels parametres physiologiques
interviennent réellement dans les phénoménes dgatibn d’ardbmes et des saveurs en
bouche lors de la mastication d’'un aliment. Il pettma aussi de relier par exemple la facon de
mastiquer, qui varie largement d’'un individu a tt&y a la perception sensorielle du produit
mastiqué, et aux conséquences de ces parametrés temps nécessaire a I'apparition du
rassasiement (figure 11.41).

(|

Figure 11.41. Le masticateur électronique
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V1.2 Intégration du microcapteur ChemFET dans le maticateur

Avant de commencer les manips, nous nous sommeséasge la bonne détection des
microcapteurs pH-ChemFET dans des solutions tangasna pH 4 et pH 7. La Figure 11.42
montre une stabilisation du capteur avec une séitssiautour de 50 mV/pH, ceci en accord

avec de précédents résultats effectués au LAAS.

-o,og !I H M

-0,04 pH4

-0,06
-0,08
-0,1
-0,12
-0,14
0,16 + pH7
-0,18 N
-0,2 f
0 500 1000 1500 2000 2500 3000
Temps (s)

Vs(V)

Figure 11.42. Mesure de pH dans des solutions tamg@es a pH 4 et pH 7

Nous avons eu quelques problémes de mise en pladispbsitif au niveau du masticateur
électronique. Tout d'abord, nous avons passé undpet@mps a paramétrer le masticateur
étant donné gu'’il ne sauvegardait pas la positiotiale (avec quelques "bugs" relatifs au
logiciel...). Ensuite, nous avons eu des soucis pmller et connecter le capteur pH-
ChemFET sur la tige de mesure (figure 11.43). Nauens reussi le collage avec une colle
Latex et il nous a fallu rallonger la longueur dd#s de connexion en passant de vingt
centimétres (initialement prévus mais insuffisaptsur l'utilisation finale...) a pres de
cinquante centimeétres.

Il a aussi fallu tenir compte de problémes de massee l'interface de mesure et le
masticateur électronique en travaillant avec uneseaommune pour éviter |'apparition de

courants parasites et par inférence d'erreurs denme
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Figure 11.43. Collaget connexion du capteur pBhemFET sur la tige de mes

Au total, nous avons réussi a mettre en place mhaexier les capteurs -ChemFET du
LAAS sur le masticateur électronique du FLAVIC (fig 11.44).

Figure 11.44 Test du capteur ;-ChemFET dans le masticateur électron

Les expériences ont été faites en utilisant dudgscitron (de pH et composition n
connus) ainsi qu'une solution d'eau "déionisée" pour les étapes
trempage/nettoyage/calibration initiales et finalé® microcapteur p-ChemFET a été
trempé dans la solution en phase de mastication ane période de 10 secondes (dol
secondes de trempage) pour 10 c\ consécutifs. Il a ainsi été possible didenti
clairement les pics de mesure du pH relatifs aidit#c de la solution analysée, u
augmentation de tension correspondant aune diminution de pH (figure 11.4).
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Pour conclure et étre plus précis quant au bortifimeement du capteur pH-ChemFET, il
nous faudrait connaitre le pH, la composition daigie citron et la solution d'eau "déionisée”
(en particulier la concentration en ion chlore eson de ['utilisation d'une électrode

Ag/AgCI) afin de pouvoir vérifier la valeur de larssibilité au pH.

0,7

0,6
0,5 J
0,4

03 s
A AR sg=

0,1
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0 50 100 150 200 250 300
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Figure 11.45. Réponse temporelle du capteur pH GHEM
pour I'analyse de jus de citron dans le masticatatronique
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Chapitre Il Modélisati des mécanismes de détection du glutamate-EnFET

Introduction

Dans ce chapitre, nous allons d’abord établir lgsiaBons générales régissant le
fonctionnement des capteurs enzymatiques a effethaenps (EnFETS), puis nous nous
intéressons a la réaction enzymatique pour le mlate-EnFET dans le but de créer un
modele de simulation. Une fois le modéle établysétudierons le systeme de détection et
nous verrons l'influence de chacune des grandéuntgigt.

|. Détection d’'un substrat par un enzyme

La technologie EnFET basée sur la mesure de piglestparticulierement adaptée a la
famille enzymatique des hydrolases. Ce type d’emzgst en effet responsable de I'hydrolyse
de la fonction amine et ainsi de la production di@mniaque en phase aqueuse [1]. La
premiéere étape est la consommation du substrda péaction enzymatique pour produire des
molécules NH. En présence d'eau, ces molécules vont se transfoen ions ammonium
NH," afin d’équilibrer les réactions acido-basiquescduple NH'/NHs;. Le phénomeéne est
connu pour étre responsable d’une augmentationHleAmsi nous avons un apercu des
phénomenes physico-chimiques agissant au sein dtineture enzymatique qui vont étre
explicités pour le glutamate-EnFET.

I.1 Réaction enzymatique et théorie de Michaelis Mg#en

Les enzymes sont des protéines capables de catabls® réactions chimiques
(biocatalyseurs) de maniere spécifique [2]. Laipaldrité d’'une enzyme est de posséder un
site actif. Ce site actif est une petite zone fFgiee de la protéine enzymatique dont la
géométrie a une importance considérable sur laifggigc || a deux fonctions principales
lites a la fixation du substrat et a sa transfammatPour exprimer I'activité des enzymes,
E.L. Michaelis, M. Menten et V. Henri [3], ont progé un schéma réactionnel selon lequel un
substrat S est transformé en un produit P en pgaaliintermédiaire d’'une phase transitoire
de création d’'un complexe Enzyme-Substrat spéafifjgure 111.1).

Ky K,

v

v

S+E ES E+P (2)

A

K
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Figure 111.1. Catalyse d’une réaction chimique par une en:

La cinétique de la réaction est donnée par I'équnale Michaeli-Menten (figurelll.2) :

[S]

V= Via m (2)

Ou v est la vitesse de la réaction chimique max €st sa valeur maximale, [S] est

concentration du substrat en solution y est la constante de Michaelis :

Ky = ©
;
Ve
Vlﬂﬂ{ ..................
2
~,
Ky By

Figurelll.2. Courbe de Michaelis Menten
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.2 Etude de la glutamate oxydase

La glutamate oxydase catalyse I'hydrolyse de ldaghate selon la réaction suivante [4-
14]:

Glutamate (GHgNO,)" + O, + H,O — Oxoglurate (GHsO0s)” + H,O, + NH3 (4)

Pour simplifier les équations, nous avons noténl'iglutamate (§HsNO,)" AH" et l'ion

oxoglurate (GHsOs)” BH', la relation (4) devient :
AH + O, + H,O— BH + HO, + NH3 (5)

Dans le cas de la glutamate oxydase, nous avonsdidastrats mis en jeu, le glutamate
noté S et I'oxygene noté § et trois produits I'oxoglurate, I'ammoniac et peeroxyde
hydrogene noté PP, etP ;.

L’étude théorique d’'une enzyme a deux substrats douane :

k
SI+S+E 55 4 » E+R+P+P;  (6)

v

& @ elele

Figure III.3. Catalyse d’'une réaction chimique pae enzyme a deux substrats

D’apres les lois de la cinétique chimique, il essgible d’écrire :

Pl _,
e k,[ESS,] (7
ABS] s e~k [ES S - elESS] ®
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En régime permanent, nous avons :

=5l ©)
(k, +kESS,] =k [S][S][E] 10§
Kotk _[SISJE] an
Kk, [ES,S,]
Ou Ky est la constante de Michaelis de I'enzyme.
Nous avons :
[Ena] =[E]+[ESS, ] (12)
Ainsi
) _[SI[SI( Eual 1 ESSY 13]
[ESS)]
K,y +SIIS,] =[S][S,] ] (14
[ESS]
[ESS,] _  [SIS,] (15)
[Ewal Ky +[SI[S,]
Finalement
V=K [ESS,] (16)
Vinax = Ko[Egrar | (17)
v__[Ess] 8

Vmax E[otal

Ainsi nous obtenons I'équation de Michaelis Mentgn représente la cinétique de la

réaction :

vy, ISIS] (19
Ky +[SIS,]

v est la vitesse de la réaction ef.yest la vitesse maximale,; t S sont les
concentrations des deux substrats en solutidfy eist la constante de Michaelis.
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Donc, en remplacant la concentration d'un seul tsabg$S] par le produit des deux
substrats [F[S_], il est possible d’appliquer la théorie de Micls#enten a un enzyme a

deux substrats;®t S tel que la glutamate oxydase.

Il. Modélisation des mécanismes de détection

Afin d'avoir une premiére idée du fonctionnemennuarocapteur glutamate-EnFET, nous
avons deéveloppé un modele de la détection du ght@mn milieu aqueux en prenant en
compte la réaction enzymatique de la glutamate asgydla diffusion des espéces en milieux
agueux, les différentes réactions acido-basigngshase aqueuse et la mesure de la variation
finale de pH par le pH-ChemFET. Ce modéle est &ddptprécédents travaux relatifs aux
urée-EnFET et créatinine-EnFET [15]. Il va nousramune image de la réponse du capteur
glutamate-EnFET pour des temps importants, i.eglog tous les ions glutamates présents

dans le volume analysé auront réagi au sein dedehe enzymatique.

[I.1 Principe de détection enzymatique du glutamat-EnFET

Le principe de détection est basé sur l'utilisatiena couche sensible (SIQisN4) du pH-
ChemFET adapté a la détection enzymatique du gattagrace a une couche enzymatique
riche en glutamate oxydase. Cette réaction enzgoaest responsable d’'une variation de pH
due principalement a la formation de 'ammoniacsMd solution. Ces variations en solution

aqueuse vont étre étudiées grace au couple acséeftid /NHs

NH4+ + H,O < NH3 + H30+ (20)

Le systeme de détection sensible est décrit saléigdre 111.4.

- la premiére zone, constituée de la couche selidgitrure de silicium N4, considérée
comme une barriere a la diffusion des especeslaetisy

- la deuxieme zone, constituée de la couche enzyneaest caractérisée par un terme de
production/consommation des espéces biochimiquengal,

- la troisieme zone, constituée par I'électrol@st, caractérisée par un terme de production

/consommation des espéces biochimique g nul.
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. Couche
SisNg | enzymatique

g(x.t)

0 €

couche enzymatiq!

