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Résumeé de these

La contamination par les polluants représente une ¢agar 1’environnement ainsi que
pour la santé humaine puisque ces contaminants peuvent pénétrer dans le corps par
I’alimentation, la respiration, 1’absorption cutanée et [’exposition quotidienne aux
innombrables produits chimiques crées et employés par les humains.

Ces polluants tels que les métaux lourds et les pesticides provoquent des maladies
dangereuses et méme mortelles (maladies cardiovasculaires, cancer, sclérose en plaques,
syndrome de fatigues chronique, etc.).

Pour éviter ce bombardement constant du corps durant toute sa vie par ces toxines
extérieures, et libérer graduellement le corps de son accumulation toxique, permettant au
systeme immunitaire de fonctionner plus efficacement et promouvant le futur bien-étre du
corps, il faut controler consnment I’environnement et évaluer leur niveau de contamination.

En effet, il existe des méthodes classiques de détection de ces polluant telles que la
spectroscopie de masse, 1’absorption atomique, qui fournissent des informations trés fine et
compléte, mais elles présentent des contraintes importantes de logistique, de co(t et surtout
du temps.

Les travaux de recherches actuels visent a €laborer et améliorer un outil capable d’entrer
en concurrence avec ces techniques en sens de rapidité, stabilité et économie.

Le biocapteur qui présente la fusion de plus importantes technologies de ce siécle
I’¢électronique et les biotechnologies, pourrait €tre par cette association la base de la naissance
d’un systeme efficace de détection précoce.

L’objectif de notre projet esla conception d’un micro-biocapteur a base de bactéries qui
est sensible et utile en tant que capteur jetable pour le contrdle environnemental. L’étude de
ce dispositif est particulierement intéressante car elle permet de concilier a lasfaist |
pratigue du développement de systemes directement utilisables pour des applications
industrielles (surveillances de la pollution) et 1’aspect recherche fondamentale au niveau de
I’étude des interactions biochimiques entre 1’espéce a détecter et le métabolisme cellulaire.

Mots clés:Microfluidique, PDMS, Capteur, Bacteries, Polyelectrolytes, Onde de Love,

AFM, Electrochimie, Métaux Lourds.






Thesis summary

The high environmental pollution by toxic products including heavy metals presents a very
aquatic medium threat. Therefore aquatic ecosystem management requires early warning
systems for on line monitoring. New microtechnologies processing can give rise to innovative
biologic devices capable to detect heavy metals. Such novel multidisciplinary biosensors
technologies are able to provide a smart miniaturized sensor with low cost and high reliability
that meet the needs and the expectations of users.

The aim of our project is the design of a micro-biosensor based on bacteria that is sensitive
and useful as a disposable sensor for environmental control. The study of this device is
particularly interesting because it allows to combine both the practical development of
systems can be used directly for industrial applications (pollution monitoring) and the aspect
of basic research in the study of biochemical interactions between species to detect and
cellular metabolism. The aim of our project is the design of a micro-biosensor based on
bacteria that is sensitive and useful as a disposable sensor for environmental control. The
study of this device is particularly interesting because it allows to combine both the practical
development of systems can be used directly for industrial applications (pollution monitoring)
and the aspect of basic research in the study of biochemical interactions between species to
detect and cellular metabolism.

In this subject, we developed a biosensor functionalized with whole bacteria
Escherichia.colias biological receptor; the value Bfcoli is to mime the enzymatic activity
present in vivo. E. coli is immobilized on polyelectrolyte multilayer (PEM) films realized by
layer by layer technique (LbL) with successive adsorption of positive and negative charges,
alternatively PAH (poly (allylamine hydrochloride)) and PSS (poly (styrene sulfonate)) . The
acoustic delay line was inserted into an electronic oscillation loop for real time monitoring,
and combined with a cell of polydimethylsiloxane (PDMS) with a microfluidic network used
to control access to the surface of the bacteria and target species. A compatible microsensor
with Love wave dispositive for electrochemical detection is fabricated with MEMS method.

A microsystem with continuous and real time detection is elaborated , the sensor lead to
efficient detection of ionic cadmium ad mercury in less than 60 seconds and with a detection
limit better than 18> M. The AFM, through several modes of measurements, which allows to
define the thickness, topography and to access to the nanomechanical properties of
polyelectrolyte layers and bacteria immobilization, has demonstrated its ability as
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complementary technique, to understand the phenomena occurring at the surface or near the
interface of the sensor. Indeed, we present and analyze results of AFM charactanzation
liquid medium that showed high bacterial attachment and the stressing effect of toxic heavy
metals on its morphological state, in good agreement with the sensor results.

Keywords: Microfluidic, PDMS, Sensor, Bacteria, Polyelectrolytes, Love wave, AFM,
Electrochemical, Heavy metals.
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Introduction

La contamination par les métaux lourds représente une menace pour 1’écosystéme ainsi que
pour la faune et la flore. De grandes concentrations de ces ions peuvent avoir des effets
toxiques sur les organismes vivants [1]. En effet, de grandes quantités de métaux lourds
arrivent dans 1’environnement via 1’industrie métallurgique, la combustion du charbon ou les
hydrocarbures des pots d’échappement. Ils peuvent entrer facilement dans la chaine
alimentaire a travers diversesies. Leur exposition a long terme dans 1’environnement peut
causer des effets toxiques et progressifs E2| conséquence 1’élaboration de méthodes
fiables pour détecter et éliminer ces métaux est d’une importance capitale. Cependant leur
détection directe dans des échantillons est une tache difficile. Les restrictions principales
viennent de la complexité de leur matrice et de leurs tres faibles concentrations, souvent en
dessous de la limite de détection des techniques disponibles.

Les meéthodes classieg de détection des métaux lourds sont fondées sur 1’analyse
physicochimique, telles la chromatographie ou la spectrométrie : chromatographie en phase
gazeuse couplée a la spectrométrie de masse, GC-MS), chromatographie liquide a haute
performance (HPLC) couplée a la spectrométrie de masse (HPLC-MS), spectrométrie
d’absorption atomique (SAA), etc. Ces méthodes fournissent une information trés fine et
compléte, mais elles présentent des contraintes importantes en termes de complexité et de
durée d’analyse (échantillonnage, préparation, étalonnage, etc.). C’est la raison pour laquelle
des recherches visent le développement d’une technologie simple, économique, rapide et
fiable, utilisable pour la détection sur site, afin de fournir des données sur la présence des
métaux dans I’environnement.

Dans le principe, un dispositif de type biocapteur, qui représente 1’association des deux
plus importantes technologies récentes, I’électronique et les biotechnologies, pourrait étre a la
base de la naissance d’un systéeme efficace de détection précoce, avec des avantages
notamment en termes de sensibilité et de rapidité. Un systéeme appelé « biocapteur »,
combinaison d’un transducteur et d’un film de reconnaissance, a ainsi été décrit pour la
premiere fois par Clark et Layons en 1965 [3], puis, en 1967, Updike et Hicks ont mis au
point une électrode enzymatique permettant le dosage de glucose dans une solution
biologique [4](la diminution de la concentration d’oxygéne mesurée était proportionnelle a la

concentration en glucose).
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Les capteurs peuvent étre fonctionnalisés sur mesure, afin de viser despétifiques et de
répondre ainsi aux besoins des industriesatevironnement, de la santé ou tidimentation,
tout en gardant un socle technologique commun, permeltatéresser un industriel de la
mesure par le rapprochement de plusieurs applications, susceptibles de représenter ensemble
un marché important.

Le grand avantage des biocapteurs réside dans leur concept original autorisant la
réalisation de systemes de mesure intégrés, autofonctionnels, miniaturisables, aisés a mettre
en ceuvre et ne nécessitant que peu ou pas de traitement de 1’échantillon a analyser. Ils
constituent sans doute 1’une des alternatives la plus séduisante, proposant ainsi des systemes
simples, fiables, rapides, économiques et sélectifs de détection.

Pour atteindre notre objectif, la détection de ces micropolluants toxiques et persistants [5]
gue sont les métaux lourds, nous élaborerons un systeme fusionnant des disciplines
scientifiques et technologiques tres éloignées, telles la bactériologie, la chimie des polyméres,
I’électrochimie et les ondes acoustiques, en faisant appel au domaine de la physique au sens
large, pourd conception d’un biocapteur.

La miniaturisation du biocapteur nécesgiutilisation de techniques de microfabrication
qui permettent de réaliser un grand nombre de dispositifs & moindre colt. Pour réaliser ces
nouveaux micro-biocapteyrsous avons ainsi mis en ceuvre des technologies de la
microélectronique, et des microsystemes en général, qui permettent de fabriquer des
composants de taille micrométrique, utilisés par exemple dans les téléphones portables.

Afin de bien situer ce travail dans son contexte, le premier chapitre est consacré a un état
de I’art sur le biocapteur et ses différents constituants, biorécepteur et méthode de
transductiondans 1’optique de notre application. Une étude d&effet des métaux lourds sur
les micro-organismes vivants tels que les bactéries sera présentée dans ce chapitre.

Dans le deuxieme chapitre, nous décrirons les différentes méthodologies utilisées pour la
réalisation de deux types de plateformes de détection, a ondes acoustiques et électrochimique,
en associant quelques éléments visant a la compréhension des caractérisations par
microscopie a force atomique (AFM) et sur la théorie des écoulements mis en jeu dans les
dispositifs microfluidiques associés aux structures.

Le troisieme chapitre concerne une étude sur les polyélectrolytes comme méthode de
fonctionnalisation de surface. Nous aborderons les principales caractéristiques de ces
polyméres, leur comportement en solution et en écoulement, dans le but de comprendre et

optimiser la configuration du film auto-assemblé couche par couche sur la surface du capteur.
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La mise au point d’un capteur pour la détection de métaux lourds a base de bactéries,
immobilisées sur le film multicouche de polyélectrolytes, sera discutée dans le chapitre
quatre, ou nous allons présenter la détection de cadmiure eterture en solution, en
utilisant les plateformes a ondes acoustiques (onde de Love) et électrochimiques. Les
différents résultats de mesure seront discutés et mis en perspective avec une étude
approfondie par AFM, outil complémentaire de caractérisation des surfaces et des interactions
s’y produisant. En derniére partie de chapitre, nous montrerons égalelugpbrtunité
d’utiliser une nouvelle couche ultra-sensibled’oxyde de titane mésoporeux sur la surface de
transduction du capteur a onde de Love, en décrivant et quantifiant les différents résultats
obtenus.

Enfin, une conclusion générale montrant 1’originalité et les intéréts du biocapteur élaboré
cléturera ce manuscrit. Elle proposera aussi des perspectives a ce drauaipart, pour
poursuivre le développement de ce type de micro-biocapteur dédié pour la détection de la
toxicité des métaux lourdst d’autre part, pour I’application des techniques mises au point a
la conception de capteurs visant de nouvelles applicatiohes tgle la contamination des
eaux par des virus ou des bactéries, ou vidamitres domaines tels que le domaine des
biomatériaux.

Ces travaux ont ét¢ menés dans le cadre du projet CMCU Utique d’action en réseau
n°10G1103.

Plusieurs laboratoires d’accueil ont été impliqués, notamment le laboratoire de biophysique
(Université de Monastir), le Laboratoire Ondes et Btati’ Aquitaine (LOMA, CNRS UMR
5798, Université Bordeaux 1), Le laborataitel'Intégration duMatériau au Systeme (IMS,
CNRS UMR 5218, IPB, Université Bordeaux 1), partenaires du projet CMCU mais également
le laboratoire immunologie et parasitologie (Université Bordeaux 2) et le Laboratoire Des
Meéthodes et Techniques d’Analyse (LMTA, INRAP Sidi Thabet).
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1.Etat de Part

Les métaux lourds présentent une forte toxicité [6]. En conséquence leur présence dans
I’eau, qui est une ressource essentielle pour la vie et pour les activités humaines, nécessite la
réalisation d’un dispositif d’alerte et de contréle immergé, rapide et efficace. Pour ce faire, les
biocapteurs sont considérés comme des instruments avantageux par rapport aux autres
moyens existants qui apparaissent lourds et fastidieux. En effet, ils allient facilité et simplicité
d’utilisation avec fiabilité et rapidité des mesures. De surcroit ils présentent un faible coit de
fabrication.

Dans ce chapitre, nous présentdensontexte de 1’étude, notamment les propriétés de
quelgues métaux lourds, le mécanisme de leurs bioaccumulations et leurs effets,
particulierement sur le métabolisme de la bacté&seherichia coli(E. coli) que nous
retiendrons comme bioréceptele principe général d’un biocapteur est rappelé, ainsi que les
principaux éléments le constituant, en détaillant davantage le principe des biorécepteurs et des
transducteurs retenus pour nos travals ¢léments de 1’état de ’art s’appuient sur de
nombreuses références bibliographiques, dont beaucoup de réaentesit 1’intérét de la

communauté scientifiqueopr 1’enjeu de tels systémes dan le cadre de ce type d’application.

1.1. Contexte de I’étude

1.1.1.Pollution de I’écosystéme aquatique par les métaux lourds

Sont considérés comme des métaux lourds, les éléments du tableau périodique qui ont une
masse volumique supérieure a 4,5 g/dfaprés le protocole d’Aarhus (Danemark, juin 1998)
dans la convention de Genéve.
Les métaux lourds les plus souvent considérés comme poisons pour I’homme sont le
plomb (Pb), le mercure (Hg), I’arsenic (As), le cadmium (Cd), d’autres comme le cuivre (Cu),
le zinc (Zn), le chrome (Cr) pourtant nécessaires a 1’organisme en petites quantités, mais

deviennent toxiques a des doses plus importantes [7,8].
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Par le biais du cycle de I’eau (Figure 1-1) les écosystemes aquatiques sont susceptibles
d’étre contaminés par les métaux lourds par des voies diverses et variées, d’origines
accidentelles ou d’usage, entrainant des effets dommageables pour les étres vivants.

Les problémes associés a la contamination par les métaux lourds ont été mis en évidence
pour la premiere fois dans les pays industriellement avancés en raison de leurs déversements
industriels plus importants. En effet, pendant dieaines d’années, les fleuves ont hérité des
rejets, des eaux résiduaires et des déchets liquides résultant de I’extraction ou de la
transformation de mati¢res premicres et de toutes les formes d’activités de production
industrielle. A ’heure actuelle, bien que le niveau des activités industrielles soit relativement
moins élevé dans des régions sous développées cofrigue, on y observe néanmoins
une prise de conscience croissante de la nécessité de gérer rationnellement les ressources

aguatiques et notamment de maitriser les rejets de déchetsetmime®hnement.

transpiration

Figure 1-1: Grcle de I’eau [9)]

1.1.2.Bioaccumulation des métaux lourds

L’eau est évidemment un élément particulierement important pour les polluants en général
et les métaux lourds en particulier, qui apparaissent comme des micro- polluants susceptibles
d’étre impliqués dans des réactions chimiques liées a 1’acidité, 1’alcalinité, la température et

I’oxygénation notamment.
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Les milieux aquatiques sont tres sensilless ¢léments, méme a 1’état de traces, par la
coexistence de deux phénomenes : la bioaccumulation et la bioamplification qui peuvent
entrainer une forte accumulation dans certains organismes vivants. De ce fait les métaux
lourds se retrouvent au final dans la chaine alimentaire. Le processus de bioaccumulation des

métaux lourds se développe en trois parties, décrites en suivant.
1.1.2.1. Adsorption et assimilation

Lors de I’exposition, I’adsorption de polluants métalliques concerne la seule fraction
soluble et biodisponiblegénéralement 95%, ’autre fraction, soit 5%, est insoluble et sera
éliminée par différentes voies (digestive, urinaire et cutanée). La partie biodisponible et
assimilable se concentre dans certains organes, c’est ce qu’on appelle I’organotropisme. Par
exemple le cadmium se concentre presque exclusivement dans le tube digestif, le foie et les
reins [10]. Le plomb diffuse également dans la peau, les muscles et la colonne vertébrale. Le

mercure, dans sa forme organique, diffuse dans tout lexgystéveux et le feetus [11].
1.1.2.2. Bioconcentration

Les organismes, notamment les espéces aquatiques vivantes concentrent les métaux lourds.
Cette bioconcentration des métaux lourds par les organismes vivants présente une hiérarchie
entre les especes, qui sont classées selon leur disposition a les concentrer.

Le tableau aprédonne une indication schématique de I’importance de la bioconcentration
pour quelques especes marings facteur de bioconcentration moyen de ’ordre de 2000 et

classiquement retenu.
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Tableau 1-1 : Capacités de bioconcentration de quelques espéces marinesSINEASISA / CNRS - Synthése

OPECST)12].
Métal
Espéce cadmium mercure plomb
Plantes faible faible faible
Invértébrés moyenne a forte moyenne a forte moyenne
Vers moyenne moyenne a forte moyenne
Mollusques moyenne moyenne a forte moyenne
Crustaces forte moyenne a trés fort moyenne
Moules forte moyenne forte
Huitres trés forte faible moyenne
Poissons faible moyenne a forte faible
Harengs/sardines faible faible faible
Plies/soles faible moyenne faible
Bars/roussettes moyenne moyenne moyenne
Espadons/thons moyenne forte moyenne

1.1.2.3. Bioamplification

Le polluant, présent dans les algues et les microorganismes, est ingéré par un herbivore,
lui-méme proie d’un carnivore, qui est a son tour proie d’un supercarnivore, animal ou
homme. En fin de chaine, on trouve ainsi un consommateur final ayant bioaccumulé les
formes solubles des métaux.

Il peut arriver que les concentrations augmentent au fur et a mesure que I’on progresse
dans la chaine trophique. C’est le cas du plomb et surtout du mercure sous la forme méthylée.
Le mercure s’accumule a chaque étape et se retrouve concentré en bout de chaine alimentaire,
notamment dans les gros poissons piscivores. On nomme ce phénomeéne la «bioamplification»
(ou « biomagnification », du terme anglo-saxonkn Eicteur de lordre de 10° eg
généralement retenu entre les concentrations relevées au niveau des organes concentrateurs

chez I’étre humain par rapport aux concentrations dans I’eau.
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1.1.3.Effets sur la santé humaine

Nous présenterons le mercure et le cadmium qui sont les deux métaux lourds considérés

comme les plus toxiques ainsi que leurs effets sur la santé humaine.
1.1.3.1. Le mercure

Le mercure présent darisdu a diverses origines : 1’industrie papetiére, 1’électronique, les
thermomeétres, I’extraction aurifére et est également présent dans les amalgames dentaires. On
peut donc le retrouver chez les poissons se trouvant dans les parties les plus « hautes » de la
chaine alimentaire comme le thon, les huitres et les moules qui servent de la nourriture pour
1’&tre humain.

Le mercure est reconnu comme une substance puissamment neurofaXilseét inhalé
ou ingéré (contaminant alimentaire). On peut citer les graves conséquences sur la population
de pécheurs de la baie #&inamata (Japon, années 1950, utilisation de Methyl mercure
comme catalyseur) qui a fait plus de 1000 morts [13].

La toxicité du mercure provient de son extréme volatilité, de sa relative solubilité dans
I’eau ainsi que de sa capacité a se lier avec d’autres molécules qu’il va modifier ou dont il va
transformer les fonctions. Ainsiamk 1’organisme, le mercure peut se lier aux molécules
constituant la cellule vivante (protéines, acides nucléiques, etc.) et modifie leur structure ou
inhibe leur activité biologique.