Figure II1.4. Description de la structurg®/SsN4/glutaraldéhyde/électrolyte

Les enzymes sont piégées a la surface de la cagrtsible au pH en nitrure de silicium
[15]. Le terme de production/consommation des espéaio) chimiques g exprimé en moles
par unité de volume et unité de temps dépend domochbre d’unités d’activité enzymatique

par unité de volume §N; contenu dans la couche enzymatique, il s’écriaééqn 19) :

[glutamate][ O,
Ky, +[glutamate][ O]

g(xt) =ayNg, (21)

[I.2 Etude des mécanismes de diffusion en milieuwgaeux

Les mécanismes de diffusion ont été étudiés encp@it la loi de Fick dans le milieu
d’analyse :

ac(xt) 62_C
3 = Doz tegixt) (22)

g(x,t) représente le terme de consommafioa 0,e=-1,—-2,...) ou de

production(e > 0,& = +1,+2,...).

D est le coefficient de diffusion en solutiagueuse de I'espece (bio) chimique étudiée. Il

est estimé a partir de données bibliographiqules $es cas ou calculé a partir de la relation

d’Einstein :
1 ,47pN,
o I ) (23)

Ou pet nsont la masse volumique et la viscosité du fluidalysé, k est la constante de
Boltzman, T est la température absolue, M est Isseaolaire de la molécule étudieeNgt

est le nombre d’AvogadroN, =6,02.16°).
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Nous avons ainsi pu définir les coefficients ddudiion des différentes molécules propres

a la réaction enzymatique de la glutamate oxydase :

DnHs= 2,54.10 cn /s,
Dan = 1,12.10 cné/s,
Den = 1,17.10 cné/s

Nous aurons dans le cas de la glutamate oxydasedlicient e = —1 pour tous les
substrats (AHet &), soit :

aS(x,t) a%s
= =D=-gx0 (24)

Pour les produits (BHNH3;, H,0,) le coefficients sera égal a +1, soit :

OP(xt) az_P
— = D ) + g(x,t) (25)

Ainsi, la résolution de I'équation de Fick s’effeeten utilisant la méthode implicite de
simulation développée sous le logiciel Matlab™ [18pus devons pour cela la mettre sous
forme matricielle.

En échantillonnant les différents parametres d'éttéous la forme :

C,, =C(ilx, jAt)

G,, =G(iAx, jAt)

Ou Ax et At sont respectivement les pas en abscisses etngrs tde la modélisation,

I'équation 25 se met sous la forme :

Cpy = ~KCuyjuyy +[1+ 2K]|C 1y =KC 1. =G (26)

Ou Ce.i) représente la concentration des diftéseaspéces biochimiques se trouvant dans
la solution aqueuse, etG; représente le teramsammation ou production relatif a

I'équation enzymatique étudiée (équation 21).

Ceci nous permet de trouver la matrice de diffuganenant compte des conditions aux

limites (flux de diffusion = 0), c’est une matricarrée notée M et représentée ci-dessous.
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[1+K  -K 0 e 0 0]
-K  (1+2K) K o . . . . . 0
0 -K  @+XK) -K 0 . .

0

. . . e . 0
0 . . ... 0-K (X) K
e 0 . . ..0 0 -K ®K]

Sous forme matricielle, les équations 26 devienatns :

G, =M)*(C ) —€G; (28)

i,j+
Soit

C,u=M7(C , +&G)) (29)

i,j+1

Ainsi, il sera possible de déterminer 'ensemblg distributions de concentration C(X,t)

des différentes espéces d'intérét.
II.3 Etude des équations acido-basiques en phaselsgise
11.3.1 Etude de la variation du pH en solution lorsde la réaction enzymatique

Connaissant les distributions spatio-temporelleg¢,tlCde concentrations des différentes
espéeces acido-basiques en solution, il est a ramsible de déterminer le pH de la solution
en fonction du temps. Pour cela, il nous faut miedélles réactions acido-basiques en
solution. Pour rappel, la réaction enzymatique ldtaghate oxydase (5) s’écrit :

AH + O+, HO <-—---- > BH + NHz + H,O»

En ce qui concerne l'acide glutamique COOHxTHH,-CHNH,-COOH (noté AH), trois

acidités doivent étre prises en compte en phaseuagu

AH3" + HO <-----> AH, + HyO' (PKy1 = 2,2) (30)
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AH; + H,O <-----> AH + H;O" (PK2 = 4,2) (31)
AH™ + H,O <-----> AZ + HO" (PK3 = 9,2) (32)

Ensuite, en ce qui concerne l'acide oxoglurique EEIH,-CH,-CO-COOH (noté BH),

deux acidités doivent étre prises en compte enepaiqseuse:

BH, + H,O <-----> BH + H;O" (PK4 = 2,5) (33)
BH+ H,0O <-----> B + H;O" (pK = 5,3) (34)

Enfin, I'ammoniac NHest caractérisé par une seule acidité en phaseiseu
NH" + HO -----> NH; + H;O" (pK = 9,2) (35)

Toutes ces réactions acido-basiques du type [aciHgO ----- > base + KD'] vont étre

modélisées par une équation d'équilibre chimiquia derme:

_ [base][H,07]

[acide] (36)

a

OU K, (Ko = 1079 est la constante d'acidité caractéristique dypleoacide/base étudié et

[H30"] est la concentration en ions hydroxydes de latiw.
[1.3.2 Cas d’une solution de monoglutamate de sodm dans I'eau déionisée

Le modeéle créé se base sur les équations d’éqslibhimiques, de conservation des
especes chimiques et d’électroneutralité. Graceesa éguations, nous allons établir une

éguation qui va nous permettre de déterminer lel@kh solution. On pose :
[H:0] = h" (37)

Dans le cas d'une solution de monoglutamate de isoudAHNa (Concentration £
exprimée en mM/L) dans I'eau déionisée, les espébasiques en solution se limitent aux

espéces issues du glutamate §ABH", A%), de I'oxoglurate (BH, BH, B*) et du couple
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NH*/NHs. En considérant les concentrations de ces difféserspéces, les équations

caractéristiques du systéme chimique donnent :

« < [NH '

[NH, ] (39)

_[AH, )R’

[AH.'] (39)

1

_[AH 0

2= AR, (40)

A% ]h"

K3=[ -
[AH ]

(41)

_[BHIN’

*~ BH,] (42)

_ [BZ—] h+

K, -
[BH]

(43)

K, =h"[OH"] (44)
Oou

K est la constante de dissociation du couple s (K-5,6 .10') [16].
K, est la constante de dissociation du coupleARH- (K1-6,3 .10% [16].
K, est la constante de dissociation du couple/AH™ (K»-6,3 .10°) [16].
Ksest la constante de dissociation du couplé/Afi (K3-6,3 .10') [16].
K,est la constante de dissociation du couplé/BH}, (K4-3,2 .10°) [16].
Ksest la constante de dissociation du coupleBH (Ks-5 .10°) [16].

K. est le produit ionique de I'eau {¥10*) [16].

Les équations de conservation des espéces en geésant données par :

[Nle=Co (45)
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[AHZT+[AH] { AHT 4 AT =C( x} (46)
[BH,]+[B*]1{ BH] =C{ x) (47)
[NH, T+[NH] =Cy( (48)

Ou:
Coest la concentration initiale de I'ion sodium [a
Ca(x,t) est la concentration en tout point (x,t) dibstrat glutamate,
Cs(x,t) est la concentration en tout point (x,t) dghurate,

Cn(x,t) est la concentration en tout point (x,t) @eimoniac.

Finalement, I’équation d’électroneutralité donne :

h"+[Na'T+[NH,T { AH;] § OHT £ AH] 2[ AT § BH 2 § (49)

La résolution analytique des équations (38 a 4Bpxdsémement lourde. Néanmoins il est
possible de déterminer les valeurs des différect@sentrations en solution dont4Bf] en
utilisant notre programme développé sous Matlab dé résoudre un polynéme de degré 7.
Ce polynéme va permettre de déterminer la condémtra’ions HO" en tout point (x,t) et

ainsi la distribution du potentiel hydrogéne (pH), -log [H:O" (x,1)]).

[1.3.3 Cas d’une solution de monoglutamate de saglin dans un tampon phosphate

La salive étant un milieu tamponné [17], nous nEuemes intéressés a un cas d’école : le

tampon phosphate pH=7,4. Sa composition chimiquia esiivante :

- NaCl : 138 mM/L
- KCl : 3mM/L

- NggHPO, : 6mM/L
- KH,POy : 4amM/L

Nous avons plus particulierement étudié une salutie monoglutamate de sodium
(concentration gexprimée en mM/L) diluée dans une matrice de tangiwsphate. En plus
des équations chimiques précédentes (équationgl88 & convient de prendre en compte les
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equilibres chimiques propres a l'acide phosphosqi€PO,. Les équations chimiques

décrivant ce systéme acido-basique sont :

Hi.PO, <----- > H,PO, + H* (50)
H,POy <-----> HPQ, % + H* (51)
HPQ? <-----> PQ, ¥+ H' (52)

« [H.POIN

= o] (53)
= [HPO.TIn" (54)
[H,PO, ]
<, =[PO I (55)
[HPO,”']

Ou Ks, K7 et Kg sont les constantes de dissociation des cotfle®,/H,PO,

H,PO,” /HPO,” et HPO,> / PO,* (Kg= 7,6.10°, K;=6,2.10%, Kg=2,2.10")

Les équations de conservation des composés acsigdea sont données par :

[H;PO,] +{H,PO,] { HPO/] 4 PO, =C = 10 mM/L (56)
[Na*] =150+C, (mM/L) (57)
[ClI”|=141 mMIL (58)
[K*]=7 mmiL (59)

Finalement, I'équation d’électroneutralité de l&ugon est :

h*+[Na']+{K'] 4{ NH,] 4 AH,] £ OH] # CII  H,PO], Z HPO} 3 POJ +
[AHT]+2[ A°]H{ BH] +2[ B*]
(60)
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A partir des équations (38 a 44) et (53 a 60)tilpessible de déterminer les valeurs des
différentes concentrations en solution dont@H en utilisant toujours notre programme
développé sous Matlab afin de résoudre un polyndengegré 10. Ce polyndme va permettre
de déterminer la concentration d’iong® en tout point (x,t) et ainsi la distribution du

potentiel hydrogéne (pH(x,t) = -log 8" (x,1)]).
II.4 Détermination de la réponse potentiométrique d glutamate-EnFET

Le microcapteur glutamate-EnFET mesure la valeupldwsur la surface sensible (x=0) et
la réponse du capteur doit étre obtenue apredistdinn dans le temps (t=o). La relation

qui relie de maniere simplifiée la tension de s®ibu pH(x,t) [18,19] est :

V1 ()= V1o + S *[pH(0,t) - pHd
Avec :

S : sensibilité du capteur en mV/pH,
V1o tension de seuil du capteur (dépend de la teogimbe fabrication) [20],
PHpzc: pH au point de charge nulle (pila été estime autour de 4 pour 1eNa{21,22)).

La sensibilité S du capteur est donnée par laddldrnst :

_ In(LO)KT

S = 59,2 mV/pH (61)

lll. Analyse du comportement du microcapteur glutamate-EnFET

Afin de comprendre les phénoménes mis en jeu,tiinegortant de mettre en place un
modele. Celui-ci doit prendre en compte les parssdnfluents et doit étre le plus proche
possible de I'environnement du capteur. Dans cesgiiinous allons présenter les résultats de
ce modéle mis en place et nous allons étudiepdéameétres influents sur la réponse du
capteur.

Nous nous sommes placés dans les mémes conditieria gratique c’est-a-dire :

- Epaisseur de la couche enzymatique = 1um.
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- Concentration d’oxygéne dissous;J@ 102 mol/L [16].
- Constante de Michaelis y<2.10* mol/L [23].

- Nombre d’unités enzymatiques par unité de voluiNg,=10 unités /cm.

Finalement le glutamate-EnFET a été étudié dagahame de concentration de glutamate
en solution [10-107).

[11.1 Distribution de concentration en phase agueus
Nous allons étudier la variation des concentrataessubstrats (le glutamate et 'oxygene)
et des produits (I'ammoniac, I'oxoglurate et leede hydrogene) en fonction de la distance

a la surface du capteur.

[11.1.1 Etude des substrats

ubsrat! Glutamate {mol/L)

ation s

ntr:

Concentration substrat2 O2 (mol/L)

Conce

‘ :
70 001 002 003 o004 005 006 007 Q0B 003 04 0 001 002 003 D04 005 0OB 007 008 009 01
Diffusion lentgh (crm) Diffusion lentgh (cm)

a. Diffusion du glutamate b. Diffusion de I'oxygene

Figure III.5. Diffusion des substrats en fonctianld distance

La figure IIl.5 représente la distribution des cemitations en glutamate et en oxygene
pour différents temps. Au début de la réactiondegx substrats (le glutamate et 'oxygéne)
sont caractérisés par une concentration constgate & 1¢ mol/L. Au fur et & mesure que la
réaction enzymatique a lieu a la surface du capterd), leurs concentrations vont diminuer

faisant apparaitre des profils caractéristiquesptiemnomenes de diffusion.
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Il apparait ainsi clairement que les réactionsrirgeants dans la couche enzymatique

(épaisseur : 1um) sont responsables de variatiola dencentration a des distances quasi-
millimétriques (0,5 mm en 10 s).

[11.1.2 Etude des produits

La figure IIl.6 représente la distribution des cemirations en ammoniac, oxoglurate et
peroxyde d’hydrogéne pour différents temps. Ceshmsumettent en avant la diffusion des
espéces produites de la surface du capteur (x=@) leevolume du liquide analysé. Les
concentrations sont maximales au plus prés de Uahep enzymatique (x=0). Les valeurs
obtenues sont de I'ordre de 2 & 3*hiol/L, ceci en fonction des coefficients de diffusides
espéces chimiques concernées. Finalement, il dppgaraouveau que les variations de
concentration ont lieu sur des dimensions quadirmétriques (0,5 mm en 10 s).

La réaction enzymatiqgue va consommer le glutamdte’oxygene pour produire
'ammoniac, I'oxoglurate et le peroxyde hydrogene.

Cancentration NH3 (molAL)

o
o 001 002 003 004 005 006 007 008 009 O1
Diffusion length (cm)

a. Diffusion de 'ammoniac

ion Oxoglurats (roliL)
tration H202 (molL)

N

o H 0 L L L L L
L L L L L L 0 001 002 003 004 005 006 007 008 008 O
002 003 004 005 006 OO7 008 009 01 Diffusion length (cr)

Diffusion length {crm)

b. Diffusion de I'oxoglurate c. Diffusion du peraky d’hydrogéne
Figure III.6. Diffusion des produits en fonction ldedistance
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[11.1.3 Variation de pH

La figure 1.7 représente I'évolution du pH en &bion du temps a la surface du capteur
(x=0). La consommation du glutamate en présenda deutamate oxydase fait apparaitre la
production du peroxyde d’hydrogene et de I'ammani@e dernier est responsable de
'augmentation de la basicité: plus la consommatierglutamate est importante, plus le pH
va augmenter. De méme, plus le milieu est acides g quantité d’ammoniac nécessaire a
cette variation doit étre grande, et donc plusdangité de glutamate a consommer doit étre
importante. Cette augmentation de pH atteint uneuvdimite, qui est la valeur d’équilibre
noté pH (0,+0). Pour des temps inférieurs & une dizaine de slesote pH se stabilise autour
de cette valeur garante du bon fonctionnement duotapteur. C’est en effet a partir de cette

valeur limite que seront déterminées les poterdmlie détection du glutamate-EnFET.

Time (s)

Figure III.7. Evolution du pH en fonction du temps
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[1l.2 Etude des paramétres influents

[11.2.1 Influence de la concentration enzymatique R,
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Figure I11.8. Evolution de pH du glutamate-EnFETfenction de la concentration du substrat

pour différentes valeurs de nombres d’unités enzigmes par unité de volume,N

La figure 111.8 représente les différentes valeypd (0, 40 ) en fonction de la
concentration en glutamate pour différentes valeler£oncentration enzymatique N(Kw
=2.10* mol/L, [0,]=10? mol/L) dans I'eau déionisée ( pH7) et dans le tampon phosphate
(pH = 7,4). Quelle que soit la solution support, geitamate-ENnFET est sensible a la
concentration de glutamate et la sensibilité lssglevée (~ 0,5 pH / pGlutamate dans la
gamme millimolaire) est obtenue pour une valep; 8al a zéro. Ces résultats sont liés aux
propriétés du glutamate. Comme le glutamate estcide, 'augmentation de sa concentration
est en effet responsable d'une diminution de lauradu pH.

Dés que la glutamate oxydase est en opératiQp, #\O), I'hydrolyse du glutamate est
responsable de la production de I'oxoglurate et’ammoniac dans un rapport 1 :1. Pour
comprendre linfluence de la concentration enzyqagiN,, il faut étudier les variations de
pH liées a cette production (figure 111.9). Il appia que cette production tend a I'équilibre
vers une valeur de pH de l'ordre de 7,28. Dansaede I'eau déionisée (pH = 7), la réaction
de la glutamate oxydase va donc entrainer une augtien de pH et 'augmentation de la
concentration bh,va entrainer une diminution de sensibilité (figutga). Au contraire, dans
le cas du tampon phosphate (pH =7,4), la réactimyreatique sera responsable d’'une
diminution de pH et d’'une augmentation de sensébffigure 111.8b).
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Ces résultats montrent clairement que la concémtranzymatique N, n’est pas un
parametre déterminant. Ses influences vont dépepdreipalement du milieu analysé.
Ensuite, les propriétés acido-basiques du mélaxgglarate/ammoniac impliguent que le
parameétre B, n'aura que peu d’influence sur la sensibilité eé ges sensibilités seront
généralement faibles. Pour exemple, dans le cda saive (pH= 7) [17], les variations de
pH seront au maximum de 0,28 pH, soit 16 mV (paucapteur pH-EnFET parfait). Enfin,
au vu des propriétés acides du glutamate, il aipaedrement que le glutamate-EnFET sera
caractérisé par des problemes de sélectivité vis-du pH, ceci quelle que soit la valeur de
Nenz-

7.3

7.25

7.2

I 7.15
o

7.1

7.05

concentration C (mol/L)

Figure I11.9. Evolution du pH de glutamate EnFETfenction de la concentration du
mélange oxoglurate/NH

[11.2.2 Influence de la constante de Michaelis Ig

On a fait varier la constante de Michaelig He 10 a 1 mol/L en fixant le nombre

enzymatique b= 10 unités/cm et la concentration d’oxygéne o= 102 mol/L.
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Figure I111.10. Evolution de pH du glutamate-EnFHETfenction de la concentration

du substrat pour différentes valeurs de la constdatMichaelis I

La figure 111.10 représente les différentes valeynd (0, +0) en fonction de la
concentration en glutamate pour différentes valdaerk constante de Michaelis du glutamate
oxidase K (Nen,= 10 U/cm?®, [O,]= 102 mol/L), ceci dans le cas de I'eau déionisée ¢pH
7,0) et du tampon phosphate (pH = 7,4). Les courteedont pas apparaitre de résultats
significatifs. De maniere logique (équation 21pfluence de la constante de Michaelig K
est globalement inverse a celle de la concentraimymatique B, ceci quelle que soit la

solution support choisie : I'eau déionisée ou apgan phosphate.
[11.2.3 Influence de la concentration d’oxygene disous [Q]

On a fait varier la concentration d’oxygéne dissfig de 10" a 10 mol/L en fixant le

nombre enzymatique @\= 10° unités/cni) et la constante de Michadli§y = 2.10* mol/L)
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Figure Ill.11. Evolution du pH de glutamate-EnFHTfenction de la concentration du substrat
pour différentes valeurs de concentration d’oxygeissous [Q
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La figure 1l1.11 représente les différentes valeyd (0, +0) en fonction de la
concentration en glutamate pour différentes valderi concentration d’oxygéne M= 10°
Ulem®, Ky = 2.10% mol/L), ceci dans le cas de I'eau déionisée (pH,0) et du tampon
phosphate (pH = 7,4). Toujours de maniere logigégudtion 21), il apparait que la
concentration en oxygene dissous dans la solutih & les mémes influences que la
concentration enzymatique ¢ ceci quelle que soit la solution support utiliséee
phénoméne est potentiellement un probleme carreengdre [Q] sera généralement inconnu.