Il présente des effets indésirables sur la santé tels que perte de mémoire, dépression,
tendances suicidaires, troubles de fonctions cérébrales, asthénie, troubles visuels, paralysie,
infections répétées ou cancer [1d]est un sujet qui a beaucoup intéressé les chercheurs. Par
exemple, des laboratoires de recherche médicale ont étéditidae 1’amalgame dentaire est
un contributeur majeur a la charge corporelle en mercure. En 1997, une équipe scientifique a
démontré que I’inhalation de vapeurs de mercure par les animaux produisait une lésion
moléculaire dans le métabolisme des protéines du cerveau similaire aux Iésions observées
dans 80% des cerveaux affectés de la maldathézheimer. Récemment, des expériences
effectuées par des scientifiques de la faculté de médecine de I'université de Calgary ont réveélé
avec des preuves visuelles directes des cultures de neurones, comment les ions de mercure
alterent la fabrication des cellules neuronales en développement, pour mieux comprendre
I’effet du mercure sur le cerveau. En effet, les dérivés organico-métalliques du mercure
comme le méthyle mercure, forment un complexe trés puissant qui peut provoquer des lésions

permanentes dans les neurones, ainsi que la désamination de I’ADN ou sa méthylation.
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1.1.3.2. Le cadmium

Le cadmium est un métal extrémement toxique qui est largement utilisé dans la
galvanoplastie. Il est également présent dans la fumée de cigarette, dans certaines peintures
industrielles et dans certains produits destinés aux activités agricoles (engrais phosphorés) qui
peuvent représenter un danger lors de leur pulvérisation et entrainer une pollution de la nappe
phréatique. Le cadmium est aussi utilisé dans la fabrication et le recyclage de cgr&sns ty
de batteries.

Chimiquement, lorsqu’il est a 1’état élémentaire atomique, tout comme le mercure et le
plomb, le cadmium n’est pas toxique pour les organismes vivants. Mais il le devient aprés
transformation chimique ou biochimique en un cation divalefit M

Le cadmium est un métal atigine naturelle,il est généralement présent dans
I’environnement comme un minéral combiné avecites éléments (par exempl&xygene,
le chlore et le soufre).

La toxicité du cadmium se produit par voie orale ou respiratoire [15], pouvant provoquer a
court ou a long terme des problémes de santé graves car il est capable de remplaicenle calc
dans I’organisme et d’entrainer une fuite calcique.

Cette exposition affecte les poumons, les reins, les os et le systéme immunitaire. Elle peut
conduire au cancer des poumons et a celui de la prostatea 1’origine de troubles
cardiovasculaires, ou encore causer le jaunissement des dents et provodaeérde.| Le
cadmium semble aussi contribuer aux maladies auto-immunes de la thyroide, il est classé

cancérigene et peut conduire au déces.
1.1.4.Principe de la biodétection par un biocapteur

Le biocapteur est un nouvel outifathalyse miniaturisé, dont le principe (Figure 1-2)
repose sur un processus de détection biologique. Il se définit comme un composant associant
une membrane et comprend :

* une espece biologique permettant la recormae de 1’espece cible,

* Un transducteur permettant de transformer I’événement de reconnaissance en un signal
physique mesurable.

L’élément biologique peut étre, typiquement, un peptide, une enzyme, un acide nucléique,

un anticorps ou un micro-organisme.


http://www.bioperfection.com/sante/respiration.htm
http://www.bioperfection.com/sante/immunite.htm
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Le mode de transduction peut étre, classiqguement optique, électrochimique, piézoélectrique

ou calorimétrique

Cl @ ANALYTES
‘\_.r‘@

BIORECEPTEUR
TRANSDUCTEUR

SYSTEME D’ACQUISITION

Figure 1-2Schéma explicatif de principe d’un biocapteur.

Dansles deux parties suivantes sont exposeés les principes des plus couramment rencontrés

parmi ces éléments de recorgrnce et de transduction

1.2. Le biorécepteur

1.2.1.Les principaux biorécepteurs

Le choix du matériel biologique utilisé comme biorécepteur dépend de plusieurs critéeres,
comme sa spécificité, sa stabilité et la nature des substances chimiques ou biologiques a
analyser. @ peut distinguer divers types de biocapteurs, classés en fonction de 1’élément
sensible mis en ccuvre comme biorécepteur : les capteurs enzymatiques, les capteurs

immunologiques, les capteurs a ADN et les capteurs cellulaires ou bactériens [16].
1.2.1.1. Les enzymes

Les enzymes sont dgsotéines qui catalysent des réactions biochimiques chez les étres
vivants. Il en existe différentes sortes dans les cellules. Comme toutes les protéines, les
enzymes sont constituéezadides aminés reliés par des liaisons peptidiques [17]. Chacune
catalyse une réaction spécifique avec un substrat spécifique. Cela sighifie gnzyme peut

se lier avec une molécule reconnue (substrat) parmi des milleugrabs et la transformer


http://bio.m2osw.com/gcartable/proteine.htm
http://bio.m2osw.com/gcartable/proteine.htm
http://bio.m2osw.com/gcartable/biomoleculaire/acides%20amines.htm
http://bio.m2osw.com/gcartable/biomolecule.htm
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toujours de maniere identique a une vitesse tres élevée. Les enzymes peuvent étre utilisées en
dehors de leur organismeéodigine, dans des préparatiansvitro.

Ces propriétés fondamentales les rendent aptes a étre utilisées dans la fabrication des
biocapteurs. Le capteur enzymatique permet de détecter un produit d’une réaction chimique
catalysée par I’enzyme, comme dansle cas du premier biocapteur biomédical réalisé par
Updike et Hicks [18]qui opére le dosage du glucose en suivant ’activité enzymatique de la
glucose-oxydase. Ce principe de détection est aussi utilisé pour des capteurs
environnementaux ou 1’activité enzymatique (comme le cas de ’uréase et la B-galactosidase)

est inhibée en présence de métaux lourds qui prennent la place des m&taécadsaires

pour leurs activités.
1.2.1.2. Les anticorps

Les anticorps sont des immunoglobulines, protéines circulantes du milieu intérieur
constituées d’une partie constante et d’une partie variable. Ils sont des effecteurs de
I’immunité acquise et agissent en se liant spécifiquement aux antigenes qui ont déclenché leur
expansion.

Les anticorps sont utilisés comme biorécepteurs dans la conception des immunocapteurs.
Leurs principaux avantages sont leur trés grande sélectivité et spécificiteivided=agent a
détecter [19].

1.2.1.3. L’ADN

L’ADN contient finformation génétique responsable de la transmission des caractéeres
héréditaires au cours des générations. Il porte le code génétique nécessaire a ladasithése
protéines.

Celatraduit I’'importance de I’'usage des séquences d’ADN comme biorécepteur fondé sur
le principe dela détection d’événements d’hybridation reflétant la connaissance entre deux
séquences complémentaires et permettant notamment la détection des mutations génétiques
[20]. Les biocapters a ADN sont les premiers a faire I’objet du systéeme miniaturisé, sous
I’appellation courante de biopuce. Pour 1’analyse d’ADN, le volume nécessaire pour une

réaction varie de quelques microlitres a quelques centaines de nanolitres.
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1.2.1.4. Les micro-organismes

Les micro-organismes sont utilisés comme biorécepteurs, car ils présentent un grand
nombre d’avantages. En effet, ils sont capables de métaboliser une grande variété de
composés chimiques, ils peuvent s’adapter a un environnement défavorable et développer une
capacité a dégrader de nouvelles molécules [21]

Les microorganismes paraissent représenter une alternative a 1’utilisation d’enzymes
purifiées colteuses qui manquent généralement de stabilité. En effet, la culture de ces
organismes vivants est souvent simple et peu onéreuse. De plus, les enzymes produites dans la
cellule se trouvent dans un environnement « naturel » favorable a leur stabilité. Ainsi, les
biocapteurs a micro-organismes ont en général, des durées de vie plus longues que les
biocapteurs enzymatiques.

De plus, les cellules entiéres sont spsibles d’étre affectées au niveau de leurs activités,
et permettent de ce fait d’obtenir une réponse plus physiologique a un toxique en délivrant
une information sur I’effet d’un stimulus extérieur sur un systéme vivant.

Des biocapteurs a microorganismes génétiquement modifiés ont été élaborés: des
plasmides recombinants ont été introduits dans ces microorganismes afin de transférer le géne
de la luciférase et permettre ainsi des mesures de luminescence. La présence de toxiques va
diminuer la luminescence par inhibition du gene lux ou de ses promoteurs. Ces biorécepteurs
sont notamment utilisés pour la détection de métaux lourds ou la surveillance de procédés de
bioremédiation [22]. Il est généralement admis que les micro-organismes sont plus sensibles

awx métaux lourds que les plantes ou les animaux vivants dans les sols pollués [23]

1.2.2. Notre choix : la bactérieEscherichia Coli

Les micro-organismes les plus utilisés pour la détection des toxiques sont les bactéries

(Figure 1-3) qui représentent les plus simples des organismes se trouvant dans la plupart des
environnements naturels. Elles sont, unicellulaires, procaryotes, de dimension allant
typiqguementde 1 a 10 um de long et caractérisées par unesatice de noyau et d’organites.
Elles peuvent se présenter sous différentes formes : sphériques (coques), allongées ou en
batonnets (bacilles), ou encore plus ou moins spiralées. Elles possedent souvent une coque
protectrice résistante, appelée paroi cellulaire, sous laguelle une membrane plasmique entoure
un compartiment cytoplasmique unique contenant de I’ADN, de I’ARN, des protéines et des

ribosomes.
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Figure 1-3 : $ucture d’'une cellule bactériennd 24]

Dans ce travail nous avons utilisé la bact&seherichia colicomme biorécepteur pour la
détection des métaux lourds, en utilisant leurs effeysiologiques et sur 1’activité de cette
bactérie. En particulier, e métaux lourds possédent des effets sur la structure
tridimensionnelle des protéines ou $lintégrité de la membrane cellulaire, impliquant des
modifications de la croissance, la morphologie et le métabolisme de ces micro-organismes

[25]. Ces altérations conduisent a des réductions de biomasse microbienne.
1.2.2.1. Effets des métaux lourds sul’Escherichia coli

Pour une meilleure compréhension des résultats qui seront obtenus dans le cadre de nos
travaux, nous décrivons ici de maniere plus détaillée ces effets des métaux lourds sur

I’Escherichia coli
a. L’inhibition des activités enzymatiques

En général, les cations métalliques sont en mesure de se fixer sur des résidus cystéines ou
d’acides aspartiques présents dans les sites actifs de nombreuses enzymes. De méme, en large
exces, 1’ion métallique peut rentrer en compétition avec un autre ion situé dans le site actif de
I’enzyme, par exemple un ion cadmium peut remplacer un ion calcium. Les métaux lourds, de
par leur charge positive, réagissent fortement avec les charges négatives des fonctions
latérales de certains acides aminés et des protéines, notamment la cystéine. Le mercure, trés
efficace de ce point de vue, réagit avec son groupe thiol, jouant normalement un réle
important dans I’état d’oxydoréduction et 1’activité de nombreuses enzymes qui se trouvent
ainsi inhibées et/ou inactives, engendrant diverses pathologies.

Les métaux lourds tendent a se substituer aux éléments nutritifs tels que le calcium, le
magnésium, le zinc, le manganese et le cuivre, affaiblissant ou éliminanbaias$iactivité

enzymatique qui découle de ces minéraux.
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Il est bien établi que les métaux lourds, tel I6*Csbnt toxiques pour la plupart des micro-
organismes. En effet, des travaux antérieurs ont confirmé la localisation de certaines enzymes
qui subissent une perturbation de leurs activie@grésence de métaux lourds. Ces enzymes
sont ks phosphatases alcalines [26,2I€5 nitrates réductases [28,29]la B-galactosidase
[30,31] Or deux de ces deux familles d’enzymes au moins sont présentes dans la bactérie
E.coli : phosphatase et réductase, ce qui justifie son intérét comme biorécepteur pour des

études de toxicité.
- La phosphatase alcaline

C’est une enzyme de la famille des phosphatage est responsable de I’hydrolyse des
molécules phosphorées donnant 1’orthophosphate. Les phosphatases sont activées en présence
de I’ion Mg2+ qui permet la stabilisation de 1I’enzyme dans sa conformation la plus active.

Plusieurs études ont déma que I’activité de la phosphatase alcaline est inhibée en
présence des métaux lourds divalents (catidf) Mui peuvent également jouer le réle de
Mg*".

Le Cdt* et le HF'sont classés comme des métaux lourds mous qui se lient de fagon
privilégiée avec des ligands mous polarisés tel que les fonctions SH au niveau du site actif de

la phosphatase alcaline.
- La nitrate réductase

La nitrate réductase est une enzyme cytoplasmique. Une fois dans les dalhiteste est
dans un premier temps réduite en nitrite, puis dans un deuxiéme temps transformée en azote

ammoniacal qui se lie alors rapidement & un composé organique.

2e 2e 2e 2e
.
NO3— 3 NO; ——— 3 X3 ——— = X, ——»NH7,

Pour réduire le nitrate en ammonium (NH 8 électrons sont transférés au cours de 4
étapes; le passage du nitrate au nitrite est bien connu, mais pas la nature de X1 et X2 qui sont
des produits intermédiaires liés a des enzymes.

La réduction du nitrate en nitrite se réalise globalement selon la réaction suivante :

NO3; + 26 4 2Ht——3 NO, + HO

Des résultats ont montré que les métaux lourds et surtout le cadmium sont des inhibiteurs

du processus de réduction de {8p].

- La p- galactosidase
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La B- galactosidase d’Escherichia Colicatalysel’hydrolyse du lactose en glucose et
galactose, comme représenté dar réaction ci-apres, et hydrolyse égalemeids B-

galactosides

CH,0H CH,OH

CH,0OH
o O +H,0 - CH,OH
[-galactosidase 0

La B- galactosidase est une enzyme tétramérique constituée de 4 sous-unités identiques,
mais inactives séparément.

Les ions Md'stabilisent les associations entre les sous-unités et le 2-mercaptoéthanol en
maintenant les grgements thiols a 1’état réduit. Ils empéchent également la formation de

dimeéres inactifs et constitueaihsi un conservateur de 1’activité.
b. Les autres effets sur la cellule bactérienne

En plus de I’inhibition des activités enzymatiques, les métaux lourds peuvent avoir
d’autres modes d’actions sur la cellule bactérienne. Ainsi, 1’altération de la structure des
acides nucléiques : la fixation des cations métalliques sur les groupements phosphates des
acides nucléiques peut entrainer des variations de structure empéchant la transcription ou la
traduction des genes.

Egalement, les especes oxygénées réactives issues des processus cellulaires respiratoires
peuvent interagir avec les métaux et former des radicaux librag;cceendommagent
différents constituants cellulaires tels que :

- les molécules d’ADN en créant des cassures pouvant mener a I’instabilité du
génome,

- les protéines, en générant des pontages entre molécules,

- les acides gras insaturés de la membrane cellulaire entrainant ainsi la

déstabilisation de ces membranes.



Etat ¢ art 45

1.2.2.2. Les qualités requises du biocapteur bactérien

Les effets des espéeces cibles sur le biocapteur bactérien retenu, doivent lui permettre de
remplir un certain nombre de conditions, afin que le capteur puisse présenter les
caractéristiques requises, notamment :

- stabilité: I’activité de la bactérie doit é&tre maintenue pendant les mesures,
- sélectivité : la bactérie doit reconnaitre un seul analyte défini,

- sensibilité : les concentrations faibles doivent étre détectées.
1.2.2.3. Techniques d’immobilisation des bactéries

De plus, la fabrication des biocapteurs nécessiteiman®bilisation efficace de 1’élément
biologique, pour assuréa bonne détection du signal biochimique. Les bactéries peuvent étre
immobilisées par des méthodes physiques ou chimiques. Les procédés classiquement utilisés
consistent a fixer les cellules sur un support par adsorption ou par liaison covalente, ou a les

confiner dans une matrice par inclusion.
a. Liaison covalente

Cette techniquel’immobilisation exige la présence de groupements fonctionnels sur la
surface du transducteur telles que la fonction carboxylique (-COOH), la fonction amine (-
NH,), la fonction hydroxyle (-OH) ou la fonction thiol (-SH) [33].

b. Le confinement et I’inclusion dans un gel

La bactérie est confinéel’intérieur du réseau tridimensionnel d’une matrice. La maille de
la matrice assure de maniére purement physique la rétention de la bactérie, cette technique est
frequemment utilisée [34,35]. Cette matrice peut étre constituwépolymeére plus ou moins
rigide et synthétique (polyacrylamide par exemple) ou naturel (protéine comme la gélatine ou
polysaccharide comme la cellulose, 1’agar-agar ou les alginates). C’est a ce jour la seule

technique qui ait un réel développement industriel.
c. L’adsorption et la technique « layer by layer »

L’adsorption est le procédé le plus anciennement étudié par lequel les cellules adhérent a
un support inerte par le biais d’interactions ¢électrostatiques attractives.

Un exemple typique de cepe d’immobilisation est la méthode couche par couche (ou
LbL pour« layer by layer »), qui permet la construction de films multicouches, typiquement
par adsorptions successives de polyélectrolytes alternativement chargés positivement ou

négativement. Cette technigue constitue a elle seule, un secteur de recherche trés convoité pa
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sa simplicité et ses applications variées, notamment pour la fonctionnalisation de divers type
de surface : or, ITO, verre, nanoparticules, etc. Ces multicouches sont tres stables et se fixent
sans agitation ni ultrason. Le rendement moyen aprés chaque cycle d’adsorption est élevé (95-
98%), ce qui autorise 1’adsorption d’un grand nombre de couches avec un taux d’agrégation
réduit au minimum [36]

Le dépdt couche par couche peut étre appliqué a de nombreux polyélectrolytes, comme le
poly (styrene sulfonate) (PSSX le poly hydrochlorure d’allylamine) (PAH) que nous
utiliserons, ou pour la fixation rapide et aisée de cellules eucaryotes ou procaryotes, sur le

film formé par ces deux polyélectrolytes.
d. Récapitulatif
Le tableau suivant récapitule ces principales méthodes d’immobilisation, et leurs avantages

etinconvénients respectifs.

Tableau 1-2 : Avantages et inconvéniafisechniques d’immobilisation des bactéries

Type
) o Adsorption Confinement physique Liaison covalente
d’immobilisation

* réutilisation possible de * faible contrainte
la matrice diffusionnelle
* traitement peu * pas de modification * liaisons fortes entre

Avantages i o I’¢lément biologique et la
dénaturant : pas de chimique des cellules matrice
modification del’élément * résistance aux changemen
biologique de pH et de force ionique

* fixation fragile et
sensible a une variation de
pH, de la force ionique, de o i
. i ) * peut provoquer une * toxicité des molécules
Inconvenients la température, ce qui i ) "
) déformation des cellules | utilisées
pourrait provoquer la
désorption de 1’espéce

adsorbée

Schéma représentatif =

PPPPP
| —

o Espéces chimiques (polyélectrolytes, groupements thiol, etc.) ou biologiques
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1.3. Le transducteur

Les biocapteurs peuvent étre regroupés selon le mode de transduction mis en jeu : optique,
électrochimique ou piézoélectrique, notamment. Nous détaillerons plus particuliéerement les
capteurs électrochimiques et surtout impédimétriques, ainsi que les capteurs piézoélectriques,

qui seront utilisés au cours de la suite.
1.3.1.Plateforme optique

Une large variété de méthodes de transduction optiques a été utilisée pour les biocapteurs
grice a ces techniques de transduction telles que I’ellipsométrie, I’interférométrie, la
spectroscopie par diffraction ou par des miroirs résonants ou encore par résonance de
plasmons de surface (SPR). Une reconnaissance biologique est déterminée par une variation
d’indice de réfraction, par des propriétés d’absorbance des analytes ou par changement opto-
chimique de la zone de transduction.

La méthode optique la plus utilisée et appropriée aux biocapteurs est sans doute la méthode
SPR (Figure 1- ¥qui permet d’envisager des dispositifs miniatures. Ce type d’appareil trouve
différentes applications industrielles, en particulier dans [I’agroalimentaire [37],

I’'immunogénicité [38], la protéomique [39,4t la découverte de médicaments [41].