Conclusion

Nous avons vu dans ce chapitre la modélisation ldtargate-EnFET en étudiant le
principe de détection enzymatique, les mécanismesdiffusion en phase liquide, les
éguations acido-basiques en milieu aqueux, etjange potentiométrique du pH-ChemFET.
Les résultats ont permis de montrer les distrimgtide concentrations de différentes especes
acido-basiques d’intérét et de caractériser ldgentes des différents parametres d'intérét : la
concentration enzymatique, la constante de Michaelis#et la concentration en oxygene
dissout [Q]. Il en ressort que la filiere pH-ENFET peut étridisé pour la détection du
glutamate en milieu tamponné (tel que la salive)sngaie le glutamate-EnFET présentera
naturellement de faibles sensibilités de détectime, faible sélectivité vis-a-vis du pH et une
forte dépendance vis-a-vis de la solution analyBams ce chapitre, nous allons donc nous
intéresser aux résultats obtenus pour la détedtiogilutamate en comparant I'expérience a la

simulation.
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Chapitre IV Détection enzymatiglueglutamate

Introduction

Dans un premier, les capteurs ChemFETs seront iémmetlisés par une couche
enzymatique a base de glutamate oxydase. Les giteaBmFETS seront étudiés et comparés
a notre modele (cf. chapitre Ill). Par la suite ialécrirons le nouveau concept des capteurs
nommé ElecFETs basé sur la combinaison de la d#tecampérométrique et
potentiométrique. Ces études permettront de valldedétection du glutamate via les
microdispositifs ENFET et ElecFET.

|. Détection du glutamate par la méthode pH-ChemFET

Comme nous l'avons vu dans le chapitre précéderniagnodélisation (équation 111.4), la

glutamate oxydase catalyse I'hydrolyse du glutarealen la réaction suivante [1] :

Glutamate + KO — Oxoglurate + HO, + NH; (1)

Cette réaction enzymatique est responsable d’unatiea de pH due principalement a la

formation de 'ammoniac Nken solution grace au couple acide/base THa:
NH4+ + H,O < NH3 + H30+ (2)
Maintenant que la modélisation du capteur glutarBaEET a été faite sur la base de ces

réactions (cf. chapitre IllI), nous sommes passg®tapes expérimentales de réalisation de ce

capteur en fonctionnalisant les microdispositifsiphFET avec I'enzyme glutamate oxydase.

Figure IV.1. Capteur pH-ChemFET avant fonctionaitsa
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I.1 Fonctionnalisation enzymatiqu¢ ( du ChemFET a 'EnFET )

Le terme ChemFET est un terme générique qui endleheemble des captel chimiques
basés sur le principe du transistor a effet de p [2-4]. Pourpouvoir adapte un capteur ala
détection dune biomolécule donnée, il faut modifier sa grdnsiblepar I'ajout d’enzyme:
spécifiques, aboutissant a la réalisation d’EnFEAz¢matic Field Effect Transistors). Nc
allons présenter dans ce chapitre le développedeenticrocapteur glutam«~EnFET a partir
de pH-ChemFET. BEction catalytique de Iglutamate-oxydase egécrite par la figurilV.2.

Glutamate oxydase

Glutamate + O, + H,0O Oxoglurate + NH, + H,0,
FigurelV.2 : réaction enzymatique du glutamate

La glutamate oxydaseest respondle de la production d’ammoniac I3 qui est
responsable d’une modification locale de.

Une étape de fonctionnalisationzymatique est nécessaire pourdigtection d’espec
biochimiques telles que le glutamaCette étape est critiqué’enzyme doitétre stable dans
le temps et l'activité enzymatique daester significative pour uneeilleure sensibilité et
sélectivité du capteur. Plusieurs techniques d’immobilisatidengdymes existent dans la
littérature,respectivement basées sur le glutaraldéhyde, |eGEEDes matrices hydrogels
solgel, les polyméres (polypyroleyy et Poly-vinyl alcool PVA) [5-17]Nous allons dans ce
qui suit détailler les deuméthode utilisées, asavoir la fonctionnalisation par PVA et

glutaraldéhyde.
|.1.a Différents méthodes et protocoles de fonctionnalisan
I.1.a.1 Fonctionnalisationpar PVA (Alcool polyvinylique)

Préparation de la couche enzymat

Nous avons préparé une résine enzymatique compulesd¢®/A (Alcool polyvinylique)
dilué a 25% en masse avec une solution de tampospphte contenant de I'acide éthyl
diamine tetra acétique (EDTA). L'utilisationun tampon phosphate permet une meille

sensibilité [5,6] L'EDTA contenue dans la membrane permet d’augerdatdurée de vie dt
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composants [18]. La solution est homogénéisée tdaheures sous agitation magnétique a
labri de la chaleur et de la lumiére, pour éviteute polymérisation, tout en veillant a
dégazer la solution. Des tests d’accroche ont #&teés pour la membrane PVA/tampon
phosphate sur le nitrure de silicium et la SU-8&uetant le biocapteur avec insolation sous
UV pendant 30 minutes. Les tests ont montré unevaise accroche de la membrane sur les
biocapteurs plongés dans une solution agueusetdultende 24 heures.
Vue la cherté de I'enzyme glutamate oxydase etiffeculté d’'utilisation de ce dernier,

nous avons choisi de travailler a partir du procedéutaraldéhyde », ceci avec I'expertise du
Laboratoire des Sciences Analytiques de l'univérdié Lyon [19,20]. Ce procédé se fait en

deux étapes, d’abord la préparation de la coucheiterie dépbt.

l.1.a.2 Fonctionnalisation a partir du procédé gluaraldéhyde

Préparation de la couche enzymatique

L’enzyme L-Glutamate Oxydase (EC 1.4.3.11) a eétéetic chez Yamasa Corporation
(Japan) par l'intermédiaire de la société 2BSdienfGrande Bretagne). En précisant le prix

excessif de cette enzyme (500 euros le flacon dér2&s), le protocole suivi est le suivant :

1) Prélever une masse donnée (notée m) d'enzymestan@te Oxydase,

2) Prélever une masse identique (m) d'albumine séhmpwine (Bovine Serum
Albumin BSA) et mélanger avec les enzymes pourrobta solution (A) [21],

3) Prélever un volume donnée (noté V) de glycérotenhélanger avec la solution
(A) pour obtenir la solution (B),

4) Prélever un volume dix fois supérieur (10V) de tamphosphate (Phosphate

buffer solution, pH = 7,4) et le mélanger avecdlugon (B) pour obtenir la solution

(©).

Vue la difficulté de la manipulation de cet enzynfen voulant peser la quantité recue
(25U/flacon), I'enzyme s’hydratait immédiatemens d@uverture du flacon), nous avons fait
le mélange enzymatique a partir de 5 pL de glycévek 50 uL de tampon phosphate PBS
(Phosphate Buffer Solution, pH = 7,4) et envirom8 d'albumine sérique bovine (Bovine
Serum Albumin BSA). En utilisant une seringue, nausns injecté le mélange dans le flacon

contenant 25 unités de glutamate oxydase en laiksaouvercle fermé pour ne pas hydrater
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'enzyme. La quantité enzymatiq(Nen) finale contenualans la solution (¢ est alors de
I'ordre de 500 U/crh
Dépbt de lacouche enzymatiq

Le protocolede dépbt de la couche enzymatique a été le si

5) Prélever BuL de la solution (C) puis le déposer sur la zseasible dt
capteur (utilisation d'une micropipette ou du systéd¢ dispense automati),

6) Fixer les capteis sur un support et les introduire dans un dedsigcdermé
contenant du glutaraldéhy [22,23] dans un bécher (ou déposel6 pL de
glutaraldéhyde 5% apres le dép6t de I'enzyme aswmohe sensible et laisser séc
pendant 60 min a l'air libre). Les laisser trente minuteafin que les vapeurs (
glutaraldéhyde assurent l'adhésion de la couchgratique (note: les capteurs
doivent pas plonger dans la solution de glutaraldéy

7) Sortir les échantillons du dessiccateur et le faigeher &'air pendant une
heure au moins,

8) Stocker le€chantillons a 4° pendant au moins une nuit.

9) Reécupérer les échantillons et les plonger dans solation de tampo
phosphate puis laisser a température ante (équilibre thermique

La figure cidessous montile dispositif de dépot a la seringue etrlierccapteur EnFET

fonctionnalisé a la glutamate¢ydase sur sa zone sensi

Figure 1V.3.Dispositif de dépot et microdispositif EnFEdnctionnalis:

avec de la glutame-oxydase au niveau de sa zone sen.
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|.2 Protocole de caractérisation

Pour caractériser les EnFETs issus de notre progdeédabrication, nous avons utilisé un
capteur pH-ChemFET fonctionnalisé qu'on appelletaghate-EnFET et un pH-ChemFET
non fonctionnalisé. Pour évaluer les réponses dastears, nous avons utilisé le
ChemFETmétre développé par I. HUMENYUK et le sesviz2l du LAAS-CNRS. Les
capteurs connectés au ChemFETmeétre sont plongé2@amL d’'une solution tampon diluée
a 10% (pH=7,4) ne contenant pas de glutamate efiragt a mesure, chaque 10 minutes,
nous injectons une dose de glutamate afin de passee concentration de 1, 5, 10, 15, 20 et
25 mM.

|.3 Résultats expérimentaux
Que ce soit pour le glutamate-EnFET ou pour le pt¢+@FET, des réponses de détection

similaires ont été obtenues dans la gamme de ctraten [0-25 mmol/L], avec une

sensibilité autour de 5 mV/ pGlutamate (figure V.4

144 —® pH-ChemFET
] —0— Glu-ChemFET 20mM

12

10

Output voltage (mV)

29 omM
1 | Solution:PBS(10%) |

T T T T T T T T T 1
0 1000 2000 3000 4000 5000
Time(s)

Figure IV.4. Détection de glutamate dans une smu@mpon phosphate décimolaire (PBS -

10%, pH = 7,4), comparaison des réponses du pH-EBé&met le glutamate-ChemFET

Afin de comprendre ces résultats et valider notoeléte de simulation, nous avons étudié

la détection du glutamate dans une solution tanadgammolaire PBS (pH = 7,4) en utilisant a
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la fois le microcapteur glutamate-EnFETe{N= 500 unit/cri) et le pH-ChemFET (N,= 0
unit/cnt).

Comme annoncé par la modélisation (cf. chapitrg ¢l raison des propriétés acido-
basiques du glutamate, les capteurs glutamate-EmEEPH-ChemFETs sont tous les deux
sensibles au glutamate avec des sensibilités gieslaCe résultat démontre si nécessaire
linterférence du pH et les problemes inhérentssdkectivité du glutamate-EnFET. Pour
mieux analyser ce phénoméne, nous avons companédaliats obtenus avec le modéle
précédemment établi. Nous avons ainsi étudié lacténh du glutamate (voir page

précédente).

I.4 Comparaison du modeéle aux résultats expérimeatx
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Figure IV.5 Comparaison modele-expérience de la réponse
du capteur pour N, = 0 u/cnt et Non, = 500 u/cm (Ky =2.10* mol/L, [O2]=10 mol/L).

La figure IV.5 montre la comparaison entre la réqm®expérimentale du capteur et la
réponse du modele dans une solution tampon phaspléatmolaire (PBS - 10%, pH = 7,4)
pour Nin, = O et 500 u/cth Nous constatons que les prévisions sont en écaeec les
réponses expérimentales ce qui montre la robusthsseodele. Par contre il apparait une
faible détection de la concentration de glutamateu N.,, = 500 u /cml) ainsi que
linterférence de la détection du pH pour une gii@m@nzymatique nulle (N,= 0 u/cm). En
fait l'activité enzymatique de la glutamate oxydaseresponsable d’une faible variation de
pH par rapport aux propriétés acides intrinsequ glutamate. Ainsi, les microcapteurs
glutamate-EnFETs sont utilisables dans une solutomponnée en augmentant le nhombre

d’'unités enzymatiques par unité de volume,g\dans la couche enzymatique. Néanmoins, la
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difficulté du conditionnement de I'enzyme et leixpexcessif de la glutamate oxydase
empéchent d'atteindre des valeurs plus élevéesdecdl qui limite la sensibilité de détection
a des faibles valeurs (5mV/ pGlutamate) dans langambe concentration [1 - 10 mmol / L].
Ainsi, étant donné que les techniques de pH-métme limitées pour la détection de l'ion
glutamate, nous avons pensé a un nouveau conceptiétextion baptisé ElecFET
(Electrochemical Field Effect Transistor) qui wédi les méthodes ampérométriques et
potentiométrigues en se basant sur le peroxydeobgde produit (équation 1) afin de

détecter I'ion glutamate en solution.

Il. Détection du glutamate par méthode pH-ElecFET

Cette partie présente la réalisation d’'un concept naicrocapteur nommé ElecFET
(Electrochemical Field Effect transistor) utilisana combinaison des méthodes
ampéromeétrique et potentiométrique [24]. Le micptear est constitué d’une microélectrode
de platine intégrée autour de la zone de grill¢ransistor a effet de champ sensible aux ions
de type ISFET (lon Sensitive Field Effect Trangis{@5,26]. Son fonctionnement consiste a
déclencher une réaction électrochimique par I'mestiaire de la microélectrode intégrée et

de mesurer localement la variation de pH autoutidiectrique de grille (figure IV.6).

Electrolyte
]

Vip

Polarisation de la
[
microélectrode

Substrat

ME : microélectrode % Ccanal ®OoH H*

Figure IV.6: Schéma du microdispositif ElecFET ehgipes de détection associés

Afin de valider le fonctionnement du microcaptdas, premiéres études ont été menées sur
I'électrolyse de I'eau (kD). Selon la nature de la polarisation (positiven@gative) de la
microélectrode de platine, des variations localespH sont mises en évidence. Pour une
polarisation positive, on assiste a une diminutionpH alors qu’une polarisation négative
augmente le pH autour de la zone sensible. Deg&tsgl les paramétres pouvant influencer
la réponse du microcapteur ont aussi été condutte®ffet la durée de la polarisatiop) @u

le potentiel (\)) appliqué sur la microélectrode de platine affetcta réponse de I'ElecFET.
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Ces travaux sont aussi étendus a la détection daxyme d’hydrogéne $D, puis a la

détection de différentes biomolécules dont l'iontgimate.

I1.1 Microfabrication, montage et encapsulation

Cette partie du travail s’est déroulée en plusiétaipes liées a la réalisation technologique
des composants ElecFETSs, ainsi qu'a leur caraati@nsen phase liquide. Les composants
ElecFET ont été réalisés sur des substrats déusilid pouces et fabriqués collectivement
dans la centrale technologique du LAAS-CNRS. ChadglecFET utilise la méme
technologie de réalisation des ChemFETs (paragriy)¢27,28].

I1.1.1 Conception et fabrication des masques de pkalithographie

La technologie ElecFET est la méme que la techiwl@hemFET. L’évolution du
procédé se limite ainsi a l'intégration d’un nouvemasque dans I'étape de métallisation
(I.2.14 Masque 6). La figure IV.7 représente lesm# photolitographique dédié a la
fabrication des puces ElecFETSs.

<Pt
S BD
R

Figure IV.7. Masques relatifs a I'intégration foiocinelle de la microélectrode
électrochimique au cours de la réalisation du ptédélecFET (S : source ; B : substrat ; D :
drain ; Pt : microélectrode platine).
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11.1.2 Fabrication microtechnologique

Pour réaliser les pucddecFET:, nous avons utilisé le nouveau mas de métallisation
tantale/platine (masque ppul la microélectrode de polarisation autour de la zeTesible al
pH. Les couches tantale/platine ont été déposéda surface de la plaquette par évapors
thermique (50nm/200nm)La figure c-dessous montre le substrat avec les difféi
composants ElecFETsiniaturise.

G [ ‘|n“m‘nu—
([
(] [

Figure 1V.8.Microfabrication collective de microdispositifs EFEET sur substrat siliciu
entechnologie 4 pouces: plaquette silicium et détaila puc

I1.1.3 Montage, encapsulation et conditionnement a la pise liquide

Une fois les puces ElecFE réalisés, nous passons au montage demposants sur un
circuit imprimé. Un époxy(H70E) est utilisé comme co pour le report des puces sur
PCB, la connexion électrique des puces sur le cirestt faite par microsoudure (wet-
bonding) et 'encapsulation est faite par enrobdgéype glo-top. La figurelV.9 montre des
puces ElecFETs montéesir des circuits imprimés de tyfpatonnetcompatible avec |
mesure en phase liquide.
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Figure IV.9. Report et connectique des puces El&c$ti des circuits imprimés

compatibles avec la mesure en phase liquide.

II.2 Caractérisation électrique des microdispositif ElecFET pour I'analyse en phase

liquide

Cette étape est dédiée a la caractérisation decHHT. Une électrode de référence de type
chlorure d’argent (ou calomel saturé) et le digfdSlecFET sont plongés dans 20mL d’une
solution tampon phosphate (PBS) a pH=7,4. La mdtan de la microélectrode Ta/Pt est
assurée par une source de tension de type Kei689 et I'électrode de référence est
connectée a la masse. Ainsi, différentes impulsidastension sont appliquées sur la
microélectrode pour des durées bien déterminéesis Navons décidé d'utiliser deux
électrodes de référence afin de séparer le dédematt des réactions électrochimiques et la
mesure de pH. La figure IV.10 ci-dessous résumeche&ma synoptigue de mesure. Notons
gue toutes les mesures ont été effectuées a tem@érmbiante sans aucune précaution
particuliere. La détection du peroxyde d’hydrogepeant a elle a été effectuée en injectant
dans la solution tampon différentes quantités gl@,ldontenu dans une solution stabilisée.

Reference electrode

S /\ ISFET Meter

Electrode (P1)
Solutiontampon ——
“\ /‘ <«<——35ud
<«—— Si3N,

Si0,
S

Figure IV.10 : résumé du schéma synoptique de reesa'ElecFET.
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I1.2.1 Electrolyse de I'eau BO

Ordinateur Electrodes de référence

au calomel saturé

T - & _* Bécher
Interface de mesure keithley Capteur /tgj

" -

Figure IV.11. Banc de caractérisation et chambaaalyse en phase liquide.

La figure IV.11 montre le banc de caractérisatiplaehambre d’analyse en phase liquide.
Les premieres études sont basées sur I'électralgskeau, ceci dans le but de valider le
fonctionnement du concept ElecFET. La figure IVrmdntre I'évolution de la tension de
sortie (Voyy) du microcapteur en fonction du temps lorsqueéddfites polarisations sont
appliquées sur la microélectrode de platine pendastduréept= 5s. Nous observons des
pics positifs et négatifs selon le signe de la qigddéion. Pour expliquer ce phénomeéne, nous
nous sommes basés sur les phénomeénes d’électadyskD en tenant compte des couples

redox Q/H,0 et HO/H, comme le montrent les équations suivantes :

- Oxydation HO (Vp > Ey.): 6H,0 ----> O + 4H:0" + 4€ (3)
- Réduction HO (Vp < E;): 4H,0 + 46 ----> 2H, + 40H (4)
Ou B+ et B. représentent respectivement le potentiel d’éqeilid’oxydation et de

réduction de I'eau.

Il apparait qu’'une polarisation positive (respeethent négative) favorise la réaction (3)
(respectivement réaction (4)) qui produit des iBg®" (respectivement OMentrainant ainsi
une diminution (respectivement une augmentatioplé®® du pH et par conséquent un
décalage de la tension de sortie vers des valeudus en plus positives (respectivement
négatives) [29]. Lorsque la polarisation est irdempue, il s’en suit un retour a I'équilibre du
systeme qui est régi par les lois de la diffusidependant une tension au moins supérieure a

127



Chapitre IV Détection enzymatiglueglutamate

1,2 V est nécessaire pour déclencher la réactipal¢ds que dans le cas de la réaction (4) il
faudrait une tension inférieure a -0.8 V. L'ampdié du pic est d’autant plus grande que la
valeur du potentiel appliquée augmente. Pour ut@ripation \, = + 1,6 V, on obtient des
variationsAV,,=150 mV (c'est-a-dirapH = 3 pour une sensibilité de 50 mV/pH).