Flux entrant Flux sortant

4 L

Ligands: v *

Molécules * *
N BAA A
Couche métallique
active

Unité de détection
optique

Source de
lumiére

Figure 1- 4 Principe de fonctionnement d’un équipement a résonance de plasmons de surface (SPR)

Le principe de fonctionnement consiste a immobilisar, ’interface métallisée d’un

prisme, un biorécepteur pour capturer les cibles qui sont injectées sur cette interface par un
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flux continu a I’aide d’un systéeme microfluidique. Le phénomeéne de résonance des plasmons
de surfae, générés a I’interface métal-diélectrique a I’aide d’un faisceau lumineux est alors
détecté et sa variation traduit I’interaction ligand/analyte a I’interface du biocapteur.

Cette méthode est néanmoins limitée dans son usagietearducteur ne peut étre qu’un
métal noble comme I’or ce qui limite le choix des procédures d’immobilisation. Une tres
faible profondeur de pénétration, de quelques nanometres, est également un élément a prendre
en compte selon la taille des éléments mis en jeu pour I’application. Peuvent également étre
considérés comme plateformes optiques, des transducteurs utilisant des marqueurs
fluorescents par exemple, comme les biopuces a ADN. Malgré 1’inconvénient de nécessiter
une extraction et un marquage d’ADN, ces capteurs ont marqué un tournant dans 1’étude du

génome humain [42].

1.3.2.Plateforme électrochimique

Un capteur électrochimique est un conducteur électrique que 1’on implante au sein du
milieu a étudiet il s’établit alors un transfert de charges entre les especes chargées présentes
et le capteur.

Il existe quatre types de biocapteurs électrochimiques qui sont classés selon leur principe
de fonctionnement: les biocapteurs ampérométriques, conductimétriques, potentiométriques et

impédimétriques, que nous présentons infra.
1.3.2.1. Biocapteurs ampérométriques

L’ampérométrie est une technique qui repose sur la détermination de 1’intensité du courant
qui traverse une cellule électrochimique a un potentiel impo3éQ4Re intensité dépend de
la concentration des éléments pouvant étre oxydés ou réduits au dévéélectrode de
référence.

La technique d’ampérométrie permet de déterminer une courbe intensité-potentiel qui est
obtenue en appliquant entre ’électrode de travail et 1’électrode de référence une tension
suffisamment important&ette courbe posséde un palier de diffusion pour lequel I’intensité

est proportionnelle a la concentration de I’espece réduite ou oxydée a I’¢électrode indicatrice.
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1.3.2.2. Biocapteurs conductimétriques

Le principe de cette technique électrochimique est fondé sur la mesure de la conductance
électrigueG d’un milieu, entre deux €lectrodes de méme nature et de méme surface en leur
appliquant un signal alternatif, av€c=p S/ I: p étant la conductivité du matériau (Bnet
le rapportyl représentant une caractéristique géométrique de la cellute)¢44].

L’¢talonnage ou le contrdle de la cellule est effectué en mesurant sa conductance Gi pour
un électrolyte de conductiviig connu.Lorsqu’on connait la constante de conductivité de la
cellule, la conductivitgu d’un électrolyte quelconque peut étre déterminée en mesurant la

conductancé& de la cellule immergée dans cet électrolyte.
1.3.2.3. Biocapteurs potentiométriques

IIs sont fondés sur la mesure de la différence de potentiel entre deux électrodes plongées
dans une solution, permettaiet suivre la variation de la concentration d’une espéce donnée.

Le potentiel du capteur est mesuré par rapport a une électrode de référence, a coowant nul
constant : cellei peut étre une électrode de mesure de pH ou une électrode spécifique.

L’un des biocapteurs potentiométriques trés utilisé est ’ISFET (lon Selective Field Effect
Transistor) qui dérive directement du MOSFEMgetfal Oxide Semi-conductor Field Effect
Transistor) dans lequel la grille métallique a été remplacée par une solution électrolytique et
une électrode de référence [45

L’utilisation de tels capteurs pour doser des ions en solution nécessite le dépdt d’un film
mince sensible & un ion spécifique. Dans le cas des capteurs sensibles aux phnsidtirs

types de films peuvent étre utilisés notamment ADBO; ou TapOs.
1.3.2.4. Biocapteurs impédimétriques

a. Mesure d’impédance

La spectroscopie d’impédance électrochimique s’est imposée comme un outil analytique
puissant permettant de sonder les propriétés électriques de nombreux systémes [46, 47, 48].
Les mesures de’ilnpédance fournissent déinformation détaillée sur les échanges

résistance/capacitance au sein d’une surface conductrice ou semi-conductrice.
Pour cela, une tension alternative sinusoidéléle pulsationn avecw = 2zf, f étant la
fréequence, est appliqei@ux bornes d’un échantillon. Il circule alors un courant d’intensité I.

En notation complexd/ etl s’expriment de la maniére suivante :
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V (@) = Vo exp (jot) (1-1)

| (w) =loexp ( t-¢) 1-2)

Vo etlgsont respectivement les amplitudedaension et de ’intensité du courant et ¢ est
le déphasage de I’intensité par rapport a la tension. L’amplitude du signal appliqué devra étre
faible afin de maintenir une réponse pseudo-linéaire du systéme.

Des spectres’iinpédance sont obtenus par des mesures séquentiell@a deet I(w,t)
pour chaque fréquence (Figure 1-5-a). Dans un systéme linéaire (ou pseudo-linéaire), la
réponse courante a un potentiel sinusoidal sera également sinusoidale avec la méme
fréquence, mais décaléen phase et différente en amplitude’impédance complexe

s’exprimera dans ces conditions :

V) V, . .
Z(w) =% = ew(e) =[Zemie (1.3)

Cette impédanc&(w) peut étre représentée graphiquement dans le plan complexe en
coordonnées cartésiennes par sa partie rée{l8) et sa partie imaginairén(Z). Cette
représentation correspond au diagramme de Nyquist (Figure),leb-&impédance est
modélisée d&’aide d’un circuit équivalent (Figure 1-5-b) dont les éléments sont expliqués en
suivants.

e Résistance de la solution (RS)

La résistance de la solution, modélise le phénomene de passage du courant entre
I’électrode de travail et la contre électrode. Elle dépend, principalement, de la résistivité de la
solution, de I’aire et de la géométrie de 1’¢électrode de travail.

» Résistance de transfert de charge.{R

La résistance de transfert de charge est la résistance liée au mécanisme de transfert de
charge pour des réactions redox a 1’¢électrode.

« Elément de phase constante (CPE)

L’élément de constante de ph&JeE représente une grandeur empirique, qui prend en
considération les irrégularités interfaciales (porosité, géométrie, rugosité, diffusion, etc.). Ce

parametreCPE est défini par une c:apacitédI et un nombren qui peut prendre les valews,

0, 0.50u1 et qui correspondent respectivement a une inductance, impédance pure, terme de

Warburg (présenté en suivant) ou capacitance.
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* Impédance de Warburg (W)

L’impédance de Warburg estimpédance résultant de la diffusioriude espéce a
I’électrode. C’est le premier €lément électrochimique qui a été présenté dans la description de
I’impédance de la diffusion semi-infinie. Cette impédance dépend de la fréquence de la

perturbation, du potentiel appliqué et de la concentration des especes qui diffusent.

a) b)

Transfert de charge !Transfert de masse

Rs CPE1
\

Ret Wi

RS Rs + Rct Zr

Figure 1-5:Eléments relatifs a l'impédance d’un capteur impédimétrique, a) Exemple de diagramme de
NYQUIST, b) Circuit électrique équivalent proposé pdiardrface métal nu /électrolyte.

b. Voltamétrie cyclique

La voltamétrie est une technique d’électroanalyse, qui repose sur la mesure du flux de
courant résultant de la réduction ou de 1’oxydation des composés tests présents en solution,
sous ’effet d’une variation controlée de la différence de potentiel entre deux électrodes.

Elle permet d’identifier et de mesurer quantitativement un grand nombre de composés
(cations, anions) et également d’étudier les réactions chimiques incluant ces cOmposes.

La voltamétrie cyclique (CV : cyclic voltammetry) met en ceuvre un balayage linéaire
aller-retour du potentiel (Figure );6ermettant ainsi la mesure des couribe$(E) (Figure
1-6) lors del’oxydation et de la réduction du composé. Cette technique permet notamment

d’étudier la rapidité de la réaction redox en fonction du temps de mesure [49].
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Figure 1-6 Exemple d’une courbe de voltamétrie cyclique d’une espéce redox diffusant en solution.
c. Description des phénomenes de surface : Théorie de la double couche électrique

L’¢électrochimie s’intéresse au processus qui influe sur le transport des charges. Dans
I’électrode, ce transport a lieu par le mouvement des électrons [50] alors quedans 1’¢lectrolyte
il se fait par le mouvement des ions [51].

- Modeéle de la double couche de Helmholtz

Helmholtz est I’un des pionniers de 1’étude de la nature capacitive dénterface entre un
conducteur électronique solide et un conducteur ionique liquide [52].

La mise en contact de ces deux conducteurs est suivie par une redistribution de charges et
du potentiel a I’interface créée. Pour équilibrer les potentiels électrochimiques, les porteurs de
charges des deux phases diffusent a travers I’interface qui se comporte comme un
condensateur plan ou il existe une ehlihéaire de potentiel. La zone de I’interface
électrode/électrolyte ou existent des especes chargées, est appelée couche double électrique,
elle est caractérisée, a un potentiel donné, par une capacité de la double gouche C

Dans la couche qui contient des molécules de solvant spécifiquement adsorbées, le lieu des
centres électrigues est appelé plan interne de Helmidky, (il est situé a une distangede
I’¢lectrode. Le lieu des centres des ions solvatés, qui ne peuvent s’approcher qu’a une

distancex,, représente le plan externe de HelmdREKd).
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La surface solide portant un excés de charges au contact du liquide se recouvre d’une
couche d’ions spécifiquement adsorbés (densité de charge o5) localisés sur le plan interne de
Helmholtz.

Les ionssolvatés situés sur le plan externe d’Helmholtz possédent une densité de charge
oa. Une couche diffuse d’ions en solution de densité o4 peut étre présente entre le volume de
I’¢électrolyte et le plan externe de Helmholtz [53].

L’¢électroneutralité conduit a :

os+o,4+09=0 (1- 4)

En raison de I’agitation thermique dans la solution, les ions non spécifiquement adsorbés
sont situés dans une région appelée couche diffuse qui s’étend du PEH jusqu’a la solution.
C’est pour cela que la répartition des ions dans la couche diffuse dépend essentiellement de
I’agitation thermique et de la concentration de I’¢électrolyte.

Dans le cas d’un électrolyte suffisamment concentré, 1’influence de la couche diffuse est
négligeable et peut étre considérée comme nulle.

L’interaction des ions solvatés avec I’électrode met en jeu uniquement des forces
électrostatiques a grande distance.

La chute du potentieV entre I’interface et la solution est linéaire comme représentdasur

Figure 1-7.

Solution

Xl XZ x

Figure 1-7 Variation du potentiel a l’interface conformément au modéle de Helmholtz.

Ce modele de la double couche est relativement simple mais ne permet pas d’expliquer

tous les résultats expérimentaux.
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- Modéle de Gouy et Chapman

Gouy et Chapman ont amélioré le modéle de Helmholtz en proposant un modéle ou les
ions qui forment la charge éteique a I’interface électrode/électrolyte ne sont plus localisés
en totalité dans le plan de Helmholtz, mais possédent une distribution décroissante avec la
distance par rapport a I’¢électrode.

Le potentiel va présenter également une décroissance en fonction de la distance de
I’électrode en tendant asymptotiquement vers zéro au sein de la solution (Figure 1-8).

La distribution des ions résulte d’un équilibre entre les forces de natures électrique et
thermique et la double couche devient une couche diffuse. La chute de tension a travers la

zone de charge d’espace est donnée par :
- X
V(X)=V,.expl —
Lo (1-5)

Vo est le potentiel sur la surface de 1’électrode (x = 0) etLp est la longueur qui représente
L _ 80 'gr Vt
° \2n,72q (1-6)

V: est la tension thermique tel que, = kT ,
q

I’épaisseur de la couche diffuse.

N est le nombre d’ions par unité de volume, z la valence des ions et la charge de

I’électron.

Figure 1-8 Variation du potentiel avec la distance dans la couche diffuse selon le rded8ley et Chapnm

Bien que le modele de Gouy et Chapman constitue une amélioration de celui de
Helmholtz, la valeur théorique de la capacité varie avec la tension appliquée beaucoup plus

gue la valeur expérimentale et elle est trop dépendante de la concentration ionique.



Etat & ’art 55

- Modéle de Stern

Stern [54] a rectifié cette divergence en combinant le modgldetmholtz et celui de
Gouy et Chapman. Dans ce modele, les porteurs de charge en solution ont la méme
distribution que dans le cas de la couche diffuse mais commencent a partir du plan
d’Helmholtz et non ps a la surface de I’électrode. En effet,Stern n’a pas fait I’approximation
des charges ponctuelles du modéle de couche diffuse et il a considéré que les ions ne peuvent
pas s’approcher de 1’électrode au-dela d’une certaine distance critique.

On obtient donc deux différences de potentiels qui sont reliées par la relation suivante :

Vo _Vs = (Vo _VH ) + (VH _Vs) 1-7)

Vo est le potentiel de surface de ’interface, Vsle potentiel au sein de la solution\gtest le
potentiel au plan externe de Helmholtz.

La Figure 1-9 montre que la distribution du potentiel est linéaire de la surface solide

jusqu’au plan externe de Helmholtz puis elle décroit vers zéro.

I Vs

»
>

PEH X

Figure 1-9: Distribution de potentiel selon Stern.

La capacité interfaciale totale est la combinaison de deux capacités en série :

11 .1

C, C, C. (1-8)
EoE,

Ci=g. 1-9)

PEH
Avec .
C: : la capacité interfaciale totale de Stern

Cy : la capacité de Helmholtz
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Cs : la capacité de Gouy et Chapman

& : la permittivité du vide ef; : la permittivité de 1’électrolyte.

En conclusion, la double couche électrique dans I’électrolyte est définie comme étant
formée de deux parties :

- Une zone interne compacte dans laquelle les dipbles des molécules du solvant (les ions
spécifiques et les protons) couvrent la surface du solide. Cette zone appelée couche de
Helmholtz, est délimitée du c6té solide par une surface plane Rt#€plan interne de
Helmholtz) et s’étend dans le liquide jusqu’au plan noté PEH (plan externe de Helmholtz).

Les centres des ions solvatés s’arrangent a la surface de ce plan PEH (Figure 1-10.

- Une zone externe appelée couche de Gouy ou couche diffuse qui s’étend de PEH a tout

le volume de 1’¢lectrolyte. Dans cette couche, les ions sont dispersés dans 1’¢électrolyte et leur

concentration décroit d@EH vers I’intérieur du volume [55]

@ :lon solvaté
@ :Co-ion
@ :Contreion

Figure 1410 : Répartition des charges dnterface solide/liquide selon le modéle de Gouy-Chapman-Stern.

1.3.3.Plateforme piézoélectrique

D’une maniere générale, les biocapteurs & ondes acoustiques, sont basés sur un effet
piézoélectrique inverse qui permet génération d’une onde dont le type dépend de la
géomeétrie et de la nature des matériaux :

- ondes de volume (Bulk Acoustic Wave BAW),
- ondes de surface (Surfacic Acoustic Wave),

- onde guidées.
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A D’origine, ces technologies ont été développées en micro-€lectronique pour la réalisation
de pilotes de fréquence ultra-stables et de lignes a retard.
Dans le cas d’applications a la détection en milieu liquide, le parametre important sera le
choix d’une onde présentant une polarisation (un déplacement) paralléle a la surface afin de
limiter les pertes d’énergie dans le volume de liquide adjacent. Un confinement de I’énergie
en surface assurera une bonne sensibilité aux variations de parametres au niveau du
biorécepteur. Nous allons décrire rapidement les structures utilisanbi types d’ondes

afin de dégager les avantages inhérents au dispositif retenu pour une partie de nos travaux.
1.3.3.1. Capteur a onde de volume (Bulk Acoustic Wave BAW)

Le capteur a ondes acoustiques le plus répandu est la microbalance aQOihtzy(i est
un cristal en quartz résonnant, dont la surface est &qdipdeux électrodes, dont 1'une
(parfois les deux) est fonctionnalisée I’aide d’une couche bioréceptrice dédiée a la
reconnaissance spécifique de I’espéce a détecter (Figure 1-11). Le principe de ce type de
dispositif est de faire vibrer le matériau piézoélectrigiurel’un de ses modes résonants, en
appliquant un potentiel alternatif entre les deux électrodes. Toute accroche spécifique au
niveau de la couche bioréceptrice entraine une modification de la fréquence de
résonance [56]L’équation établie par Sauerbrey en 1959 [méfinet de relier I’effet de

masseAm, sur la surface de 1’¢lectrode a la variation de la fréquence, notée Af :
Af —2Am,
FE 1-10
fO 10 qﬂo ( )

Avec:

fo : la fréquence fondamentale du crisfaldg 1’ordre de quelques MHz),
Af : ’écart de fréquence a la résonance (en Hz),

AM,: |a variation de masse surfacique (en k§m

Hg: module de rigidité élastique transverse du Quartz,

Py la masse volumique du quartz (en kdm

Vo

A o la longueur d’onde avec dy=— ,Vpétant la vitesse de phade I’onde de volume
0

f

U
transverse\, = [—).
Pq
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Electrode Substraten quartz

Electrode

Figure 1411 : Structure de principe d’un capteur a onde de volume.

Plusieurs travaux publiés ont utilisé d@E€M notamment pour la réalisation de capteurs a
base d’ADN [58] et des immunocapteurs [59]. Cette méthode reste limitée dans certaines
applications qui nécessitent un seuil de détection faible. De plus, la structure
tridimensionnelle du composant le rend peu apte a une fabrication collective dans un objectif

de miniaturisation.
1.3.3.2. Capteur a onde de surface

Les techniques de réalisation planaire de la microélectronique ont permis la réalisation de
transducteurs interdigité$(Ts) sur un substrat piézoélectrigue. Des ondes acoustiques de
surface AW peuvent ainsi étre générées (Figure L-12

Comme pour la microbalance a quartz, le principe de ce type de capteur repose sur la
mesure de la variation de la fréquence de résonance de 1’onde de surface, susceptible de se
produire lors de modifications des parametres surfaciques en particulier a I’immobilisation
d’especes cibles sur un film biorécepteur déposé au contact du chemin de propagation de

I’onde entre les IDTs [60].
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m U sinot
/

Figure 1412 : Caractéristiques! 'un capteur a onde de surface.

Dotés d’une excellente sensibilité inhérente au confinement de 1’énergie de 1’onde sur
quelques dixiemes de longueur d’onde de la surface, de tels dispositifs ont montré leur intérét
principalement dans la détection de gaz [61,62¢c 1’utilisation classique de ’onde de
surface de type Rayleiglouat la polarisation elliptique dans le plan sagittal limite 1’utilisation

en milieu liquide.
1.3.3.3. Capteur a onde de Love

Les ondes de Love sont des ondes guidées dans un film mince, appelé couche guidante,
déposé sur un substrat piézoélectrique, typiquement de quartz, considéré comme semi-infini
vis-awis de I’onde (Figure 1-13). Les électrodes interdigitées placées sur le substrat de quartz
parallelement a’éxe cristallographiqueX, permettent de générer une onde purement
transverse horizontale se propageant perpendiculairement, aet permettant un
fonctionnement en milieu liquide. ’ande est alors couplée dans la couche guidante
rigidement liée au substrat sous réserve que tous les paramétres des matériaux (nature,
orientation et géométrie du substrat et de la couche guidante) soient bien adaptés. Ainsi,
I’onde de Love est une onde de polarisation transverse horizontale guidée en surface, d’ou une
abréviation communément rencontrée dans la littérature : « guided SH-SAW ». On retrouve

alors le faictionnement classique des capteurs a ondes acoustiques. L’intérét réside dans le

fait que 1’épaisseur de la couche guidante est controlable : 1’énergie acoustique de I’onde peut
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ainsi étre confinée sur une faible épaisseur, de quelques micrometregy @lidesst répartie
dans tout le volume des QCM, soit plusieurs dizaines voire centaines de micrometres : il en
résulteune sensibilité accrue avec 1’onde de Love [63], comme avec les ondes de surface de

maniére générale.

Figure 1413 : Schémas d’un capteur a onde de Love

De nouveau, le principe de fonctionnement d’un tel capteur repose sur la détection des
modifications des propriétés du liquide au contact de la surface sensible, ou est sensible a la
présence d’analytes immobilisés en surface, par effet de masse ou visco-élastique. En effet,
I’interaction d’un analyte chimique ou d’un milieu liquide complexe avec la surface du
dispositif peut perturber la propagation de I’onde acoustique. Cette perturbation est mesurée
par les mdifications de fréquence, d’amplitude ou de phase de I’onde et permet alors

d’obtenir des capteurs ultrasensibles, fonctionnant en temps réel.



"alrejowooid neaAlu ap ‘seq sn|d s|inas sap

Jasodoud ap 19wliad SNOoU 1102°F SALIORQ SOP 19 DA0T dP SIPUO SIP UONBIOOSSE [SBIIR|NID|OW

-OURU BJIOA -OIJTW UONIIYP Op S[INSS S dIpurdye, p juopowrdd sarreny[oo sindydeogrorq op

18 sinajonpsuel) ap adA) ap suoneroosse sinaisnid IS ‘anb juswiwelou JUaUOW SIe)NS3I S8D

Tableau 1-3 Exemples et performances de capteurs cellulaires dédiés pour la détection des métaux Ic

lons détecté Type de Type de transducteurs Limites de détection zone de détection Année et
Biorécepteur références
cu® Sacchar_o_myces Ampérométrique 0,042 M 562 39310°M 2007,[64]
cerevisiae
Fe** it ; Ampérométrique
Acidithiobacillus p a
ferrooxidangl) 0,9uM >2,5mM 2006[65]
. Acidithiobacillus ) .
Cr,07 _ Ampérométrique 0,4 M >0 4mM 2006,[66]
ferrooxidangll) ’ - ’
Cd?*, zn** Conductimétrique Cd* i1 124.1°M 2005,[67]
Calluna vulgaris an*.'O’ 653. 10°M -
Cd? Calluna vulgaris Conductimétrique 1 124.10°M R 2008,[68]
Pb?* Phormididum Voltamétrique o 4 2010,[69]
spiruline 2,072.10°M 2,07.10°- 8,28.10*°M
Pb** Pseudomonas Voltamétrique 6.10"M ) 2011,[70]
aeruginosa '
Ccu? Circinellaspiruline Voltamétrique 54nM 0,5- 10uM 2008,[71]
Zn%*, Hg* | Acidithiobacillus Conductémitrique .
caldus 50.10°M - 2010, [72]
Hg?* Escherichia coli Fibre optique 0,52 M 3
MC1061 0,40-4,01.10°M 2007, [73]
Cellule MCF-7 Chimiof 2007, [74]
Hg?, Cu?* ellule imiofluorescence 4,510°M i 4
2+ 2+ i H
Hg~", Cd Escherichia coli Onde de Love Hg” - 102M 10"- 102M 2010, [5)
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Vers un Laboratoire sur puce

Comme nous I’avons vu, I’évaluation de la qualité¢ de I’environnement et des milieux
aquatiques requiert de plus en plus des observations continues ou semi-continues et la
détection précoce d’¢léments toxiques.

Notre objectif est de fabriquer un bio-microsystéme microfluidique pour la détection de la
toxicité des métaux lourds et d’aller, pourquoi pas, vers le laboratoire sur puce, qui va
permettre de diminuer les volumes d’échantillons utilisés et donc d’obtenir un gain financier
considérable.

Cette démarche de miniaturisation entraine également une forte réduction des temps
d’analyse, avec un bénéfice majeur dans le cas par ekeded’étude du génome humain et
surtout dans le cas d’urgence potentielle (diabete, hémophilie, hypertension...).

Plusieurs biocapteurs ont ainsi été commercialisés, comme ceux qui sont présentés sur la
Figure 1-14. Pourtant, un biocapteur adapté pour mesurer la toxicité dans le sang ou dans les
milieux aquatiques n’est pas encore présent sur le marche, laissant ouvert un large champ

d’investigation pour la proposition de tels systémes.

Figure 1414 : Biocapteurs commercialisés :a) capteur de gledd$], b) test de grossesseéq|
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2.Méthodologies et theories

Le domaine des biocapteurs représente une innovation technologique majeure, avec une
évolution rapide vers des systémes de plus en plus miniaturisés. Cela permet de réduire la
taille des dispositifs, diminuer le volume nécessadireréactifs et d’accélérer les processus
d’analyse.

Cette étude porte sdiétude de deux types de micro-biocapteurs. Le premier est une
plateforme a onde de Love, son principe repose sur la relation entre la masse des membranes
et leur fréquence de r@snce. Lors d’une interaction biologique ou chimique, 1’ajout de
masse se traduit ainsi par une diminution de la fréquence de résonance. A cet effet de masse
pourront se superposer, d’autres effets, notamment mécaniques, comme ceux dus a des
variations des propriétés viscoélastiques des membranes. Le second type de biocapteur repose
sur un transducteur électrochimique planaire a trois électrodes sérigraphiées, développé dans
le cadre de ces travaux.

Le développement rapide des technologies MEMS et leur utilisation pour des applications
biologiques nécessitent aussi de mieux comprendre 1’écoulement de fluides a I’échelle du
micromeétre caractérisée par des écoulements laminaires du fait des dimensions mises en jeu,
ce qui a donné naissance a une nouvelle discipline : la microfluidique.

L’objectif de ce chapitre est ainsi de décrire les deux types de microcapteurs qui ont été
développésn vue de la mise au point d’'un mode d’analyse en flux continu, le capteur
électrochimique ayant été concu et fabriqué de maniére a étre compatible avec leacapteur
onde de Love. Une troisieme partie sera dédiée a la présentation de la microscopie a force
atomique, utilisée pour caractériser les surfaces et leurs modifications successives en
complément des mesures réalisées par onde de Love. Enfin, une quatrieme définit quelques

éléments théoriques sur les écoulements rencontrés dans les structures.
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2.1. Plateforme a onde de Love

2.1.1.Le capteur a onde de Love

Le capteur a onde de Love utilisé dans nos travaux a été concu au sein du laboratoire IMS
et fabriqué au sein dé&quipe Team duLAAS (Laboratoire d’Analyse et d’Architecture des
Systemes UMR CNRS 8001) de Toulouse, selon un procédé mis au point en collaboration
[78]. Les dispositifs utilisés sont constitués de deux lignes a retard, une ligne peut servir de
référence, 1’autre pour la mesure. Quoique développés préalablement a ces travaux, nous en

reprenons ici une description des principaux éléments.

. Substrat en quarz

,,,,,,

Couche en Si0;

Transzducteurs

Figure 2-1 Schéma de princip€’un dispositif a onde de Love.

2.1.1.1. Ligne a retard

La structure présentée dans la Figure 2-1 est appelée ligne a retard en raison du temps de
propagation du signal acoustique par rapport au signal électromagnétique qui transiterait
directement tun transducteur ddutre. Chaque ligne posséde deux transducteurs interdigités
(IDTs, InterDigital Transducers) pour I’émission et la réception des ondes.

Le Tableau 2-1 reprend les principales caractéristiques du dispositif de test utilisé. La
longueur d’onde A correspond a la périodicité spatiale des IDTs, constitudsddégt ded/8
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espacés d&'8 pour une période.’buverture W correspond a la longueur de recouvrement des
électrodes reliées aux potentiels positif et néghtiest le nombre de paires de structures
interdigitées constituant chaque IDT (émetteur ou récepteur). Eafirest la distance centre

a centre entre ces IDTs.

Tableau 2-1: Caractéristiques techniques du dispositif a onde de Love.

Substrat IDTs gcij(i)ggrr]];
Qx«%rtz coupe 2 (um) W (mm) N Lec(mm) Sio,

: ang es d’épaisseur
d’Euler : (0, 4pum
121,5°, 90°) 40 1,96 4 59 "

Le logiciel LoveCAD développé par 1’équipe de I’IMS [79] permet de calculer la vitesse
de phase de I'onde de Love a partir des propriétés physiques du capteur et de son
environnement. Pour le dispositif utilisé, nous obtenons une Vvitesse de phase

Ve = 4,664.16m.s', ce qui correspond & une fréquerice 116,8MHz, en considérarit =

\;P (en premiére approximation, en négligeant la différence entre vitesses de phase et de
groupe).
2.1.1.2. Couche guidante

La couche guidante permet de confiner 1’énergie acoustique dans une couche trés mince ce
qui augmente la sensibilitél&ffet de masse du capteur a ondes de Love. Pour que 1’onde de
Love puisse étre générée, il faut que la vitesse de ’onde de volume transverse horizontale
dans le substrai/() soit supérieure a celle dans la couche guidafie l(a vitesse de phase
de Fonde de Love V,sera comprise entre ces deux vitesses:

V, <V, <V, (2-1)

Dans le cadre de ces travaux, nous utiliserons des capteurs avec une couche guidante de
SiO, d’environ 4 um d’épaisseur, valeur proche de I’optimum théorique (5-@um) pour une
sensibilité maximale [80] tout en restant compatible avec le procédé de dépbt utilisé. Le choix
du SiQ est justifié par les nombreux avantages dont il est réputé : bonne rigidité, faibles
pertes acoustiques, bonne résistance chimique et mécanique, compatibilité¢ avec les milieux
biologiques, fonctionnalisable et réutilisable. Nous noterons néanmoins le constat d’un certain

vieillissement des capteurs au fil d’utilisations successives mettant en jeu des protocoles
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chimiques et biologiques [81]. Ceci expliquera des essais effectués avec une couche terminale

de TiG; mésoporeuse reconnue plus stable en milieu biologique [82].
2.1.1.3. Sensibilité

La sensibilité a 1’effet de masse est calculée comme la variation relative de vitesse ramenée

a la variation de masse surfacique de la couche sensible, modélisée classiquement par une
variation de sa masse volumigue ou de son épaissehr

5= 1 2 2)
Vo Apch
Avec :
Vo : la vitesse de phase du dispositif avec couche sensible de référence (avant détection)
V1: la vitesse de phase du dispositif avec couche sensible modifiée (apres détection)
AV =V;i-Vy : la variation de vitesse
L’estimation théorique de la sensibilité a I’effet de masse est représentative de la sensibilité
aux effets mécaniques d’une structure. De maniere générale, un dispositif pourra répondre a

un effet de masse, également a des variations d’autres paramétres comme des grandeurs

viscoélastiques notamment.
2.1.2.Electronique de conditionnement

La ligne a retard est placée dans la boucle de rétroaction d’un oscillateur afin de mesurer sa
fréquence de résonnance en temps réel. Nous décrivons dans ce paragraphe les principaux
¢léments de la chaine d’oscillation (Figure 2-3.

Le gain de "amplificateur est calculé de maniére a compenser les pertes d’insertion de la
ligne a retard. Dans le cas de nos dispositifs ces pertes s’élévent a environ 35 dB en air
typiguement et a environ 40 dB en milieu liquide.

L’atténuateur variable est inséré dans la boucle de rétroaction afin d’obtenir un gain en
boucle ouverte Iégérement supérieurciB0

Le filtre passevande permet notamment d’atténuer les fréquences parasites, comme les
harmoniques de la fréquence d’oscillation, et d’obtenir une meilleure stabilité de I’oscillateur.

Un coupleur permet de prélever une partie du signal sans perturber la boucle d’oscillation,
pour mesurer la fréquence d’oscillation a I’aide d’un fréquencemetre (Agilent Technologies,

HP53132A).
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Afin d’éviter toute variation de phase de 1’¢lectronique et augmenter la stabilité de
I’oscillateur ainsi réalisé, il est important de limiter tout bruit externe qui pourrait perturber la
réponse de ce systeme. Le choix d’amplificateurs de type LNA (Low Noise Amplifier :

Amplificateur faible bruit), permet de limiter le bruit apporté par I’électronique.

Amplificateur
Atténuateur

variable

Filtre passe

Fréquencemeétre
bande

Coupleurf

Figure 2-2: Synoptique de la boucle d’oscillation.

2.1.3.Cellule de mesure

2.1.3.1. Principe général et cellule hydrostatique

Le dispositif dédi¢ pour les mesures hydrostatiques en milieu liquide est inspiré d’un
montage proposé pé&t Josse et R. Cernosek, adapté dans le cadre des travaux de thése menés
a I’'IMS [78, 81]. La cellule est formée par trois parties, représentées en Figure 2-3, assurant
les connexions électriques et le maintien d’une puce en PDMS, décrite plus loin, pour la
localisation du fluide sur le capteur.

Les lignes a retard sont placées directement sur la partie inférieure de la cellule. Le bloc de
connexion, en laiton, est un élément intermédiaire qui comporte des pointes de touche a
ressort venant au contact avec les plots de connexion des capteurs. Aprés avoir positionné la
cellule en PDMS (polydiméthylsiloxane) sur le capteur, un capot assure une pression

contrdlée de la puce.
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Le banc est contr6lé par ordinateur a partir d’un programme développé dans
I’environnement Labwindows CVI. Celui-ci permet d’enregistrer et de visualiser en temps

réel I’évolution en fonction du temps de la fréquence d’oscillation du capteur.

Capot aluminium

Puce PDMS ———

Capteur

Base laiton

Figure 2-3 : Cellule de mesure du dispositif a ondes de Love pour deemsmatiques (vue en éclafél]

2.1.3.2. Cellule de test hydrodynamique

Ce nouveau modele de cellule de mesure a égalementvetépgé au sein de 1’équipe
IMS [81] en vue d’une manipulation plus fiable, et avec la possibilité d’adjoindre un module
de régulation de température. Cette nouvelle cellule comporte également 3 pieces principales
(Figure 2-4) :

La base de la cellule (motif 1), en aluminium, comporte un systéme de contrdle de la
température : sonde de température PT100 intégrée dans la puce PDMS et bloc de
positionnement en téflon pour une céramique chauffante sérigraphiée avec une résistance de
10 Q, sur laquelle sont déposés le capteur et la cellule d’analyse en PDMS.

Le bloc de calibration, en aluminium (motif 2), permet le calibrage de la hauteur de la
cellule de test et le taux de compression des puces PDMS.

Le bloc de connexion (motif 3), en laiton, est équipé de pointes de touches a ressorts et de

connecteurs SMA. Un couvercle en plexiglas, fixé sous le bloc de connexion, assure le
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maintien de la puce de PDMS sur le capteur avec une pression homogene et contrélée et

permet de visualisetdcoulement.

Figure 2-4 : Cellule de mesure du dispositif & ondes de Love pour des mesuoslyhgohiques (vue en étdn
[81]

2.1.4.Puce PDMS

Le polydiméthylsiloxane (PDMS) est un polymere organique silicone de la famille des
organosiloxanes qui est composé de liaisons Si-C @t Bienchainement des liaisons Si-O
et la symétrie des liaisons Si-C forment un arrangement apolaire, ce qui rend la surface du
PDMS hydrophobe.

Le PDMS est viscoélastique : on peut le trouver sous forme de liquide visqueux et quand le
nombre n de motifs [SIO(CH] est éleve, il est sous la fae d’un solide élastique. Ce sont
les liaisons siloxanes qui lui conferent son élasticité. Par ailleurs il se solidifie quand il est
exposé a la chaleur, dans un four par exemple. Du fait de ses propriétés, un grand intérét a été
porté au PDMS pour I’innovation dans le domaine de la microfluidigi83]. En effet, les
microcanaux en PDMS sont faciles a fabriquer rapidement, souvent en moins de 4 heures. Le

PDMS offre de surcroit, un bon contact avec le substnat démoulage facile lorsqu’il est
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sous forme solide. Les cellules soflisées par moulage a I’aide d’un a deux élémentsl’un
usiné en aluminiugnpour I’architecture extérieure de la puce, un deuxiéme réalisé sur un
wafer en silicium pour définir un réseau microfluidique, avec une précision de quelques
micrometres, par photolithographie avec une résine SU-8. Le procédé de fabrication est
détaillé dans le paragrapkereur ! Source du renvoi introuvable..

Par ailleurs, le PDMS présente en outre de bonnes qualités optiques puisque, translucide, il
permet I’observation optique des écoulements internes [84,85].

Nous décrirons dans la suite la procédure de fabrication de cellules en PDMS avec deux
chambres de tests pour la détection en statique et des cellules avec réseau microfluidique pour

des tests en flux continu.
2.1.4.1. Puce PDMS pour des mesures hydrostatiques

L’utilisation d’une puce en PDMS a permis d’isoler le liquide sur le chemin acoustique, en
effet cette cellule possede un résenairdessus de chaque ligne a retard, ainsi que des
cavités d’air protégeant la surface de silice au-dessus des IDTs (Figure 2-5-a). La séparation
des lignes permet de réaliser deux détections distinctes par capteur, permettant par exemple
des mesures en différentiel, et de minimiser les quantités de solutions utilisées.

La pression appliqguée pour le maintien de la puce en PDMS sur le capteur doit a la fois
étre suffisante pour assurer I’étanchéité et pas trop forte pour ne pas empécher 1’onde de se
propager par une surface de contact PDMS/surface sensible trop grande.

Cette puce est réalisée par moulage, a I’aide d’un moule en aluminium permettant de
démouler simultanément quatre puces (Figure 2-5-b). Aprés avoir soigneusement mélangé et
dégazé les deux composants du kit PDMS (base et réticulant du kit Dow Corning Sylgard 184
silicone elastomer, avec un ratio massique base/réticulant = 9/1), le PDMS est coulé dans le
moule puis placé sur une plaque chauffante et porté a 95 °C pendant 20 minutes. Apres

refroidissement, il est démonté et les puces sont démoulées.
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a) b)

Couvercle principale

Chambre d analyse
Puce PDMS -

oc d’évacuation
du PDMS

Piéce centrale

Murs de 250um Copioex

Cavité d’air Base Plots: négatifs

des cavités

Figure 2-5 : a) Puce en PDMS pour le protocole hydrostatique swapteur a onde de Love, b) Moule utilisé
pour la réalisation[81]

2.1.4.2. Puce PDMS pour des mesures hydrodynamiques

Comme la précédente, la puce microfluidique en PDMS (Figure 2-6) comporte également
des cavités d’air au-dessus des IDTs, ainsi que deux chambres d’analyse sur les chemins
acoustiques et ici des réservoirs en amont. Ces motifs astlendgénéité thermique et

chimique de la solution avant son passage sur la zone sensible, et évitent la présence de zones
mortes.

Figure 2-6 : Puce en PDMS avec réseaux microfluidiques.
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2.2. Microscopie a Force Atomique (AFM)

2.2.1.Introduction

Le microscope a force atomique appartient a la famille de microscopes a champ proche
SPM (ou & sonde locale) dont le principe repose sur les interactions entre la sonde (une
nanopointe) et la surface d’un échantillon. La taille « nanométrique » de la sonde confére le
caractere local a ces microscopies. Ces techniques ont pris de plus en plus d’importance dans
la caractérisation de matériaux grace a leur capacité d’imager depuis 1’échelle micrométrique
jusqu’a I’échelle moléculaire ou atomique.