700
7504  polarization time: 5s
-800-
850-
-900-
-950-

-10001

-1050-

-11001

1.6V

V, . (mV)

-1.6V
T T T T T T T T
0 500 1000 1500 2000

Time (8)

Figure IV.12: évolution de la tension de sortig@mction du temps pour différentes valeurs

de polarisation Ysur la microélectrode avesbs dans le cas de la dissociation d®H

150 —— -~
positive polarization: +1.4V 60
-800 30s =

10s 10s
-850 2s
-800 -
-850 -
-1000 25
-1050
10s

A negative polarization: -1.2V 55, 60
-1150 L . s

0 500 1000 1500 2000 2500
Time (s)

V.., (MV)

Figure IV.13: évolution de la tension de sortig@mction du temps pour différentes valeurs

de {, dans le cas de la dissociation d®Hpolarisations positives et négatives).

La figure IV.13 montre I'évolution de : en fonction du temps apv= 1,4 V en

polarisation positive (et y/=-1,2 V en négative) sur la microélectrode T@®ir des durées
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t, variables. L'amplitude des pics augmente ayest sature pour des durées supérieures a 30
secondes. Cette saturation provenant de [I'équilitmetre la création d’espéces
électrochimiques comme les iong® et OH et leur diffusion dans le volume.

Ces resultats nous ont permis de s’assurer de Hatidmnalité du nouveau concept
ElecFET et de connaitre les différents parametusseptibles d’influencer la réponse du
microcapteur. Ceux-ci étant validés, il s’en suiVetude de la détection du peroxyde
d’hydrogéne.

[1.2.2 Détection du peroxyde d'hydrogéne HO,

Les principes de détection de I'ElecFET, précédentmalides pour I'électrolyse de I'eau
H,0, ont été appliqués a une molécule proche : lexyde d’hydrogéne $0,. Comme nous

le savons, I'oxydation du 4D, est gouvernée par la réaction suivante :
- Oxydation HO, (Vp > E1+): H,O; + 2H0 ——--> O, + 2H30+ + 2e (5)

Ou E- représente le potentiel d’équilibre de I'oxydatidn peroxyde d’hydrogéne {E
=1,77 V [30]).

La réaction (5) est similaire a la réaction (3)@dans les deux cas une production d’ions
hydronium HO®. En présence de peroxyde d’hydrogéne, une pdiarsgositive sur la
microélectrode de platine est responsable de ldustmn d’ion HO" et par conséquent de la
diminution locale du pH. Comme nous l'observons $arfigure 1V.15 (solution de
[H20,]=50mM dans du PBS) qui représente la tension diesen fonction du temps pour
une polarisation fixée a 0,7 V a des durgestiables, V. tend vers des valeurs de plus en
plus positives ce qui confirme ainsi 'argumengai-dessus. Et comme précédemment dans
le cas de I'électrolyse de.8, 'amplitude du pic augmente avecet atteint une valeur de
saturation au bout de 30 secondes.
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Figure IV.15: tension de sortie en fonction du tempur différentes valeurs de tp avec
Vp=0,7V dans le cas de la dissociation ¢&fa 50 mM.

L'influence de la polarisation y/sur la dissociation de J9, est illustrée sur la figure
IV.16. Pour des valeurs de polarisations infériswr®,5 V, 'amplitude des pics degyreste
faible. Le méme phénomene que dans le cas detldlgse de I'eau est observé a savoir une
augmentation de I'amplitude de la tension de sddieque la polarisation augmente mais
cette fois-ci entre [0,5 — 0,9 V] avec une variatibpH = 4. L'augmentation est plus
appréciable a partir de 0,5 V et reste constants tagamme de tension comprise entre [0,9 -
1,25 V]. Au-dela de 1,3 V, on assiste a une noavallgmentation de I'amplitude du pic, ce
phénomene sera discuté dans le paragraphe suB&cbmportement lié a la dissociation du
peroxyde d’hydrogene semble corroborer la théodeBdtler-Volmer [31] ou le courant
anodique (I) dépend de la concentration du peroxdtgdrogéne en solution comme le

montre I'expression suivante:

- H,0, oxidation (\b >E,,):|l|= 2FSk,[H zoz]exp(zgfvpj 6)

ou E- représente le potentiel d’équilibre du coupl#HRO,, F la constante de Faraday, S
la surface de la microélectrode,: let a. sont respectivement les constantes de vitesse de
réaction et le coefficient de transfert de chamssdiques du coupleA®,0,, R la constante

des gaz parfaits et T la température.
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Figure IV.16: tension de sortie en fonction de elmps pour différentes valeurs de Vp avec
tp=30 s dans le cas de la dissociation g@x& 50 mM.

Pour faire une étude comparative nous avons reparté figure 1V.17 la variation de la
tension de sortidV en fonction du potentiel appliqué sur la micro#lede de platine pour

tp=30 s dans les cas suivants :
- solution contenant 50 mM de,@, dans du PBS (A)
- solution PBS sans4@, (B)

Nous notons une augmentation/é,,: en fonction du potentiel appliqué a partir de\9,5
suivi d’'une zone de saturation pour la solution. (B&tte augmentation met bien en évidence
la dissociation de ¥D, avec une libération d’ions3@" comme nous I'avons présenté dans le
paragraphe précédent, alors gu’il ne se passeoriettés peu de variation de potentiel de
sortie dans le cas de la solution (B) pour desntigs inférieurs a 1,25 V. Lorsque le
potentiel atteint 1,3 V, on note une augmentationstpue deAV,y qui était jusque-la
constant. Ceci est lié a I'oxydation de I'eau @upartir de cette valeur de potentiel commence
a se mettre en place libérant ainsi des io8"Hjui vont modifier localement le pH autour de
la zone sensible du microcapteur. De ces résuhaiss distinguons la limite de potentiel a
appliguer sur la microélectrode de platine lorsgweut détecter le peroxyde d’hydrogene.
Au-dela de cette valeur limite de potentiel, 84,25 V), il y a interférence avec 'oxydation
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de HO. Ce travail nous a aussi permis de choisir uengal Vp = 0,7 V en-dessous de la

saturation dé\V; et au-dessus du seuil d'oxydation dgOH

3504 polarization time: 30s
—n—[H,0,]=50mM
300 | —e—without H,0,

250

(mV)

200

out

150 4

AV

100

50 -

06 08 10 12 14 16

Ve (V)

Figure IV.17: évolution dAaVout en fonction de Vp pour une valeur de tp =30 s

mise en évidence de la détection d©kHa 50 mM.

Nous avons aussi étudié la réponse du microcaptstir-vis du HO, (figure 1V.18a) en
fixant le potentiel Y = 0,7 V pour un temps t 30s puis en injectant différentes quantités de
H,O, dans le PBS. Les résultats montrent que I'ampditdd la variation impulsionnelle de
pH (en relation avec ;) dépend de la concentration de(dd en solution et sature pour de
fortes valeurs de [JD,]. Ceci nous a alors permis d’extraire une serigthde 5 mV/mM
dans une gamme de concentration allant de [10-10Q (Figure 1V.18b).

-100 -10
80 90 ,100mM polarization time: 0.7V/30s a T
70 u
-150- 50 -150 _—
40 < u
=
] S "
g -200 36 = < 200
~ o) E u
5 ¢ ~
> 2901 25 - ~2-250
20 u
3004 1015 \ u k k K .
300 .
-350 T an o - o 0 20 40 60 80 100
Time (s) [H0.] (mM)

Figure IV.18a. Réponse du capteur en fonctionFigure IV.18b. Amplitude du pic 8 en fonction
du temps pour différentes concentrations de de [HOz] pour V,;=0,7 V et }=30 s.
H20;

132



Chapitre IV Détection enzymatique du glutam

[1.2.3 Intégration de couches enzymatiques pour la déteot biochimique

Le peroxyde diydrogén est un composé chimique pouvaiétre obtenu par
lintermédiaire d’'uneréactior enzymatique. C’est en effet la signatdes enzymes de ty)
oxydase. Ainsi, le capteur ElecFET poulétre adapté a la détection biochimique
permettant d’oxyder sur laicroélectrod de platine le peroxyde llydrogén H,O, produit
enzymatiquement (figure 1¥9) :

Glutamate oxydase

Glutamate+ O, + H,0 Oxoglurate + NH, +{H202

H.O électrode(Pt)
2
2H,O* + (;zj"

2e

Figure IV.19: réaction du glutamate catalysée par le glutameydase ¢

réaction de dissociation du peroxyde d’hydrogénmdasmicroélectrode de platir

Pour cela, il faut fonctionnaliser la puce Elecl en utilisant le méme process

« glutaraldéhyde précédemment déc(Paragraphe 1.1.a.2)

Figure IV.2Q Intégration de couches enzymatiques sur I'Elec :

microdispositifElecFET fonctionnalisé

Finalement, étant donné que le principe de réactiénessite I'oxydation de l'ec
oxygéneée a la surface de la microélectrode denglatious avons choisi de travailler avec
polarisation \=0,7V et un temps de polarisatiol, = 5 minues. Le choix d’'une valeuy
aussi élevée étant en fait dlla nécessité de pallier aux faibles activitésysratiques de

enzymes étudiées.
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11.3 Application a la détection enzymatique

11.3.1 Détection du glucose

Afin de valider I'étude sur la fonctionnalisationzymatique, nous nous sommes d’abord
intéressés a la glucose oxydase car elle a uneit@céinzymatique élevée et est simple
d’utilisation, ce qui permet d’effectuer plusiewgssais et de faciliter ainsi I'optimisation du
protocole. L’enzyme glucose oxydase a été fouraielg société Sigma Aldrich. L’équation

suivante montre la réaction chimique associée :

Glucose oxydase
Glucose + @+ H;O —> Acide gluconique + 40,

120

96 Buffer: 100mM (a) Glucose concentration (b)
43 1 wp=07v —=— T 1004
Tp=5min —=— amht
404 —d— T 5mh
—v— 10mM 804
< 324 —4— 15mM <
c 24 ] —— 20rmh £ A0
“-:3 —4— 30mMm ":3
2 1F 4 —a— 40mM o | Vo=l TV
> =~ 40 p=0,
B a oo <l Tp=5min
. —k— GOmM it Buffer concentration
0l —— 100
0 —&— 2omihd
0 200 400 600 8O0 1000 0 1 20 3/ 40 a0
Time (s) Glucose concentration (mM)

Figure IV.21 : réponse du capteur (a) en fonctioneimps pour différentes concentrations de
glucose dans une solution tampon de 100mM, (bpection de la concentration du glucose
pour des concentrations de tampon de 100mM et 25mM.