Les champs d’applications de ces techniques sont trés vastes puisque n’importe quelle
grandeur physique mesurable peut donner lieu a un microscope a sonde locale. Par exemple,
le microscope & effet Tunnel (SPMdétecte un courant tunnel du systéme métal-isolant-
métal constitué par la pointeg qui permet d’accéder a I’information de type taille, forme et
périodicité, rugosité de surface, structure électronique et résolution atomique. Ce type de
microscope ne permed’imager, en général, que des surfaces meétalliques ou semi-
conductrices, contrairement a I’AFM qui peut s’appliquer a n’importe quel type de surface
quelles que sert ses propriétés électriques, comme les polymeres et les matériaux
biologiques 86,87,88,89]

Binnig et al.[90] ont introduit en 1986 1’AFM, instrument qui était une sorte d’application
du STM qu’ils inventerent en 1981. L’¢lément de base de ce microscope est une pointe
nanométrique solidaire d’un microlevier. Comme son nom I’indique, le principe de ce
nouveau microscope consiste @ mesurer les forces d’interactions atomiques entre les atomes
du bout de la pointe et ceux de la surface de 1’échantillon a étudier, ces forces sont appelées
forces de Van der Waals et dépendent fortement de la distance pointe-surface. La mesure de
ces forces permet de remonter a la topographie de la surface balayée par la pdinin AF
effet, une image est obtenue en mesurant et en enregistrant 1’évolution de ces forces quand la
pointe balaye 1’échantillon dans les directions x et y de I’espace. Par ailleurs, 1I’échantillon est
monté sur un support piézoélectrique, ce qui permet son positionnement dans les trois
dimensions de 1’espace.

Dans cette partie, nous présenterons les principes de fonctionnement sur léagpels s

I’AFM ainsi que ses principaux éléments constitutifs. Nous préciserons ensuite les différents

! AFM provient de I’anglais « Atomic Force Microscopy »
2 SPM provient de I’anglais « Scanning Probe Microscopy »
3 STM en anglais « Scanning Tunneling Microscopy »
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modes de fonctionnement en détaillant ceux utilisés au cours des travaux dans le cadre de

cette thése.

2.2.2 Eléments constitutifsde ’AFM

2.2.2.1. Principe général

Le principe de ce microscope repose sur une sonde, levier encastré a une extrémité et dont
Iautre extrémité est munie d’une pointe, qui est en interaction avec la surface d’un
¢chantillon dont le déplacement (dans les trois directions de 1’espace) est assuré par une
céramique piezoélectrique. Pour suivre les mouvements de la sonde (déflexion) et générer une
image, une diode laser pointe le microlevier, le rayon est réfléchi vers un miroir qui le renvoie
sur des photodiodes 4-quadrants (Figure 2-7). Ainsi la sonde permet de transfefieer |
d’une force en un signal électriquée dispositif comporte une boucle d’asservissement qui
permet d’ajuster la position de la sonde afin de maintenir la force d’interaction pointe-

échantillon constante.

Laser

Photodétecteur

miroir

Boucle
| d’asservissement

P' < o, Sonde

Echantillon

Céramique
piézoélectrique

Figure 2-7 : Principe de fonctionnemenud microscope a force atomique.

Deux types de mesures sont accessibles par AFM : des images et des « courbesde force
Les images sont obtenues suivant deux modes : le mode contact ou le mode dynamique (ici
contact intermittent dit « tapping ».

Afin de mieux comprendre les images qui seront obtenues, les principaux éléments a la

base du fonctionmeent de I’AFM sont décrits ci-apres.
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2.2.2.2. Sonde de mesure

La sonde esté€lément central de cet outil, elle se compose de la pointe et du microlevier
(ou « cantilever). Elle peut-étre représentée par un ressort de raideur k et la pointe par une
sphere de ran R. Quand la sonde balaie 1’échantillon, les interactions entre la sonde et la
surface provoquent une déflection du levier. On obtient une mesure directe de la force suivant
la loi de Hooke F = k.zF = kz; ouk est la constante de raideurzdar déflexion du levier.

Les forces mises en jeu sont de 1’ordre du nanonewton (nN).

Le systéme majoritairement utilisé aujoimdi est un microlevier en silicium ou en nitrure
de silicium avec une détection optique. Le levier est commercialisé avec différentes longueurs
et formes (poutre rectangulaire et trapeéze). Leurs constantes de rkiderent entre 0.01 et

50 N/m. Celle du cantilever rectangulaire peut étre exprimée par la relation :

wE€e (2-3)
k= a7

OU E est le module d’élasticité (en N.m™), w la largeur|| la longueur ee I’épaisseur du
microlevier [91].

La forme de la pointe et la constante de raidewiu microlevier sont des parameétres
importants pour les mesureSAFM. En effet, si les propriétés mécaniques sont bien connues
pour la plupart des matériaux de composition des leviers commerciaux, les parametres
géomeétriques varient avec les incertitudes de fabrication. En effet, en phase de production, il
est difficile de maitriser 1’épaisseur avec précision, ainsi les constructeurs ne peuvent assurer
mieux que 50% d’incertitude sur la raideur pour les leviers les plus souples. Aussi des
techniques de mesure ont été développgs93, 94, 95]et nous nous sommes intéressés a

celle qui s’appuie sur I’exploitation du bruit thermique d’un microlevier libre [96] et qui est

utilisée depuis des années pour calibrer la raideur l@vierd’ AFM (voir Annexe).
(@) (b) ©
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Figure 2-8 : Images en microscopictronique a balayage d’'une pointe AFM a) pointe conique, b) pointe
pyramidale, c) &émas d’une pointe.

La pointe est la partie qui interagit directement avec 1’échantillon, la connaissance de sa
forme et de sa taille constitue un enjeu important. Elle est généralement a base de silicium, du
fait du développement considérable des techniques de microfabrication utilisant ces matériaux
pour la microélectronique. Les pointes peuvent avoir différentes tailles et géométries, chacune
ayant ses propres caractéristiques wissatu contact avec 1’échantillon et de 1’image qui en
résulte. Elles peuvent étre de forme conique ou pyramidale, certaines sont longues et pointues
(Figure 2-8). Celles-ci permettent une imagerie bien résolue mais elles sont fragiles et peuvent
se cassr facilement et des le premier contact. Les autres pointes, en silicium nitruré
(pyramidales) sont moins longues et avec des rayons de courbure plus importants.

De facon générale, la résolution latérale de I’AFM est limitée par le rayon de courbure de
I’extrémité de la pointe. Malgré quelques techniques de caractérisation (par MEB ou par AFM
in sity, a I’aide de billes de latex [97]), cette pointe est fragiepeut évoluer au cours d’une
méme manipulation. En effet, lors du balayageldaurface d’un échantillon, plusieurs
mécanismes ’dsure peuvent intervenir. Le premier mécanisme évoquéabsasion : si la
pointe ou la surface dééchantillon présente des protubérances, on paalerakion a deux
corps, le corps le plus fragile est rayé. Le second mécanisiaef®gtue, c’est un processus
qui peut aussi conduire a des dommages ou a des ruptures au niveau de la pointe au cours du
balayage. La fatigue désigne une évolution locale et progressive, mais irréversible, des
caractéristiques mécaniquesige structure soumise a des contraintes et a des déformations
variables et répétées. Dans le cas du contact en AFM, compte tenu de la faible fréquence de
sollicitation et des charges importantes, on considéré glagit dune fatigue dans le
domaine plastique a faible nombre de cycles. Il en résulte une accumulation de défauts sur la
surface de la pointe qui vont donner lieu a la création puis la propagation de fissures
aboutissant a une pointe rugosifiée. Enfin, mentionnassile par adhésion. Bla al [98]
utilisentun modéle d’Archard 1953dans lequel le volume de matiere arrachée sur le corps le
plus fragile au cours’dn glissement est proportionnel a la distance parcourusute par

adhésion en AFM peut plutétexpliquer par un processus de rupture molécule par molécule.
2.2.2.3. La céramique piézoélectrique de positionnement

Le déplacement de la pointe ou déchantillon est réalisé par un systéme piézoélectrique
qui assure des déplacements latéralement et verticalement, inférieurs au diziegsérdm.
Dans le cas des appareils commerciaux, ce dispositif a la tdnméube et est composé de 5
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éléments séparés les uns des autres par des couches isolantes. Chaque élément,’tectouvert d
matériau conducteur, est relié par des connexions électriques a un générateur de tension. En
appliguant une tension a une des électrodes, la partie correspondante du tube subit une
dilatation perpendiculaire. Ainsi le déplacement latéral (X, y) est obtenu par contrdle des
tensions appliquées aux électrodes disposées & @ de lautre. les grandeurs (Xmax,

Ymax, Zmax) de la céramique piézoélectrique utilisée au cours de ce travail sont
respectivement (150um, 150um, 12um). Une calibration du systeme piézoélectrique est
effectuée régulierement sur une surface dure telle que des billes de latex ou une surface étalon

de SiGQ nano et microstructurée.

2.2.2.4. Systéme optique de détection

La téte optique est le systeme permettant de détecter les déflexions du levier suite a la
variation des interactions entre la pointe et la surface lorsque 1’échantillon est balayé. Ce
systéme se compose d’une diode laser, d’un miroir et d’une cellule photoélectrique. Ce
photodétecteur est formé de quatre photodiodes permet de recueillir les mouvements du
levier. Un réglage précis permet de focaliser le faisceau laser, issu de la diode, sur I’extrémité
du cantilever, qui est recouvert d’une fine couche réfléchissante. Ce dépot réflechit le faisceau
sur les quatre photodiodes via le miroir. Les déflexions du levier sont plus importantes a son
extrémité, ainsiil est important d’optimiser le réglage du faisceau afin d’obtenir une
sensibilité maximale. Les déviations du faisceau laser réfléchi se traduisent par des
différences d’éclairement entre les photodiodes qui sont alors converties en différence de
tension, puis en unités de longueur apres des réglages de calibrage. Le signal peut étre
enregistré et une image (topographique ou autre) de la surface peut ainsi étre réalisée.

L’outil AFM qui nous a permis d’évaluer les propriétés de surface est de type Bioscope II.
Il peut fonctionner en mode contact ou dynamique (ici tapping), aussi Bindu’en milieu
liquide. Cet AFM est associé a un microscope optique inversé « Olympus », qui permet non
seulement une approche plus facile des échantillons biologigues complexes comme les
cellules et les micro-organismeasus réserve d’un support de test transparent, mais aussi de

sonder et coupldes propriétés mécaniques et optiques d’un méme échantillon.

2.2.2.5. Le systéme d’asservissement

Quel gue soit le mode de fonctionnement (contact ou oscillant), il est préfétatimair
des images quand le systeme gaté dans une boucle d’asservissement, régulée par un

amplificateur PI (Proportionnel, Intégral).
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La boucle d’asservissement dans les modes dynamique et intermittent, nécessite
notamment un bon rapport signal sur bruit au voisinage de la résonance excitée du levier. En
mode contact, 1’asservissement de I’AFM maintient le microlevier suffisamment défléchi
pour que ce dernier reste dans le domaine répulsif. Le circuit d’asservissement assure cette
condition en modifiant la hauteur du piézoélectrique en z de facon a garder la déflexion
verticale du microlevier constante. Les données traduisant les déplacements du cantilever

verticalement comme latéralement sont ainsi enregistrées.
2.2.3.Utilisation de ’AFM

Un nombre important de forces, attractives ou répulsives, de différentes portées et
intensités, peuvent étre mises en jeu entre une pointe AFM et une surface, ouvrant un large
champ d’applications dans le domaine de la caractérisation des propriétés des matériaux
(viscoélastique, électrostatique, magnétique, chimique). Ces forces, qui interviennent dans le
processus de mesure, dépendent a la fois du milieu dans lequel sont réalisées les expériences
(vide, air, liquide) mais aussi du type de pointe utilisée (grosse, fine, nature du matériau,
fonctionnalisation) etle la nature de 1’échantillon sondé. La fonctionnalisation de la pointe
permet de rendre cette derniére plus sensible a une force en particulier. Une description des

différents types de forces mises en jeu est disponible en annexe.
2.2.3.1. Modes de fonctionnementle PAFM

Il existe différentanodes de travail différents qui permettent non seulement d’accéder a la
topographie de la surface sondée mais aass®s propriétés mécaniques. On distingue 3
principaux modes utilisés : le mode contact, le mode contact intermittent (dit « tapping »
ainsi que le mode non contaCn n’abordera dans ce qui va suivre que les 2 modes « contact
et tapping », modes utilisés dans le cadre de ce travalil.

(a) (b)

Mode contact Mode contact intermittent

D e o
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Figure 2-9: Schémas de deux modes de I’AFM, a) mode contact, b) mode contact intermittent (tapping).

a. Mode contact

Le mode contact est historiquement le premier mode de fonctionnement développé, il
repose sur des mesures de déflexions statiques du levier qui supporte la pointe AFM. Ce mode
peut fonctionner selon I’un des modes suivants :

- Mode contact « hauteur » (force constante)

Au cours du mode contact (Figure 2-RFaxtrémité de la pointe est mise en contact avec
la surface & analyser. Il y a répulsion entre la pointe et la surface durant le balagae da
plan horizontal (x,y) et la force est ma&inue constante. La boucle d’asservissement régle la
position verticale de 1’échantillon par le biais du déplacement de la céramique piézoélectrique.

Pour assurer une déflexion constante. On obtient ainsi la topographie de la surface de
1’échantillon.

Ce mode est intéressant quand les surfaces sont rugueuses (pour éviter de détériorer la
pointe) ou quand elles sont fragiles (polymeres, cellules, etc.) pour éviter d’abimer
I’échantillon, mais il peut induire des artéfacts lies a la partie électronique de
I’asservissement.

- Mode contact « force » (hauteur constante)

La hauteur de 1’échantillon est maintenue constante (pasd’asservissement) et I’image est
constituée par la mesure de la déflexion du levier. Cette mesure est purement physique (pas
d’artéfacts liés a I’¢lectronique) mais avec une limitation dans le choix des échantillons (pas
trop rugueux, pas trop mou, etc.). Avec ce mode I’échantillon peut étre endommagé si les
forces d’adhésion entre la pointe et la surface sont importantes. Ce mode peut fournir, en plus
des informations topographiques, des caractéristiques telles que les propriétés mécaniques

locales de 1’¢échantillon sondée (nanotribologie, nanorhéologie, etc.).
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- Mode spectroscopique « courbe de Forc€p
Le mode spectroscopique (dit « mode forgepermet 1’étude de 1’évolution de la force
détectée en fonction de la distance verticale pointe-échantillon. Quand la pointe est loin de
I’échantillon, la déflexion du levier n’évolue pas et lorsqu’elle s’approche de 1’échantillon, il
y a interaction soit attractive soit répulsive. Quand la pointe est trés proche de la surface, la
déflexion du levier augmente a cause des forces attractives existant entre la pointe et
I’échantillon. Ces mesures fournissent des courbes dites « de force» (ou de charge/ décharge)

(Figure 2-10, qui renseignent sur les forces d’adhésion et la raideur de 1’échantillon.
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1) L’échantillon et la pointe se rapprochent. 11 n’y a pas d’interaction (déflexion nulle).
2) La pointe plonge sur la surface de d’échantillon (déflexion négative). Elle est comme happée.

3) L’échantillon s’éléve encore, et fait défléchir le microlevier (déflexion positive).
4) L’échantillon se retirele microlevier est entrainé avec lui a cause des forces d’adhésion.
5) Il n’y a plus de contact, la pointe se détache de la surface et revient a son état d’équilibre (déflexion nulle).

Figure 2410: Courbe de force idéaliséeuhe pointe dure sur un matériau indéformable. La déflexion du levier
est tracée en fonction du déplacement vertical de la surface (pi€zo).

Décrivons a partir de la Figure 2-10, la courbe de force typique du comportement du levier
lors du trajet « aller » puis « retoutlans le cas d’un matériau dur :

» Courbe aller (ou approche) loin de la surface, les forces interfaciales sont trés faibles
et la déflexion du levier nulle. Adpproche du contact,interaction pointe-surface devient

attractive, ce qui entraine une faible déflexion du levier gestnparfois pas détectable, en
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particulier lorsque celui-ci est trés raide. Au contact €géshlantillon continue de monter, la
déflexion va croitre linéairement avec le déplacement vertidaédmntillon.

e Courbe retour (ou retrait) la déflexion suit ¢hbord la courbe aller justpuatteindre le
point de déflexion nulle et devient négative ensuite du fait des foreebéabion et de la
raideur finie du levier. La courbe de déflexion reste dans le prolongement de la droite de
contact car la pointe reste en contact avec la surface a cause desdfadtesion. Pour
rompre ces forces’ddhésion il faut continuer éoigner I’échantillon jusgua ce que la force
appliguée corresponde au poiningtabilité du décollement. Au point de rupture, la déflexion
retrouve sa position’dquilibre, ¢est a dire sa position sans interaction, un cytdigstérésis
mécanique est ainsi observé.

Pour chaque nouvelle sonde nous procédons a la calibration de I’expérience. Nous sondons
dans un premier temps un substrat de référence considéré comme matériau dur (mica ou
Si0,). Nous réalisons une courbe de force et fixons (via le logiciel) la peatd. Cette
opération permet de convertir le signal des photodiodes en nanométres et se base sur le fait
que pour un déplacementz donné de 1’échantillon, le levier subit une déflexion 4z sans
indentaton de 1’échantillon par la pointe (matériau dur). La raideur du levier est déduite
préalablement a partir de la mesure du bruit thermique. Une fois la sonde calibrée, nous
procédons aux différentes analyses (topographiques ou autres) du substrat de référence selon
le protocole établi. Ensuite 1’échantillon a étudier est positionné et, comme pour la référence,
les courbes de forces sont enregistrées. Fournissant des informations sur la raideur effective
de I’échantillon ainsi que sur son énergie de surface W a partir de la mesure de force, ces
courbes permettent aussi de fixer le point de fonctionnement de I’expérience, en particulier la
force imposée au niveau du contact et avec laquelle les images topographiques et/ou

mécaniques seront effectuées. La force imposée est déduite a partir de la loi de Hooke.
b. Mode contact intermittent (mode « tappng »)

Un autre mode de fonctionnement est possible et est appelé mode contact intermittent
(tapping). Dans ce mode, la pointe oscille au voisinage de sa fréquence de résonance venant
ainsi périodiquement en contact avec 1’échantillon. C’est un mode intermédiaire entre le

mode contact et le mode non-contact’amplitude d’oscillation varie alors suivant

4 Chaque levier a une fréquence propre. La mesure est réaliségraqumsce légérement plus faible que la fréquence de
résonance f L’amplitude et la phase sont enregistrées de maniére indépendante. La phase renseigne sur les propriétés
mécaniques de 1’échantillon, alors que I’amplitude nous renseigne entre autres sur Sa topographie de 1’échantillon.
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I’interaction pointesurface. L’asservissement consiste a maintenir une amplitude d’oscillation
constantg99]. Ce mode présente I’avantage de limiter le temps de contact entre la pointe et la
surface et donc de minimiser les forces de cisaillefivaitant ainsil’usure de la pointe mais

aussi et suout celle de 1’échantillon.

levier \

éc hantillon

piézoélectrique
bimorphe

scanner
piézoélec trigue

a) b)

Figure 2411. Schéma de principe du microscope fonctionnant en mode tapping.

L’avantage principal de ce mode est de pouvoir obtenir d’excellentes résolutions latérales
avec des oscillations de grande amplitude, la pointe entre dans le régime répulsif lorsque la
distance pointeurface est trés courte. La pointe “touche” donc périodiquement la surface,
néanmoins, la durée du contact est trés courte minimisantlainshps d’interaction et
assurant un trés petit déplacement latéral du levier (suite au balayage) pendant son contact et
donc une force latérale tres faible. Ce mode n’a pas besoin d’un grand facteur de qualité de
I’oscillateur formé par le levier, il est donc particuliérement bien adapté aux mesures pour la
visualisation d’échantillons fragiles tels que les matériaux mous et les macromolécules

biologiques.
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Figure 2412 Mode opératoire en mode tapping.

L’analyse des différents régimes de forces d’interaction « pointe-surface » en fonction de
la distance permet de récapituler comment se fait ’imagerie dans les différents modes de
fonctionnement : contact, non contact, contact intermittent. En effet, pour une amplitude des
oscillations petite lorsqu’elle est comparée a I’apex de la pointe, I’interaction est attractive
dominant et dans ce cas la pointe ne touchera pas la surface sondée. Par contre, quand les
oscillations sont plus grandes par rapport a R alors la pointe a 1’énergie suffisante pour
toucher la sudce, il s’agit du mode contact intermittent répulsif dominant. Le mode
intermédiaire est appelé mode « répulsif-attractif ». Selon le mode utilisé, on aura acces aux
propriétés mécaniquesmme 1’¢lasticité et/ou la déformation mécanique a 1’échelle locale ou
a des informations d’interaction de force.

- Mode opératoire

Avant toute approche de la surface, un balayage en fréquence du piezo excitateur permet

de localiser ’amplitude maximum du levier qui correspond a sa résonance. Comme nous

I’avons vu, le levier est assimilé a un oscillateur du second ordre et par conséquent,

I’amplitude est maximale a la résonance et la phase est a n/2 (Figure 2-13).
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Figure 2413 : Modélisation de propriétés de la résonance.

Au fur et a mesure de 1’approche, en fonction de I’interaction pointe-surface la fréquence

de résonance se décale. En situation de contact intermittent, s’ajoute a ce décalage une

déformation du pic de résonance, qui devient dissymétrique (Figure 2-14); il faut alors utiliser
un modele d’oscillateur non linéaire pour décrire le systéme. D’un point de vue pratique, cette
non-linéarité a pour conséquence la possibilitérar plusieurs points de fonctionnement
stables, en fonction des paramétres d’interaction pointe-surface et de commande (plusieurs

amplitudes d’oscillation possibles pour une méme fréquence d’excitation).

Amplitude

el as ] i .
d’oscillation a:loinde la surface, la courbe de résonance est celle d’un oscillateur

. harmonigue
@ @ @ b:au fur et & mesure de l'approchede la surface, le pic de résanance
:."-.'_“‘ ‘..,1.‘..

est décalé par le gradient local de la surface d'interaction

C: aux petites distances, le pic de résonance se déforme et n'est plus
symétrique; un effet de multistabilité apparait

Fréquence
" d'excitation

Figure 2414 : Modification de la courbe de résonance d’amplitude en fonction de la force d’interaction lors de
I’approche de la surface en mode contact intermittent.
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Puis, aant d’approcher la pointe de 1’échantillon, un bimorphe piézoélectrique impose une
oscillation mécanique au levier a une pulsatieriégérement inférieure a celle du mode
principal de résonance wo de la pointe, pour optimiser la sensibilité du dispositif expérimental
La pointe ne ressent alors aucune influence de la part de 1’échantillon. Le levier peut encore
étre considéré comme un oscillateur harmonique.

Lorsque la pointe s’approche de 1’échantillon, celle-ci ressent une force additionnelle qui
dépend de sa distance avec 1’échantillon. La pointe commence a toucher de maniere
intermittente la surface etg forces de surface, en général attractives, vont induire une
diminution de la fréquence de résonance du systéme.

En composant la caractéristique dmteraction pointe-surface et celle dénteraction
pointe-actionneur piézoélectrique, on obtient un ou plusieurs points de fonctionnement qui
refletent les états de stabilité du systeme. De méme, on peut voitirqaeattion pointe-
surface est une courbe ’duest possible de linéariser par morceaux, comprenant alors une
partie neutre a longue distance, puis une partie attractive et enfin une partie répusiie a c
distance.

L’étude de ’Evolution du systeme en utilisant ces courbes et leurs points de
fonctionnement permet ’établir des formules de passage entre celles-ci et la courbe
d’approche-retrait classique en fonction de la raideur du cantilever utilisé et du type de
surface.

- Comportement de la résonance en fonction de la distance a la surface

A Tair, loin de la surface, la courbe de résonance du microlevier est quasiment celle d’un
oscillateur harmonique.

Si F estl’amplitude de la force sinusoidale ressentie par la pointe lors de I’excitation,

I’équation du mouvement s’écrit alors :
M2+ &+ kz= F exp {wt) (2- 4)
En posant y=a /me €t, nous obtenons :
2+7Z+a)§Z:£eXpGa)t) (2-5)
me
Dans la limite ou les forces de viscosité sont faibles y<<wo, la dépendance en temps de z(t)

est simplement :

Z(t) = Alw) exp (et —¢(w)) (2-6)

La résolution de I’équation (2- 5) fournit I’amplitude te la phase d’oscillation en fonction

de I’excitation :
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N k 2-7)
M Jo? - ?)+y0? m, \m,
2-8
$(w) = arcta{%] (2-8)
@y — @

Le levier peut étre assimilé a un oscillateur harmonique dont la masse, que nous avons
notéem, est la masse équivalente deskillateur. Ainsi, la pointe vibre avec une amplitéde
et avec un déphasage par rapport a I’excitation. La sensibilité est décrite par le facteur de
qualité Q de I’oscillateur:

W, fo (2-9)

Q=2 " af

Avec Aw la largeur de larésonance mesurée a I’amplitude A(a)o)/ J2. En résolvant

A 1 . .
(@) _ —=nous obtenons la relation Aw= vy soit Q= w¢/ y. La valeur de Q est de

Al@,) - J2

I’ordre de la centaine dans le cas de ’utilisation de I’AFM a Iair, ce facteur est divisé par 10

I’équation

environ en milieu liquide.
- Mode spectroscopique «d@rbe d’Approche Retrait » CAR

Le principe dune courbe @pproche-retrait est sensiblement le mémuimmgl courbe de
force en mode contact a ceci prés qiesicun autre signal que la déflexion du levier qui est
enregistré lors du cycle de montée et descentéédbdntillon vers la pointe. En effet, ce
mode correspond a une mesure de I’amplitude et de la phase des oscillations du levier en
fonction du déplacementertical de 1’échantillon. On obtient une courbe d’approche-
retrait » ou « courbe amplitude distamcd.a mesure consiste a enregistrer I’amplitude du

Y

cantilever. Les courbes typiques ressemblent a celles présentées dans la Figure 2-15.
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Figure 2415 : Courbe Approche Retrait CAR pour les 2 régimes attractif-répulsif a) schéapping »
b) Courbe de résonance, ¢) Amplitude mode répulsif, d) Phase mode répaiaifléude mode attractif, f)
Phase mode répulsif.

Notons que ’brigine de la dissipation que nous traitons est principalement due a
I’hystérésis mécanique, ou asymétries, erdatket et le retour dedscillation.

En mode conta intermittent a 1’air, on utilise typiquement des microleviers de constante
de raideur ~50 nN/nm et de fréquence de résonance ~300 kHz (Figur€et8 raideur de
microlevier {ypiquement de 1’ordre de 50 nN) est suffisante pour vaincre la force de

capillarité entre la pointe et le film d’eau qui recouvre la surface en atmosphere ambiante.
2.2.3.2. Principales utilisations des modes

a. Utilisation du mode catact intermittent a I’air

Difféerents parametres instrumentaux sont a prendre en compte pour utiliser le mode
contact intermittent de manieére satisfaisante. Les propriétés mecaniques du microlevier
oscillant doivent étre adaptées a 1’application envisagée (notamment le fonctionnement a 1’air
ou en milieu liquide). La caractérisation de la courbe de résonance libre (loin de la surface) est

une étape indispensable dans la mise en ceuvre de ce mode d’imagerie; la qualité et la forme
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de cette courbe dépendentlaafois du mode d’excitation du microlevier, des propriétés
physiques de celwt et du milieu d’imagerie. Pres de la surface dbgiori en situation de
contact intermittent, 1’oscillation dépend de plus de I’interaction avec la surface. La
modélisation des forces d’interaction pointe-surface a 1’air ou en milieu liquide est un sujet
complexe, encore plus difficile a aborder dans le cas d’objets individuels mous et hydratés
comme des macromolécules biologiques et pourtant nécessaire pour un controle fin de cette
force. Enfin,la fréquence d’acquisition des images est une limitation majeure des AFM
commerciaux actuels pour I’imagerie résolue en temps en milieu liquide.

Nous avons utilisé ce mode pour détecter la structure et la morphologie de polyélectrolytes
a chaque étape de leur fabrication par dép6ts successifs du polycation PAH, hydrophile, et du
polyanionPSSqui

possede une chaine centrale hydrophdbe mode a également permis d’étudier
I’évolution de la morphologie bactérienne au cours du temps. Cela nous a permis de
compléter les résultats obtenusr pla dispositif acoustique afin d’approfondir notre
compréhension des phénomenesdnigeu lors de 1’¢élaboration du film sensible, puis lors des
détections, en fonction de parametres comme le pH ou la charge électrique de surface.

Ainsi, dans le cadre de ce travail, la topographie a permis de recueillir plusieurs types
d’informations, dans un premier temps, des mesures de rugositéétonialisées, 1’état de

surface a été caractérisé, la moyenne arithmétique de hauteur Ra a été mesurée.
b. Utilisation du mode contact a I’air

Ce mode nous a permisédidier les charges surfaciques des films de PEM et d’identifier
I’épaisseur du film par des opérations de grattage. Le passage au mode force volume a permis
d’obtenir une cartographie des courbes de force d’adhésion de la pointe sur la surface point

par point, ette procédure a été mise en ceuvre pour des surfaces avec des bactéries.
c. Utilisation du mode contact en milieu liquide

Dans le cadre de la recherche dagriétés mécaniques de la bactérie, I’AFM est utilisé
comme un nanoindenteur et on mesure ’effort exercé sur la micropoutre en fonction du
déplacement vertical tout au long de l’essai qui comprend une phase d’approche,
d’indentation et de retrait. Le point clef du dépouillement des mesures d’indentation réalisées
avecl’AFM réside dans la modélisation de I’interaction entre la pointe et 1’objet d’étude qui
permette de faire ressortir des grandeurs mécaniques associées au comportement de
I’échantillon. La cellule présente une architecture complexe avec plusieurs constituants

internes. Cet état de fait rend actuellement impossible une modélisation de tous ses
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composants. Cependant, ce mode a été utilisé pour obtenir une connaissance préliminaire sur
le comportement mécanique globalide cellule avec une approche analytique adaptée avant
et apred’ajout d’un stress (dans notre cas I’effet de métaux lourds) ainsi que 1’évolution de la

morphologie de la bactérie au cours du temps.

2.3. Eléments de théorie sur les écoulements

Ce paragraphe vise a donner quelques éléments théoriques de base a la compréhension des
phénomeénes d’écoulement mis en jeu dans nos dispositifs, une derniére partie portant sur la
modeélisation des écoulements dans nos cellules particulierement celle pour le capteur

électrochimigue mise au point dans le cadre de ces travaux.
2.3.1.Fluides complexes

Les fluides complexes sont des systemes moléculaires de taille mésoscopique qui sont
construits a partir de liaisons chimiques (polymeéres) ou a travers des interactions moléculaires
fortes (micelles, cristaux liquides) [100].

Les fluides complexes classés non newtoniens possédent un écoulement compliqué par
rapport aux fluides newtoniens qui ont un écoulement facile a décrire a partir de la simple
connaissance de leur viscosité et leur densité.

La physico-chimie permet de concevoir des propriétés macroscopiques en jouant sur les
interactions entre les objets constituant le fluide, comme les forces de Van der Walke§101],
forces électrostatiques [102], les liaisons hydrogénes [103], ainsi que sur les contraintes
stériques et géométriques. L’hydrophobicité des matériaux joue aussi un role essentiel vis-a-

vis de leur comportement sur les parois.
2.3.1.1. Définition des notions de viscosité

Les écoulements de fluides peuvent étre classés en deux catégories : laminaires et
turbulents. La frontiere entre ces deux régimes est donnée par la capacité de la matiere a
s’écouler, sous la forme d’une grandeur caractéristique du fluide, sa viscosité. Cette grandeur
est admise comme étant une mesure de la résistance a la déformation sous 1’action d’un
cisaillement.

Considérons deux couches de fluides contigués, distaatds. da force de frottemerf

qui sexerce a la surface de séparation de ces deux coudmmse au glissementuhe
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couche sur’hutre. Elle est proportionnelle a la différence de vitesse des couches, soit
leur surfaces et inversement proportionnelleda
L’expérience montre aussi qu’un mouvement stationnaire s’établit ou la vitesse Vo de la
plaque supérieure est constante. C’est donc le long d’une paroi immobile, comme dans notre
cas au niveau du haut de la cavité fluidique, que le liquide exerce sur cette paroi des forces
tangentielles dont la résultante vaut précisérdent
Cette forceest proportionnelle au gradient de vitesse d’ou la formule de Newton :

dv
F=nS— 2-1
(S (2- 10)

La viscosité dynamique est appelée également visd@sapparente, son unité éstpoise
(P) dans ésystéeme CGS, et le pabsemnde Pa.9 dans le systemdK SA.

Est également définie la viscosité cinématique, notéeutilisée chaque fois que
I’accélération intervient, qui est égale au rapport de la viscosité dynamique par la masse
volumique du fluide considéré :

V= ; (2-11)

Oup estla masse volumique du nésiau. L'unité dev estle cnf.s™ encoe appelée Stokes

(St) dans le systéme CGS,ré.s'dans le systéme MKS

2.3.1.2. Etude des solutions polymeéres par viscosimétrie

Lorsque la solution de polymeéres s’écoule avec un champ de vitesse non uniforme, la
présence de macromolécules de dimensions comprises entre 0,2 et 0,002 um, introduit des
frottements supplémentaires de telle sorte que le coefficient de viscosité est supérieur a celui
du solvant pur.

L’équation empirique de Mark-Houwink relie la viscosité apparente, ngtg¢, a la masse
moléculaireM par la relation :

[n]=K.M.o. (2-12)

OuK eta sont des paramétres caractéristiques du systéme polymere-solvant a température
donnée. Cette relation est admise dans le cas général. Les relations théoriques entre la
viscosité et la masse moléculaire sont cependant difficiles a établir, d’autres facteurs
intervenant, en particulier, la forme des macromolécules.

Nous présenterons ici brievement deux procédés de mesure expérimentale de la viscosité

d’un polymere, les viscosimétres de Couette et a €coulement (capillaire).
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a. Viscosimetre de Couette

Ce viscosimetre comporte un cylindre rempli du liquide a étudier, dans lequel est immergé
un cylindre plein, entrainé de 1’extérieur par un mécanisme permettant la mesure du couple.
On reéalise ainsi une application de la loi de Newton, dans laqi@lest remplacé par la
surface latérale du cylindre plein. Le couple d’entrainement de ce cylindre est proportionnel a
la viscosité dynamique, a la vitesse de rotation et a une constante propre de 1’appareil.

Il en existe de nombreuses variantes, utilisant des mobiles de formes diverses, par exemple,
celui qui utilise la déviation d’un faisceau laser sur un miroir, et la mesure de la viscosité est
donnée par :

_ ra.(R-r)
T 5z rhwR
Le viscomeétre de Couette donne ainsi une mesure directe de la viscosité dynamique par

(2- 13)

mesure d’une déviation d’angle. Ce type de viscometre a été utilisé pour déterminer la

viscosité de nos solutions de polyélectrolytes, les calculs sont présentés dans le chapitre 3.
b. Viscosimétre a écoulement

Le viscosimetre absolu a capillaire utilise le débdans un tube capillaire de rayost de
longueurl, sous I’action d’une différence de pression Ap. La loi de Poiseuille, dans le cas

d’un écoulement laminaire, permet d’exprimer la viscosité dynamique sous la forme :

_ mAPr?
81.Q

Cette méthode constitue ainsi une mesure dynamique decosité, par la mesure d’un

(2-14)

débit en utilisant les lois de la dynamique de fluides, en particulier la formule de Poiseuille.

2.3.2.L’hydrodynamique a bas nombre de Reynolds

2.3.2.1. Généralités

Les canaux utilisés dans les systemes microfluidiques ont souvent des rapports de forme
importants, avec notament une largetgrande devant 1I’épaisseur h. Cela permet de négliger
les effets de bord et de considérer une vitesse uniforme sur la longueur.

L’équation de Stockes qui décrit 1’écoulement microfluidique stationnaire d’un fluide

newtonien incompressible, dans le oasl n’y a pas de force extérieure appliquée, s’écrit :
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nAV —gradp=0 (2- 15)
Avec:
v :vitesse du fluide
n :viscosité du fluide

p : pression du fluide

grad et A: correspondent respectivement aux opérateurs différentiels gradient et laplacien.

La résolution de cette équation est de la forme :

.
V=-2z2h-2)7 (2- 16)

Ou Vp est le gradient de pression uniforme sur toute la longueur du canal. Pour un
écoulement en cavité, dans lequel la longueur de parcours est également grande devant
I’épaisseur du canal, la vitesse moyenne et le débit correspondan@Qasont donnés

respectivement par :

h3
V=—"vp (2- 17)
12,
et
Lh®_ 3
Q=15 VP 7P (2- 18)

2.3.2.2. Nombre de Reynolds et écoulements

Ainsi, les écoulements utilisés en microfluidigue sont caractérisés par des petites
dimensions et des vitesses faibles. A ces échelles, les effets de la viscosité deviennent

prépondérants sur les effets inertiels. On quantifie cette situation en introduisant le nombre de
Reynolds :

R — Forced'inertie  pV.L
Forcedeviscosité n (2- 19)

V et L représentent la vitesse et la longueur typiques de 1’écoulement, p et n sont
respectivement la masse volumique et la viscosité du fluide.

Les expériences réalisées paaynolds1883) lors de’Ecoulement tin liquide dans une
conduite cylindrique rectiligne dans laquelle arrive également un filet de liquide coloré, ont
montré lexistence de deux régimesedoulement : laminaire et turbulent’elkpérience
montre que :



Méthodologies et théories 92

+ Si Re < 2000 : le régime est laminaire (Figure 2-1@}uilibre entre les forces de
frottement visqueux et le gradient de pression va déterminer le profil d’écoulement. Dans ce
cas les phénomenes de diffusion domineriéguation de Navier-Stokes se simplifie et
devient I’équation de Stokes.

» Si 2000 < Re <3000 : le régime est intermédiaire.

+ Si Re > 3000 : le régime est turbulent (Figure 2-16) : les forces inertielleseztes
responsables du transfert de quantité de mouvement, et le mécanisme de transfert dominant

sera 1’advection.

Filet colore
— |
\‘ { AR
Ecoulement laminaire Ecoulement turbulent 2 un instant t

Figure 2416 : Différents types d’écoulements.

Ainsi, un faible nombre de Reynolds implique 1’absence des phénomenes turbulents qui
sont utilisés dans les systemes macroscopiques pour assurer le mélange.

Parmi les écoulements avec des échelles de longueur tres petites, mentionnons également
les écoulements autour de petites macromolécules telles que les polyméres, ainsi que la
propulsion des micro-organismes par des cils et des flagelles. Les développements récents des
microsystémes mécaniques (MEMS) et des dispositifs d’analyse physico-chimique intégrés
accroissent encore le champ d’application des écoulements a petits nombres de Reynolds.