La figure IV.21a montre les variations de la tensile sortie en fonction du temps pour
différentes concentrations de glucose en fixanplametres yet T, respectivement a 0,7V
et 5min dans une solution tampon phosphate a 100mokégue la concentration de glucose
augmente, la variation de la tension de sortie amendans le méme sens. En effet la
réaction du glucose en présence de la glucose sgypl@duit du peroxyde d’hydrogene. Or
ce dernier se transforme & un potentiel égale Ogh Mbérant des ions4@" entrainant une
modification du pH autour de la zone sensible seluisant par une augmentation de la

tension de sortie.
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En reportant le maximum de la tension de sortiefarction de la concentration du
glucose, nous obtenons la figure 1V.21b pour deakit®ns tampon de concentrations
différentes (100m M et 25mM). Comme observé stireckgure, la sensibilité du capteur
varie en fonction de la concentration de la sofut@mpon utilisée. Nous avons ainsi extrait
des sensibilités allant de [2-6mV/mM] dans une gan® concentrations comprise entre [1-
30mM].

60 | (a) S (b)

Glucose concentration: 1mMh
Wp=0.TY

Buffer concentration
—=—50m M
—+—2omM

0 1000 2000 3000 4000 1] 1000 2000 3000 4000 5000
Time (5) Time {5)

Figure 1V.22 : évolution de la réponse du capteufomction du temps dans une solution de
glucose a 1mM (@) pour une durée de polarisatiof0@®s dans deux solutions de tampon

phosphate différents, (b) étude de réversibilitérptes cycles de polarisation de 15min.

Pour une concentration de glucose de 1mM, lorsqoes nmaintenons constant la
polarisation sur la microélectrode platine (0,7\&ngant environ 4000s de fagon continue,
nous constatons que la réponse du capteur évollemd de facon linéaire avant de saturer.
La valeur de saturation dépend de la concentraliotampon (10mV et 55mV respectivement
pour 50mM et 25mM de tampon phosphate) comme mautrda figure IV.22a. Ainsi, la
sensibilité pourrait étre améliorée en augment&memps de polarisatiop qui maintiendrait
en permanence la réaction électrochimique c'estea-th transformation continue du
peroxyde d’hydrogene. La figure 1V.22b est une atioh de la réponse du capteur pour des
cycles de polarisation de 15min. Nous constatomshamne réversibilité de la mesure lorsque
le potentiel \} est fixé & 0,7V.

[1.3.2 Détection du glutamate

Comme nous l'avons déja présenté dans le paragréipha.2), nous rappelons que

'enzyme L-Glutamate Oxydase (EC 1.4.3.11) a étérnandé chez Yamasa Corporation par
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~

lintermédiaire de la société 2BScientific a unxptiés €levé pour 25 Unités. D’aprées le
schéma réactionnel de la figure 1IV.19, cette sutestdibere du peroxyde d’hydrogene en
présence de la glutamate oxydase. Comme dans ldecksdétection du glucose, la figure
IV.23 représente I'évolution de la réponse du aapten fonction du temps pour différente
concentrations du glutamate lorsqugeé¥ {, sont fixés respectivement a 0,7V et 5min dans un

tampon phosphate a 10%.

30
4{PBS (10%)
28 JTp: 5 min
26 Vp: 0,7V
24 80,125 mM
{—®—-05mM
24 A 1mm
204—v—10mM

16
14
12
10

Output voltage (mV)

0 100 200 300

Time(s)

Figure 1V.23 : réponse du capteur glutamate-ElecEETonction du temps pour différentes

concentrations du glutamate dans une solution tampposphate a 10%,

Le principe de détection est le méme que celui eoge a savoir: en présence de
glutamate-oxydase, le glutamate est transforméesoxgde d’hydrogéene. Ce dernier subit
ensuite une transformation électrochimique pour polarisation de 0,7V libérant ainsi des
ions HO" provoquant alors une modification locale du pH.

Tout d'abord, la détection du glutamate a étégéaldans une solution tampon phosphate
décimolaire (pH = 7,4). Dés que la microélectrostepmlarisée et, comme prévu, le peroxyde
d'hydrogeéne KD, est oxydé sur la microélectrode en platine, erséquence le pH local
diminue autour de la grille sensible au pH et [zorése du glutamate-ElecFET est caractérisée
par une augmentation de la tension de sortie ectionde la concentration du glutamate.
Pour la solution de tampon phosphate a 10% parorg@p un microcapteur glutamate-
ChemFET, la sensibilité de détection est limitées anV/pGlutamate dans la gamme
millimolaire alors que la limite de détection a éiéninuée environ a 0,1 mmol/L. Etant

donné que les principes de détection du glutamkteHET ne sont plus dépendants des
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propriétés intrinseques acido-basiques de liortaghate, aucune interférence de pH liée a
'acide glutamique n'a été mise en évidence. Cepend'influence des propriétés de la
solution tampon a été étudiée pour deux tamporféreifts 25% et 50% (figure IV.24).

18

Tampon 25% 134
Tp: 5min 124 PBS(50%)
Tp:5min
114 Vp:0,7v
104 —&—1mM
—8—5mM
—A—10mM
—v—15mM
—4—20mM

16

144

12 4

AV, (MV)
AV, (mV)

T T T T T T
0 200 400 0 100 200 300 400

Time(s) Time (s)

a) solution tampon phosphate a 25% b) solution tanghosphate a 50%

Figure 1V.24. Réponse du capteur glutamate-Elecé&kTonction du temps pour différentes
concentrations de glutamate dans une solution tapposphate a 25% et 50%

La figure 1V.24 montre la réponse du capteur erction du temps pour une solution de
glutamate a différentes concentrations dans depdasnde 25% et 50% On voit clairement
I'influence du tampon sur I'évolution de la réportke capteur, cette derniere sature tres vite
lorsque la concentration de la solution tampon amgm De plus la sensibilité du capteur
peut étre améliorée en augmentant la durée deigaiian appliquée sur I'électrode de
platine.

Les résultats obtenus ont été regroupés dans wie seurbe pour une comparaison a
I'échelle logarithmique (figure 1V.25). Lorsque t@ncentration du tampon est de 50% (ou
supérieure a cette valeur), on n'observe aucunati@ar de la réponse entre 0,1mM et 1ImM
de glutamate. Ce comportement est tres probablelgeatla forte concentration du tampon
qgui a tendance a inhiber la réponse. Donc, pouergbs une réponse exploitable, il faut
utiliser des concentrations de tampon inférieureS08&c (Figure IV.25). Ainsi, plus la
concentration du tampon est forte plus la réponseagpteur est faible et plus le tampon est

dilué plus la réponse est amplifiée.
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24

| —m— PBS (10%)
22 1 —e— PBS (25%)

20 || == PBS (50%)

18 |-
16-—
14-—
12-—
o}

Output voltage (mV)

1 1 10
Glutamate concentration (mM)

Figure 1V.25 : évolution de la réponse du capteufoaction de la concentration du glutamate
a I'échelle logarithmique dans trois solutions @a®pon phosphate différentes (50%,
25%,10%)

Conclusion

Dans cette étude, nous avons étudié la détectiorgldiamate par la méthode pH-
ChemFET. Ensuite, des études de fonctionnalisaliosurface par des couches enzymatiques
ont été menées en vue de détection d’espéces Imioghas. Enfin, la caractérisation des
capteurs glutamate-EnFETs a été effectuée en campavec le modele de simulation. Une
faible sensibilité a été obtenue avec interférencpH par rapport au pH-ChemFET.

Pour remédier a ce probléme, nous avons penséteeraatplace un nouveau concept de
microcapteur, nommé ElecFET, qui consiste a intégaatour de la zone sensible d'un
ChemFET, une microélectrode de platine. Les diffisg étapes technologiques ont été
effectuées et les puces ElecFETSs, ont été fabrigdées la centrale technologique du LAAS-
CNRS sur le méme substrat que les ChemFETs. Ceeaauwsoncept utilise la combinaison
des techniques ampérométrique et potentiométrijaas avons validé le fonctionnement de
'ElecFET en étudiant d’abord I'électrolyse de Led&nsuite, I'étude des paramétres pouvant
influencer la réponse du capteur a été abordéen,Enbus avons appliqué ce nouveau

concept a la détection du peroxyde d’hydrogenee@ttide nous a permis de définir la limite
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du potentiel a appliquer sur la microélectrode ldine afin d’éviter une interférence avec la
réaction d’'oxydation de I'eau. Une sensibilité de'8/mM a été obtenue pour une gamme de
concentration en peroxyde d’hydrogéene allant delJa® mM]. Nous avons ensuite appliqué
ce nouveau concept a la détection du glucose sansibilité allant de [2-6 mV/mM] dans
une gamme de concentrations comprise entre [1-3) anéfié obtenue. L’étape finale était la
détection du glutamate, une sensibilité de 5SmV/pgbhate a été obtenue avec élimination de
l'interférence du pH. Le nouveau concept ElecFEingi été validé.
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Conclusion générale

Les travaux présentés dans ce mémoire ont conéeméveloppement de microcapteurs
électrochimiques ChemFETs et la réalisation d’'urdé@® de simulation de ces derniers.
L’objectif de la thése était de comprendre les phé&nes mis en jeu, lors de la détection
enzymatique afin de I'optimiser pour une détectthn glutamate dans le cadre du projet
NUTRISENSORS en collaboration avec 'UMR FLAVIC IMR(Institut National de la

Recherche Agroalimentaire de Dijon).

Le premier chapitre de ce mémoire a été consaprésenter un état de I'art des capteurs
chimiques appligués aux analyses des gouts (amite¢, amer, salé et umami). Apres avoir
rappelé brievement quelgues notions sur les cingtsgoe base, nous avons expliqué
I'historique du développement des ChemFET. Ce ¢tteapous a permis de faire un rapide
tour d’horizon sur les besoins dans le domainecdeseurs chimiques et biochimiques, ainsi
gue les solutions concurrentes proposées jusquécthoix du type de capteur a été justifié,

son principe physico-chimique de détection a §i¢eke.