Dans notre cas, des hauteurs de cand&uXordre de 100um et des débits dé5 a
25uL/min, une vitesse moyenne d’écoulement de I’ordre de 8.10° & 2010° m.s', permettent

d’évaluer un nombre de Reynolds entre 1 et3 environ.
2.3.2.3. Réversibilité cinématique de Stokes

Uneconséquence de la linéarité de I’équation de Stokes est la réversibilité des écoulements
a trés petits nombres de Reynolds. Si I’écoulement du fluide est créé par le mouvement de
parois solides, lorsqu’on inverse le mouvement des parois, les particules de fluide reprennent

exactement les mémes trajectoires, mais en sens inverse.


http://fr.wikipedia.org/wiki/%C3%89coulement_de_Stokes
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La réversibilité cinématique a des conséquences fondamentales sur les modes de
propulsion des vivants. Les micro-organismes comme les bactéries vivent dans un milieu ou
I’inertie est négligeable devant la viscosité. L’évolution de ces micro-organismes a ainsi

conduit a des modes de propulsion utilisant des cils.
2.3.3.Application aux cellules microfluidiques des capteurs

2.3.3.1. L’intérét de I’utilisation du réseau microfluidique

Comme mentionné plus haut, la linéarité de 1’équation de Stokes pose un probléme dans
les applications ou 1’on cherche a mélanger les fluides. La turbulence inertielle, mécanisme
tres efficace pour assurer une bonne homogénéité du mgélaigéste pas dans les
microcanaux a cause de I’absence des non-linéarités inertielles. La diffusion est seule a
I’ceuvre et ne permet pas d’homogénéiser rapidement le contenu des canaux dans la plupart
des cas. Aussi des formes d’arrivées de canaux en réseau ont été introduites pour accélérer le
mélange de liquides newtoniens (Figure 2-179.type d’architecture, retenu ici pour les
puces PDMS, favorise une diffusion rapide, et ainsi une homogénéisation, des solutions

arrivant sur le capteur.
2.3.3.2. L’écoulement a travers le réseau microfluidique

Pour prévoir la nature d’écoulement et évaluer I’influence des géométries de la chambre a
flux sur la vitesse d’écoulement, nous nous sommes appuyés sur un logiciel de simulation par
éléments finis (Comsol Multiphysits

Nous avons réalisé des simulations qui ont montré une homogénéité d’écoulement comme
sur la Figure 2-1fui représente le profil des vitesses dans I’'une des cavités avec réseau
microfluidique développé pour le microcapteur sérigraphié. Cette géométrie offre plusieurs
avantages, notamment d’éviter toute zone de recirculation du liquide ainsi que toute zone
morte pouvant ralentir ou empécher les interactions au niveau du capteur.

La vitesse d’écoulement moyenne est de I’ordre de 10°m.s*, pour une hauteur du canal de
~ 100 um et un débit imposé de bL/min Les solutions de polyélectrolytes qui seront
utiliséespour la réalisation d’une matrice d’immobilisation des bactéries sur le capteur, sont

modéliséepar un fluide de masse volumique égale a celle de 1’eau (1g/cm3).
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Figure 2417 : Simulation des vitesses d’écoulements dans la cavité microfluidique
(Comsof, 2208310 mailles, ~ 3 heures de calcul).

2.4. Conclusion

Ainsi, ce chapitre a permis de présenter les deux types de plateformes de transduction
mises encuvre et en partie congues dans le cadre de ces travaux, 1’'une a ondes acoustiques
(ondes de Love), I’autre électrochimique (impédimétriqguethacune équipée d’une puce
microfluidique. La microscopie a force atomique a été présentée comme moyen de
caractérisation des surfaces de capteurs rapprocher d’un moyen de détection
complémentaire, quoigue non intégré et a ce titre non assimilable a un biocapteur.

L’une des originalités de ce travail est liée a la compatibilit¢ des deux techniques de
mesure, qui vise a pouvoir comparer les deux méthodes dans des conditions expérimentales
similaires.

Notons en particulier la conception de la plateforme électrochimique, qui offre de
nouvelles perspectives de développement et de miniaturisation. Le procédé développé pour la

fabrication de ce microcapteur est rapide, il utilise des outils de fabrication peu codteux, la
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sérigraphie et le moulage de chambres fluidiques en PDMS, permettant d’envisager le

domaine des laboratoires-sur-puces.
Des éléments sur la théorie des écoulements et des simulations ont permis de montrer

I’efficacité des chambres microfluidiques retenues pour assurer un €écoulement laminaire

homogéne des solutions en surface des capteurs.
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3. Etudes sur les polyélectrolytes

Les films multicouches de polyélectrolytes (PEM) couche par couche ou films «kyayer
Layer» (LbL) corresponderi#t un nouveau type de film polymérique qui a été développé au
début des années 90 par Decbieal [104]. Cette technique LbL est fondée sur la réalisation
de dépbts successifs de polycations et polyanions sur un subspiak 1’utilisation de cette
technique de dépdt couche par couche pour la fonctionnalisation de surface, plusieurs études
tentent de comprendre les comportements physiques mis en jeu [105, 106, 107].

Ce chapitre est consacré a la compréhension de la structuration de multicouches alternées
de polyélectrolytes. Les caractéristiques de ce type de film en termes de croissance et de
structure seront appréhendées par deux méthodes complémenitaingisroscopie a force
atomigue (AFM) et les ondes acoustigues. Ces méthodes ont été utilisées pour la
caractérisation de la croissance des filmsdticouches et de 1’adsorption de polymeéres, et
nous montrerons, en particuli¢linfluence de quelques paramétres physico-chimiques sur les
mécanismes de structuration des multicouches alternées des polyélectrolytes tetpolys
(allylaminehydrochloride) (PAH, polycation) et poly (styrenesulfonate) (PSS, polyanion).

L’objectif de cette étde est d’améliorer la nature et la configuration du film déposé
(homogénéité, épaisseur, etc.) de maniere a obtenir une immobilisation de notre biorécepteur
la plus efficace possibketd’augmenter par la suite la sensibilité du capteur et sa durée de vie.

Nous présenterons, au début de ce chapitre, les différents parameétres qui caractérisent un
polyélectrolyte en solutiodans le but de comprendre I’écoulement d’un polymére chargé
dans un fluide. Nous exposerons ensuite le principe sur lequel repose le dépbt couche par
couche ainsi que les interactions fortes (interactions électrostatiques) et les interactions faibles
(hydrophobes) qui assurent la construction du film. Puis nous présenterons le mode de
croissance des films ainsi que les différents procédéssdesmeeuvre de cette technique par
trempage, a la micropipette ou en flux. Les surfaces des films seront analysées
morphologiquement par AFM, des courbes des forces permettant également d’appréhender
les forces d’adhésion mises en jeu et le caractére viscoélastique des €léments présents. Ces
propriétés de viscoélasticité et le comportement mécanique de maniére plus générale seront
également analysés par la réponse en temps réel du capteur a onde de Love. Ces réponses

permettront de plus d’ajuster le temps nécessaire pour chaque dépdt, d’étudier I’influence du
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poids moléculaire et de valider I’étape de ringage. Enfin, et aprés optimisation de notre

protocole de dépdt, nous présenterons I’application de ce film pour la fixation des bactéries.

3.1. Les polyélectrolytes en solution

On définit un polyélectrolyte comme un polymére possédant des groupes dissociables en
solvant polaire. Il possede ainsi des charges sur ses monomeres compensées par des contre-
ions de charge opposée. Ces charges permettent aux pobyg¢tec en solution d’étre
utilisés dans de nombreux domaines grace a leurs propriétés. lls peuvent aussi se trouver sous
la forme de complexes polyméres et prendre une multitude de configurations a la surface du
matériau a revétir, selon la formulation du polymeére et les paramétres extérieurs comme le

pH, les solvants, la conductivité ionique, etc.
3.1.1.Les polyélectrolytes utiliseés

Les deux polyélectrolytes utilisés dans notre travail sont donc le poly
(allylaminehydrochloride) (PAH) comme polycation ket poly (styrénesulfonate) (PSS)
comme polyanion.

Le Poly (hydrochlorure ‘dllylamine) (PAH) est un polyélectrolyte faible chargé
positivement a pH neutre grace a son groupement amine. Pour nos travaux, deux références
de masses moléculaires différentes ont été utilisées: 15 kDa et 56 kDa (voir table@as3-1
polyméres se présentent sous la forme d’une poudre. Dans le cas de I’utilisation de TBS (Tris
Buffered Saline, Tris: I’abréviation de tris (hydroxymethyl) aminomethane (HQRENHS,))
comme solvant, les contre-ions sont les cations du TBS efNd..

Le PSS est un polyélectrolyte fortement anionique. En effet, la chaine latérale de chaque
motif monomeére porte un groupement sulfonate qui est complétement chargé a partir de
pH = 3. Dans lecas d’utilisation de TBS comme solvant, le contre-ion est le Clll est
hydrophobe lorsque son squelette est en situation de mauvais Sdasieau. Le PSSNa
(polystyrene sulfonate de sodium) partiellement sulfoné peut étre considéré comme une

molécule de polystyrene sur laguelle ont été greffés des groupes sulfonates de sodium.

® Mauvais solvant : les interaets effectives entre maillons de la chaine d’un polymére sont attractives. Le
polymeére est plus difficile a dissoudre. Un polymere peut se trouver @rammaolvant mais rester dispersé si la
solution est suffisamment diluée.


http://fr.wikipedia.org/wiki/Poly%28hydrochlorure_d%27allylamine%29
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Tableau 3-1:Carte d’identité des polyélectrolytes utilisés.

Nom du composé

PAH: poly (allylamine hydrochlorure)

PSS: poly (styrene sulfonate)

Formule chimique

Y%

n

NH!

Fournisseur et

Sigma Aldrich

Sigma Aldrich

référence C.A.S :7155012-4 C.A.S 25704181
*15 000
Poids moléculaire 70000
*56 000
CH, CH \ / CH, CH \

Le Poly (hydrochlorure “@llylamine) et le Poly (styréne sulfonate) sont utilisés sans

purification supplémentaire. lls sont utilisés a des concentrations de 5 mg/ml en solution dans

Jm

SO;, Na

Figure 3-1: Structure chimique du PSSNa partiellement sulfoné.

le TBS a 0,15 mol/l et pH %2, excepté pour voir I’effet de la force ionique sur la formation

de films multicouches, ou une solution de NaCl a 0,15 mol/l a été utilisée apres optindisation

différentes concentrations. Le pH des solutions a ét&éajivec des solutions d’acide

chlorhydrique et de soude pour observer I’effet du pH sur la construction du film.



http://fr.wikipedia.org/wiki/Poly%28hydrochlorure_d%27allylamine%29
http://www.google.com/url?sa=t&source=web&cd=1&ved=0CCMQFjAA&url=http%3A%2F%2Ffr.wikipedia.org%2Fwiki%2FPoly%28styr%25C3%25A8ne_sulfonate%29_de_sodium&ei=eF0DTtfZCI68-QarttyTDg&usg=AFQjCNFy_wiYR8yF0jcVltbUfCIZAmijkQ&sig2=4sox0W7NlhtcYzZBPfhXdQ
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Figure 3-2: Représentation de ’assemblage par interaction entre deux chaines de polyélectrolytes.

3.1.2.Les principaux parametres

Les polyélectrolytes sont caractérisés par plusieurs paramétres mécaniques et

électrostatiques que nous présentons dans ce paragraphe.
3.1.2.1. Longueurs caractéristiques et taux de charge

Un polyélectrolyte présente des grandeurs caractéristiques, notamment la taille du
monomerea, et la distance entre deux charges successives le long de la bh#igere 3-
3).

Figure 3-3:Représentation schématique d’une chaine polyélectrolyte.

Le paramétré appelé taux de charge correspond au rapport entre la taille du monamere,
et la distance entre deux charges successives le long de la bhaine,
f=b/a (3-1)
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La conformation de chaine de polyélectrolytes sera directement dépendante de ce
parameétre. Il est a pondérer par la condensation de contre-ions.

Si on considére que le polyélectrolyte PSS (polyanion dort0,25 nm) a une charge sur
chague monomere, son taux de chdrgerait égal a 1, alors que le PAH (polycation faiale,
= 0,25 nm) est chargé a 40% a un pH de 9 correspondart@1 nm et un taux de charge
f=0,4.

De plus, chaque chaine est constituée d’'un nombre de monomed = My/ M; (M;: masse
d’un monomére) soit 214 monomeres pour le P8,(= 70000,M; = 223), 736 monomeres
pour le PAH My = 56000) et 19Pour le cas d’une masse moléculaire My = 15000.

Cela permet d’évaluer une nouvelle dimension représentative, la longueur de contour
(Lc = N*b), égale a :

Lc (PSS:My = 70000) = 53,5 nm,

Lc (PAHY: My = 56000) = 73,6 nm,

Lc (PAH: My = 15000) = 19,7 nm.

3.1.2.2. Longueur de Bjerrum

Le taux de charge proposé par Mann[dag8] fait intervenir la longueur de Bjerrum,
distance a laquelle’dnergie dnteraction entre deux charges élémentaires Vaumeftgie
d’agitation thermiquégT. Elle caractérise’intensité des interactions électrostatiques dans le

solvant et elle est donnée paixpression :

eZ

o Az gk T 2)

Ou e est la charge électronique; et g représentent respectivement la constante
diélectrique relative du milieu et celle du vide. Pdaal, a température ambiafte 300 K,
la longueur de Bjerruntg est égale a 0,712 nm. Cette longueur varie assez peu avec la
température, dans une gamme de quelques dizaines de degrés autour de 300 K. Pour des
distances supérieuresgal’énergie électrique devient négligeable devanergie d’agitation
thermiquekgT.

On définit le seuil de condensation de Manniag:p

Fuanning=a/ lg (3-3)

Avec une taille de monoméee= 0,25 nm pour le PSS et le PAH, en considérant que le

solvant de type eau a température ambiante, I’expression précédente permet d’évaluer une

valeur de seuil de condensation de Manning pour les deux polyélectrolytes (PSS et PAH)

égale a 0,351.
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3.1.2.3. Parameétre de charge

Manning définit également le paramétre de chdgrgemme le rapport entre la longueur de

Bjerrum,lg, et la distance entre deux sites ioniques successifs le long de la bhaine

2
g €

<= b 4re & DK T

(3-4)

Lorsque le parametre de char§eest supérieur a une valeur setghle a 1 (cas d’une
solution diluée de polyélectrolytes), une partie des contre-ions restera proche du polyion, et va
étre totalement liée a celai-(bloquée a une distance finid). s’agit d’effets dits « de
condensation » [109, 110, 111].

Le calcul de ce paramétre de charge pour les polyélectrolytes PSS et PAH dans 1’eau

donne les valeurg(PS9 =1139 et £(PS =713 dans les deux caSest supérieur a 1, on

est donc dans un régime dilué et les chaines de polyélectrolytes sont flexibles.
3.1.2.4. Ecrantage des interactions électrostatiques

L’écrantage ¢lectrostatique est une notion importante des systemes chargés de type
polyélectrolytes, associé a la présence des ions libres en solution. Si les contre-ions sont situés

pres des chaines ou si un sel est ajouté dans la solution, la chaine perd son caractére rigide a

grande échelle. La longueur d’écran K,:,lD correspondant a 1’échelle sensible a 1’écrantage

électrostatique et appelée longueur de Debye-Huickel est définie comme suit :

KL = (4] B.I)% (3-5)

La longueur de Debye-Huckel est reliée a la concentratims contre-ions’est-a-dire a
la force ionique de la solution, définie comme la demi-somme des concentrations en ions
présents en solution pondérées par leur charge au carré :

I1=1/2Y C Z* (3-6)

Elle dépend de I’ensemble des ions libres de la solution et donc de la concentration en
contretons dissociés et en sel ajouté. Il convient de souligner que 1’ajout de sel a la solution
de polyélectrolyte a pour effet d’accroitre la force ionique.

Nous avons utilisé pour la préparation des solutions de polyélectrolytes une solution
tampon TBS (Tris Buffered Saline) qui possede deux ions, les deux contre-ions présents sont
le Na et CI” de NaCl a une concentration de OM5soit une force ionique | = 0,15 M. Dans
0,304

JTvM)

ce cas, la longueur d’écrantage électrostatique est égale &} = =24.821nm.
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3.1.2.5. Rayon de giration

Le rayon de giratiofiRg est une mesure de la distribution de masse de polymére autour de
son centre de gravité. Dans le cas des polyélectrolytes, les effets de volumieeetmient
également en compte les répulsions électrostatiques. On définit ainsi, un facteur d’expansion

hY

électrostatiquecar”,, qui peut étre calculé a partir des relations décrites par Yamakawa-

s,el

Tanaka[112], Odijk et Houwaart[113] et Fixman et SkolnicH114]. Dans le cas des

polyélectrolytes:

(RE)=ala(RE), 3-7)

Yamakawa [115] a estimé que le rayon de giraina une concentration de 0,1 M de
NaCl, dépend de la masse moléculaire selon ’expression Rg= 0,0216M°°, ce qui donne

Rs (PSS:My = 70000) = 17,44 nm,

Rs (PAH": My, = 56000) = 15,25 nm,

R (PAH% My = 15000) = 6,92 nm.

Figure 3-4: Longueurs caractéristiques d 'une chaine de polyélectrolyted uprés Spiteri, 1997) avec R
longueur moyenne entre les extrémités; Rayon de giration ; L taille d 'un monomeére, b : distance moyenne
entre deux sites ioniques consécutifs.

La chaine adopte une conformation moyenne appelée « ‘pelotearactérisée par la

distance :

® Une chaine est a « volume exellorsque les interactions répulsives entre maillons d'une méme chaineednién
conformation de la chaine s'en trouve « gonflée » par rappotcifsamation idéale.

7 La pelote est un objet statistique ayant des fluctuations incessantes:@gigaation & I’équilibre. Sa dynamique de
relaxation est dominée par son élasticité et la friction exercée par le solviaoheant
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ROE <R2> =bN% (3' 8)

La distribution de masse moyenne de la pelote est caractérisée par son rayon de giration,
rayon de la sphére de méme moment d’inertie que le polymeére. Pour une pelote idéale il

s’écrit :

N

= (3-9)

b
=—N
J6

R, =

51

3.1.2.6. Viscosité

La viscosité peut étre évaluée a partilRdel’équation (2-18) a été reprise par Fox et Flory
[116]. IIs ont introduit un paramétre appelé coefficient d’expansion moléculaire, noté ¢‘, qui

prend en compte les dimensions géomeétriques. On peut résumer la théorie de Fox et Flory

parl’expression de ce coefficient, tel que :
3
)= % (3-10)

OU Rg est le rayon de giration exprimé en métre) e¢st la constante de Flory qui vaut
théoriquement 2,86- $dmol* dans le cas d’un polyélectrolyte.

D’aprés la relation (3-10) et avec le rayon de giratidRs calculé précédemment, nous
pouvons évaluer les valeurs théoriques de viscosité de nos solutions de polyélectrolytes :

n(PSS) = 1,12x10kg.m*.s*

n(PAHY = 1,19x10° kg.m*.s*

n(PAH?) = 1,08x10° kg.m*.s*

Ces viscosités ont également été mesurées expérimentglérieite d’un viscometre a
capillaire de type Ostwald. L’écoulement dans ce cas est de type Poiseuille, le liquide
s’écoule entre deux parois fixes avec un régime qui doit étre laminaire. La viscosité ,, du
liquide est proportionnelle a la durée de vidahda volumeV de liquide compris entre deux
repéres et & la masse volumique du liquide exprimé en*gmns K.pt . k est une constante

propre au visceimeétre, égale ici a 0,02 unités Sl. Les valeurs sont reportées dans le tableau 3-
2Tableau3- 1.
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Tableau 3-2 : Masse volumique et viscosité mesurées expérimentalement des polyélectrolytes utilisés.

Masse volumique Viscosité
Polyélectrolyte
p (g.cn) (kg.m*. s%)
PSS 0,97 +0.02 0,86.10°
PAH' 0,96 +0.02 1,02.10°
PAH 0,91 £0.02 1,34.10°

En comparant les valeurs théoriques et expérimentales de la viscosité, on constate que,

quoi que non identiques, elles sont du méme ordre de grandeur.
3.1.2.7. Coefficient de diffusion

Le coefficient de diffusion du centre de gravité de la pelote est relié a sa mobiliéé par
relation d’Einstein : D = u.kg. T. La mobilité x est définie comme le rapport entre la vitesse
atteinte par la pelote en solution et la fokFcappliquée. Ellmous renseigne sur I’interaction
entre le polymere et le solvant. Pour coupler hydrodynamiquement le polymére au solvant,
chaque sous-unité de la chaine est associé un centre de trainée visqueuse, par exemple une
sphére dont la trainée de Stokes est équivalente a celle de la sous-unité décrite, avec une
dynamique summortie (I’inertie est négligeable a ces échelles).