Nous avons présenté le procédé de fabrication ogwpél au sein de la centrale
technologique du LAAS-CNRS. Les capteurs chimiquéalisés ont montré de bons
rendements de production conformes aux spécifitati€es capteurs délivrent une bonne
sensibilité au pH et peuvent étre utilisés avec éleetrode de référence classique, un fil
d’Ag/AgCl ou une électrode Ag/AgCI intégrée. Lore th fabrication des ChemFETs, nous
avons développé une technique de fabrication deoglectrodes Ag/AgCl. Le procédé de
dépbt d’argent ayant été validé, nous avons utidis€action chimique instantanée du ReCl
comme technique de chloration de I'argent. Cetthrigjue a donné une grande satisfaction et
des résultats de mesure comparables aux résulitgsus avec I'électrode filaire Ag/AgCI.
Ainsi une puce tout intégrée offrant d’excellenésultats de mesure a été développée. Ces
bons résultats ont donc permis de valider le pré@cde fabrication. Nous avons ensuite
déemontré les potentialités de nos capteurs en teffiet diverses caractérisations. Des
sensibilités au pH de I'ordre de 50 mV/pH ont étésorées avec un fil Ag/AgCI en guise
d’électrode de référence.

La technique adaptée a la réalisation des couchesibdes enzymatiques a l'aide du
glutaraldéhyde a permis de fonctionnaliser nosetapt Cette méthode a montré des résultats

intéressants et a mis en évidence la potentiadit@esurer le glutamate.
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L’objectif principal de la thése était de réalisies microcapteurs EnFET avec un modeéle
de simulation qui prend en compte tous les parasgthysico-chimiques influent a savoir la
réaction enzymatique, la diffusion, les réactioosl@basiques, la réponse potentiométrique
du composant a effet de champ. Ainsi nous avoréumeémodele glutamate-EnFET qui prend
en compte tous ces effets. L’étude du modéle aipadtaxpliquer les mécanismes agissant
lors de la détection, de mettre en lumiéere lesciaux parameétres influents sur la réponse du
biocapteur. Le modele a permis de comprendre fetsale ces grandeurs au sein de la zone
de détection de 'EnFET. Cette étude montre q@ilimpérativement nécessaire de contréler
ces parametres pour la détection du glutamate.i Aies ressort que la filiere pH-EnFET
peut étre utilisée pour la détection du glutamatendieu tamponnée (tel que la salive) mais
gue le glutamate-EnFET présentera naturellemerfaiddes sensibilités de détection, une
faible sélectivité due a l'interférence du pH ekeunrte dépendance vis-a-vis de la solution

analysée.

Nous avons fini cette étude par une comparaisonnodele avec des résultats
expérimentaux issus de caractérisation de biodgtectglutamate-EnFETs que nous avons
réalisés au LAAS dans le cadre de la thése. Lestaés de ces comparaisons ont permis de
valider le modéle établi. Le modele développé ésiegque, il est possible de I'adapter afin

de simuler le fonctionnement d’EnFET dédié a ladébn d’autres especes biochimiques.

Nous avons étudié la détection du glutamate pandthode pH-ChemFET. Ensuite, des
études de fonctionnalisation de surface par deshesuenzymatiques ont été menées en vue
de détection d’espéeces biochimiques. Enfin, laatarsation des capteurs glutamate-EnFETS
a été effectuée en comparant avec le modele delasiou Une faible sensibilité a été
obtenue avec interférence au pH par rapport au petEET. Pour remédier a ce probléeme,
nous avons développé un nouveau concept de mid¢eazapommeé ElecFET. Les différentes
étapes technologiques ont été effectuées et lessplecFETs fabriquées dans la centrale
technologique du LAAS-CNRS sur un méme substrat kgge ChemFETs. Ce nouveau
concept utilise la combinaison des techniques aompéirique et potentiométrique. Nous
avons validé le fonctionnement de I'ElecFET en gtodles parameétres pouvant influencer la
réponse du capteur. Enfin, nous avons appliqué aezeau concept a la détection du
peroxyde d’hydrogéene. Cette étude nous a permdefieir la limite du potentiel a appliquer

sur la microélectrode de platine afin d’éviter umierférence avec la réaction d’oxydation de
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'eau. Une sensibilité de 5 mV/mM a été obtenuerpame gamme de concentration en
peroxyde d’hydrogene allant de [10-100 mM]. Nousre ensuite appliquer ce nouveau
concept a la détection du glucose, une sensihilight de [2-6 mV/mM] dans une gamme de
concentrations comprise entre [1-30 mM] a été alden’étape finale été la détection du
glutamate : une sensibilité de 5mV/pGlutamate a ébdenue avec élimination de

l'interférence du pH. Le nouveau concept ElecFEIngi été validé.

Bien que cette nouvelle méthode de détection a bd&decFET fonctionne
convenablement, la sensibilité de détection reaikld (5mV/pGlutamate), a linstar des
propriétés de détection de 'EnFET. Cette faiblesgslité est liee aux propriétés actuelles
des enzymes glutamate oxydase commerciales, casae® par de faibles activités
enzymatiques et de faibles quantités pour des &éngs. On peut espérer une augmentation
de sensibilité jusqu’a 30 mV/ pGlutamate en utilisane quantité enzymatique./Négale a
5.1¢ unit/cn?. Néanmoins le développement de glutamate oxydaskrtd activité
enzymatique est envisageable mais n’entre pas dasssphéres de compétences. En
revanche, l'utilisation de I'ElecFET doit permetul&augmenter la sensibilité du capteur en
augmentant la tension de polarisation &fin d'accélérer la cinétique d’oxydation du
peroxyde d’hydrogéne produit. Cette approche néeeske modéliser les principes de
détection de I'ElecFET en prenant en compte la tidacenzymatique, les réactions
électrochimiques, les mécanismes de diffusion &utien et les propriétés acido-basiques du
milieu analysé. Il sera ainsi possible de comprengleinement le fonctionnement d
'ElecFET en vue d’optimisation dans le cadre deégection du glutamate ou de toute autre
espece biochimique d’intérét.

Cette technologie permet de diminuer considérahi¢heeprix de revient d’un capteur est
de profiter du caractére générique des ChemFETsfteh les travaux présentés dans ce
rapport se focalisent essentiellement sur la déteatans l'industrie agroalimentaire, mais
peuvent étre aisément étendus a d’autres typemlg&as meédicales (détection de l'urate,

lactate...).

Ainsi, il est maintenant possible d’envisager lealéppement de plate-formes génériques
de modélisation, de conception et de réalisatioa demposants EnFET/ElecFET afin
d’ouvrir le champ de leurs applications dans lereatlapplications liees au domaine de la

santé, de la sécurité, de I'environnement et dgrd-@limentaire. De premieres experiences
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ont été realisées en ce sens au sein du masticatéiaiel développé au FLAVIC-INRA.

Elles ont a ce jour été limitées a la mesure dwepiHconvient de poursuivre les travaux pour
la détection de sucres (goQt sucré) et du glutafgaiits umami). De tels travaux permettront
de montrer les potentialités d’application des pteapteurs électrochimiques au domaine de

la nutrition.
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Résumé:

L'acide glutamique et plus particuliérement son ion associé le glutamate sont des additifs
largement utilisés dans I'agro-alimentaire car caractéristiques du gout "umami”. Cependant,
leur consommation en exces peut étre responsable de troubles cérébraux entrainant sueurs,
maux de téte, perte d'équilibre, évanouissement et/ou douleurs. Il devient ainsi important de
développer des techniques d'analyse en phase liquide des ions glutamates. Les travaux visent
ainsi le développement de capteurs enzymatiques basés sur les transistors a effet de champ
sensibles au pH (pH-ChemFET), pour la détection du glutamate. Ils visent a la réalisation
technol ogique des microcapteurs Glutamate-EnFET (enzymatic field effect transistor), a leur
modélisation et a leur caractérisation en milieux aqueux puis dans la salive, et enfin a leur
intégration au sein d'un masticateur é ectronique développé par le laboratoire FLAVIC-INRA.
En paralléle a la rédisation des pH-ChemFET, un nouveau concept de microcapteur, nomme
ElecFET, a été mis en place. Ce nouveau concept combine les potentialités de détection des
techniques ampérométrique et potentiométrique a la microéchelle. Les différentes étapes
technologiques ont été effectuées et les puces ElecFETs ont été fabriquées au sein de la
centrale technologique du LAAS-CNRS. Nous avons validé le fonctionnement de I’ ElecFET
en éudiant d’ abord I’ électrolyse de I’ eau. Ensuite, I’ é&ude des paramétres pouvant influencer
la réponse du capteur a été abordée. Enfin, nous avons appliqué ce nouveau concept a la
détection du péroxyde d'hydrogene, du glucose et finalement du glutamate.

Mots-clés: pH-ChemFET, EnFET, ElecFET, modélisation, glutamate.
Abstract:

Glutamic acid and especially its associated glutamate ion are additives widely used as food
flavor enhancers as well as main markers of the japanese taste "umami”. However, excess
consumption may be responsible for brain disorders causing sweats, headaches, losses of
balance, faints and pains. Thus, it became important to develop methods in order to analyze
glutamate ions in liquid phase and to integrate them in order to realize glutamate-sensitive
microsensors. Works are therefore dedicated to the glutamate-sensitive enzymatic field effect
transistors (ENFET) development, dealing with the pH-ChemFET mass fabrication using
"Silicon & Polymers" technologies, their packaging for the measurement in liquid phase, the
glutamate-EnFET modeling, the integration of glutamate oxidase enzymatic layer, and the
characterization of the pH-ChemFET and glutamate-ENFET microsensors. They intend to
achieve the integration of glutamate-EnFET into an electronic masticator developed by the
laboratory FLAVIC-INRA in Dijon. In paralel a new concept microsensor named ElecFET
was designed. This new concept combines amperometric and potentiometric detection
techniques to the microscale. The different technological steps have been completed and
ElecFETs chips were manufactured in the LAAS-CNRS technological platform. We validated
this new concept first by studying the water electrolysis. Then, the parameters that influence
the microsensor response were discussed. Finally, we applied this new concept to the
detection of hydrogen peroxide, glucose and glutamate.

Keywords. pH-ChemFET, EnFET, ElecFET, modeling, glutamate.