En utilisant’équation de Stockes (2}5) et en faisant I’hypothése que le polymére se
comporte comme une particule sphérique de ra@nle coefficient de diffusion peut étre
calculéa partir de I’équation de Stockes-Einstein :

D= kgT
6711Rs
Avec kg la constante de Boltzmann (1,38310.K%), Rs le rayon de girationnf), 5 la

(3-11)

viscosité absolue de la solution (kg's1') etT la température absolue (K).

Le coefficient de diffusiorD dépend de la taille des molécules, en effet les plus petite
diffusent plus rapidement vers la surface et 1’atteignent en premier [117]. Il dépend aussi des
conditions hydrodynamiques expérimentales.

3.1.2.8. Détermination du nombre de Reynolds

La relationErreur ! Source du renvoi introuvable.) qui relie la vitesse et la longueur
ypique de I’écoulement a la viscosité du fluide, dans notre cas les polyélectrolytes, nous

permet de déterminer le nombre de Reyn®&dgui caractérise un écoulement et nous permet
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de définir la nature de son régime (laminaire, transitoire ou turbulent). Dans notre cas la
longueur typique d’écoulement L estde ’ordre de 100um et la vitesse d’écoulement V varie

de ~8.10 m.s* & 20.10° m.s. Nous obtenons alors :

R.(PS9 varie entre 1,14 et 2,87 environ,
R,(PAHY) varie entre 1,13 et 2,83 environ,

R,(PAH?) varie entre 0,89 et 2,02 environ.

Tableau 3-3 : Récaflatif des paramétres des polyélectrolytes utilisés.

Parameétres Taux de Condensation de Rayon de giration Viscosité Nombre de
Polyélectrolytes chargef ManningFuanning Rg (nm) 7 (kg.m'.s?) Reynolds
PAH! 15,25 1,19x10° 1,1-28
PAH 0,4 0,351
PAH? 6,92 1,08x10° 0,9-2,0
PSS 1 0,351 17,44 1,12x16° 11-29

Ces valeurs montrent notamment déeoulement est en régime laminaire quel que soit le
fluide considéré eau, TBS, polyélectrolyseCes parametres interviendront également dans le
comportement des polyméres lors des dépdts sur le capteur en fonction des parametres

physiquo-chimiques des solutions de dépbt (pH, température, concentration).

3.1.3.Polyélectrolytes en écoulement

Contrairement aux cas des polymeres neutres, la compréhension compléte des propriétés
des polyéletrolytes en solution n’est pas encore acquise malgré de nombreuses études, a la
fois théoriques et expérimentales. Il existe encore plusieurs zones sombres dans les aspects
fondamentaux du comportement de ces systemes.

L’ensemble des propriétés physico-chimiques de la macromolécule est affecté par la
présence des charges : polyions, contre-ions et électrolyte (sel ajouté). lges dissociées
dans une solution sont aotigine des interactions électrostatiques inter et intra-chaine. Ces
interactions sont de longue portée et tres fortes par rapport aux interactions de type Van der
Waals.

La combinaison des propriétés macromoléculaires (propriétée cchaine de polymere
neutre) et des effets des interactions électrostatiques conduit a une variété impressionnante de
phénomenes tels que la condensation des contre-ions sur la chaine, la distribution de ces
contre-ions, lécrantage mutuel des charges entre chaines, le phénomene de couplage entre les

ions, etc. Tous ces effets ne peuvent étre traités séparément, ce qui rend coétpidse |
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théorique des polyélectrolytes en solution. Ces différents paramétres vont nous permettre
d’appréhender le comportement de ces solutions de polyélectrolytes en écoulement sur la

surface des capteurs.

3.1.3.1. Différents régimes de concentration de deux polyélectrolytes flexibles
PAH et PSS

La configuration d’une chaine en écoulementésulte d’un équilibre entre les forces
électrostatique$avorables a 1’élongation (minimisation des interactions entre monomeres) et
les forces élastiques qui s’opposent aux précédentes (maximisation de D’entropic de
configuration). Deux régimes peuvent étre distingués. En régime dilué, chaque polyélectrolyte
peut étre représenté comme une chaine de blobs électrostatiques dé aalillatérieur
desquels la chaine se comporte comme un polymére neutre. La frontiere séparant le régime
dilué et le régime semi-dilué est appelée concentration de recouvreméitie correspond
au seuil d’enchevétrement ou les chaines peuvent étre en contact et interpénétrées de maniere
significative. La valeur de* correspond au nombre de chaihegar unité de volume de ces
N chaines. Ainsi, on considere que cette valeur frontierebéstue lorsque 1’ensemble du
volumeV est rempli deN chaines occupant chacune une sphére de RRyoce qui permet
d’établir I’expression suivante :
LN _ 1
V(N) ;1 R

(3-12)

Une longueur de corrélatiof’ est également introduite [1JL8Elle définit la distance

caractéristique a partir de laquelle les répulsions intra-chaines sont écrantées. En dessous de
cette échelle, les forces électrostatiques sont dominantes et les chaines conservent la méme
configuration de béatonnets de blofps’en régime dilué. Au-dessus de cette échelle, ni les

forces électrostatiques nielles du volume exclu n’interviennent, le polyélectrolyte est

représenté par une chaine idéale de blobs de{aille
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Régime dilué Régime semi-dilué

C>C*

C<C*
E*
Seuil d'enchevétrement

Figure 3-5 : Configuration de polyélectrolytes flexibles selon leur concentration.

La distance entre extrémités de la chanmésulte de la distribution aléatoire dé blobs
de taille¢’, avecR= ¢&’.(N/g)“?olig est le nombre de monomeéres dandlob. C’est le cas

d’une chaine idéale dite en solvant 0.
3.1.3.2. Déformation d’une chaine isolée sous écoulement

Un parametre essentiel pour comprendre I’écoulement de polymeres est le temps de
relaxation de la chaine. Une chaine isolée soumise a un écoulement va avoir tendance a
s’étirer étant donnés les frottements visqueux exercés par le solvant de viscosité 7s. Cet
étirement visqueux sera limité par la tendance entropique de la chaine a retrouver son aspect
de pelote statistique. Le modele de Rouse consiste a ne prendre en compte que ces deux
contributions, c’est-a-dire considérer le frottement visqueux comme s’appliquant sur chaque
monomere. La chaine flexible est considérée comme constituée par une suite de>x grains
reliés par des ressorts, immergée dans un solvant de visgodits détails des calculs des

expressions finales suivantes du temps de relaxation sont présentés dans [119].

8En solution suffisamment diluée, les chaines sont bien séparées lessinagrels. La conformation d'une chaine ne dépend
alors que du bilan des interactions effectives entre ses propres maillons.dm@sdévconformation est idéale<1/2), en
bon solvant elle est gonflée=(3/5) et en mauvais solvant elle est globulairel(3).
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En régime dilué, les résultats de Rouse ne pantn accord avec les expériences, d’ou
I’introduction du mod¢le de Zimm [120] qui prend en compte a la fois les interactions de
volume exclu et les interactions hydrodynamiques entre monomeres de maniére simplifiée. Ce

qui permet de dénir un temps de relaxation de Zimm :

. _1Rs
Zimm KBT

(3-13)

3.2. Différentes méthodes de dépobts de PE et résultats

experimentaux

3.2.1.Films multicouches

3.2.1.1. Les différents typesd’interaction

Comme pour les polyélectrolytes en solution et en écoulement, lors de la construction des
films multicouches sur une surface, plusieurs types d’interactions sont mis en jeu entre les
espéces anioniques et cationiques, combinées avec d’autres types d’interactions qui ont
également une fiuence sur I’épaisseur et la morphologie finale [121]: les liaisons
hydrophobes et les liaisons hydrogénes. La nature et la répartition de ces interactions
dépendent de la nature des polyélectrolytes utilisés et des propriétés physico-chimiques et
morphologiques des films multicouches.

Une étude par onde de Love et par AFM a été menée pour comprendre le rble des
interactions é€lectrostatiques et de leurs combinaisons avec d’autres types d’interactions lors

du dépbt des films.
d. Interactions électrostatiques

L’existence de charges électrostatiques le long de la chaine macromoléculaire induit des
interactions électrostatiques fortes et de longue distguice’ajoutent aux interactions a
moyeme et a courte distance. Ces effets électriques peuvent étre annulés par écrantage dans
une solution contenant des ions (sel, électrolyte).

On peut recenser plusieuspes d’interactions électrostatiques en compétition : interaction
entreles monoméres d’un polyélectrolyte, interaction entre polyélectrolytes et contiens,
interaction entre polyélectrolytes et co-ions.

L’énergie potentielle entre deux ions est calculée par I’équation suivante :
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2
F= fier (3-14)
&,

Avec :

e : la charge élémentaire (1,60218"%D)

g0 la constare diélectrique du vide (8,85419.16C%.J .M
&r: la constante diélectrique relative (sans unité)

Z : la valence des ions.
e. Interactions hydrophobes

Plusieurs études, dont celles menées par Varad [122], ont montré la possibilité de
construire des films multicouches en alternant des polyméres neutres qui interagissent par des
liaisons hydrogenes. A faible pH la stabilité du film est assurée par des liaisons hyslrogéne
puis par les interactions électrostatiques lorsque le pH augmente. Les polyélectrolytes

hydrophobes peuvent former des films stafles].
3.2.1.2. Principe de la technique LbL

La technique LbL permet la construction de films de multicouches de polyélectrolytes par
adsorptions successives de polyélectrolytes alternativement chargés positivement ou
négativement. Cette technique constitue a elle seule, un secteur de recherche trégpapnvoité
sa simplicité et ses applications diverses. La technique LbL est un outil puissant pour la
fonctionnalisation de surfacor, ITO, silice, nanopatrticules, etc.). Ces multicouches sont tres
stables et se fixent sans agitation ni ultrason. Le rendement moyen apres chaque cycle
d’adsorption est tres élevé (95-98%) ce qui autorise 1’adsorption d’un grand nombre de
couches avec un tauxagrégation réduit au minimum [122].

Le dépdt couche par couche peut étre appliqué a de nombreux polyélectrolytes, comme le
poly (styrenesulfonate) (PSS) ou le poly (allylaminehydrochloride) (PAH) utilisés au cours de
ces travaux. Le film formé par ces deux polyélectrolytes permet de fixer rapidement et
aisément les cellules eucaryotes ou procaryotes.

L’épaisseur de dépot varie typiqguement de 0,5 a 5 nm et dépend de la surface et de la
composition de la solution contenant le polyélectrolyte. Lorsque la surface tend vers la
neutralité, le phénoméne de dépbt du polyélectrolgieéte naturellement.

Il existe de nombreuses interactions dans le systeme du fait que ces polyméres sont
chargés. En effet, comme présenté en premiére partie du chapitre, en plus des interactions

classiques de polymére a courte portée telles les interactions de volume exclu ou de Van der
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Waals, s’ajoutent des interactions a plus longue portée, les interactions électrostatiques.
Celles-ci peuvent, en outre, étre partiellem@nintées par la présence d’ions en solution ou

par les chaines ellesémes lorsqu’elles sont en concentration assez élevée.

3.2.2.Dépbt en cellule hydrostatique et suivi en temps réel par ondes de

Love

3.2.2.1. Protocole de dépot

Les premiers essais de dépot de films PE avec suivi en temps réel par capteur a ondes de
Love ont été réalisés en cellule ouverte, a la micropipette ou configuration hydrostatique.

Pour les mesuredfectuées avec le protocole statique, les volumes utilisés sont de 250uL
par cavité. La température a été contrélééasdé dun bac a sable thermostaté owrd
systéme de régulation intégré (résistance chauffante sérigraphiée sur plalgogné et
résistance Pt100 intégrée dans la puce de PDMS pour la mesure de température).

Le protocolea consisté a remplir chaque cavité a la micropipette avec 250ul d’une solution
de référence de TBS (voir annexe 3) pour constituer la ligne de base du dispositif.iba solut
tampon TBS constitue un milieu physiologique pour les bactéries qui seront déposées par la
suite.

Apres stabilisation du signal, la chambre d’analyse est vidée de 240uL (10 pL restent pour
limiter la perturbation du capteur et conserver la ligne de base) puis de nouveau complétée
avec 240uL de la solution test (solution de polyélectrolytes). Le protocole simplifié de dépo6t
est présenté sur la Figure 3-6. Comme le substrat de silice présente une surface
électronégative a pH de 7,2 ou 9 alors le premier dép6t est le cation (PAH). De méme, en
prévision de ’'immobilisation des bactéries dont I’enveloppe présente une charge globalement

négative, la derniére couche déposée sera aussi le cation (PAH).
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1- Dépédt de PAH( 240pl) 2-Dépét de PSS( 240pl)

kit PSS

Cellule en PDMS

Capteur §

-Etape répétée n fois
-Temps d'un dépét: entre 10 et 20 min

Figure 3-6 : Procédure hydrostatique suivie pour le dépdt des multicouches de giodles.

3.2.2.2. Réponse acoustique aux multicouches de PE

La caractérisation en temps réel du dép6t de multicouches de PE repose sur la modification
de la vitesse de phase des ondes acoustiques (et dbinfiéd@ence d’oscillation), en raison
de la perturbation de la surface induite padép6t. Dans le cas’uhe onde de Love, le
confinement des ondes a la surface favorise la sensibilité aux variations mécaniques a
I’interface (effets gravimétriques et viscoélastiques), avec une limite de détection rapportée a
moins de 20 pg/mfMm[124], de sorte que de tels dispositifs pourraient étre qualifiés de
« nanobalance », voire « picobalance », par rapport a la microbalance a Quartz (QCM)
commercialisée.

La fréquence de résonance dans notre dispositif expérimentid Bstdre de 116 MHz.

En théorie, le changement de fréquence peut étre directement reli€ a la masse déposée
Cependant cette relation s’applique sur des films fins et rigides, dans notre cas NOUS NOUS
limiterons a une présentation comparative et qualitative des données.

Un exemple typique de réponse est représenté sur la Figure 3-7-a. Cette présentation de la
cinétique dadsorption nous a montré qu’au-dela de 10 minutes de dép6ét, la variation de
fréquence ne varie plus c’est-a-dire qu’il n’y a plus d’adsorption de polyélectrolytes. Nous
avons ainsi décidé de fixer par la suite la durée d’adsorption d’une couche a 10 min au lieu de
20 min classiquement utilisé auparavant. De plus, des essais préalables avec des étapes de
rincage en fin de dépd6t de chaque couche, non représant€staient pas nécessaires dans

ce ca de dépbt en statique [75].
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Figure 3-7 : Variation de fréquence du capteur au dépdt de films multieswddhPEM ; a) Exemple typique de

réponse en temps réel; b) Variation de fréquence en régime permament dép6t de chaque couche et mise

en évidence de la reproductibilité des résultats (calculé a partir de la valeur negerd mesures différentes
sur 3 capteurs différents (cercleBAH, carré: PSS.

La variation de fréquence en régime permanent due au dépét de chaque couche, obtenue
pour plus de 5 mesures avec des capteurs distincts, est présentée sur la Figure 3-7-b. Ce
graphiqgue montre une assez bonne reproductibilité des résultats. De maniére générale, les
couches de PSS induisent des variations légerement plus grandes que les couches de PAH
avec un facteur de 1,2 a 1,3 qui peut &tlié aux propriétés mécaniques de chaque PE. En
particulier, ce résultat est parfaitement en accord avec le rapport de 1,25 entre les poids
moléculaires. De plus, la variation de fréquence est moindre aprés la premiere couche de
PAH, et tend a augmenter puis se stabiliser avec le nombre de bicouches. Cet effet a été
attribué a la faible attraction avec la surface de, S€yerement électronégative par rapport
aux dépobts suivants sur une sous-couche de charge électrique de signe opposée. Apres
plusieurs dépbts, la variation de fréquence induite tend vers une valeur stable, dans la
proportion des poids moléculaires réactifs de chaque PE. Cette stabilité a été vérifiée avec
quelques essais de dépot d’un plus grand nombre de couches, jusqu’a 17 couches.

Ces resultats constituent une référence, a partirgdellanous proposons d’explorer deux
voies d’amélioration des dépdts des films de PE: d’une part 1’utilisation d’une cellule
hydrodynamique (3.2)3 d’autre part, 1’analyse de l’influence des paramétres physico-

chimiques des solutions (3.2.4
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3.2.3.Dépdt en cellule hydrodynamique et suivi en temps réel par ondes de

Love

3.2.3.1. Protocole de dépot

Afin de limiter les manipulations en cellule hydrostatique, en particulier les précautions
opératoires lors de changements de liquide, et pour bénéficier des avantages inhérents aux
cellules microfluidiques, des tests en hydrodynamique ont ensuite été réalisés. Rappelons que
ces expériences sont menées en contrélant le débit dans la cavité microfuidique a 1’aide d’un
pousseseringue aspirant le liquide de test depuis 1’accés de sortie. La solution est placée dans
un cdne positionné sur I’acceés d’entrée, en prenant soin de laisser quelques microlitres de
liquide pour éviter toute bulle en cours d’essai. Les résultats obtenus, réponse typique au
dépo6t des PEM et variations de fréquence en régime permanent ont été rapportés sur la

Figure 3-8.
3.2.3.2. Réponse acoustique aux multicouches de PE

La variation de fréquence en temps réel (Figurea3+«®ontre une diminution rapide lors
de l’injection de chacun des deux polyélectrolytagivie d’un plateau signifiant que
I’adsorption est terminée. L’étape de ringage ne provoque aucune variation de fréquence et
assure donc 1’élimination des PE en solution sans dégradation du film formé.

Un débit optimal a été fixé a 20/min, assurant ainsi le passage de 100 a 200 pL de
solution de PE pendant 5 a 10 minutes.

La synthése des résultats obtenus, sur la Figure 3-8-b, montre que, de nouveau, la variation

de fréquence augmente a chaque nouvelle injection du méme PE.
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Figure 3-8: Variations typiguede fréquence en temps réel (a) et en régime permanent (b) dues aux dépbts de
PEM et reproductibilité des résultats (carrés noiPAH, cercles rougesPSS). Les valeurs moyennes et les
barres derreur ont été calculées a partir @eexpériences avec différentes lignes a retard.

Les résultats sont cependant Iégérement différents de ceux obtenus en statique avec des
variations de fréquence un peu moins importantes ici pour le PAH, un peu plus pour le PSS et
qui semblent continuer a augmenter apres 4 bicouches alors qu’elles atteignent un palier en
statique. Cette derniére constatation serait cohérente avec le fait que la circulation de fluide
doit favoriser I’obtention de films plus homogenes et présentant moins d’agrégats.

L’importance du nettoyage a également été vérifi@esuivant I’adsorption des couches en
omettant cette étape (Figure B-B apparait une stabilisation du film beaucoup moins rapide,
et de plus en plus longue au fur et a mesure des dépots.
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Figure 3-9 : Variations de fréquence pour un dép6t alterné de PAHERI®Sétape de nettoyage.

Ces premiers essais ont ainsi permis la mise de point de protocoles adaptés pour le dép6t
(en statique ou en dynamique) et la caractérisation par onde de Love. Nous avons souhaité
approfondir cette étude et analyser 1’influence de certains paramétres susceptibles de jouer un
réle important lors dulépot des PE et en vue de I’immobilisation ultérieure de micro-

organismes de reconnaissance. Ces éléments sont présentés dans le paragraphe suivant.

3.2.4.Influence de parametres physico-chimiques sur la formation de

multicouches

Plusieurs parametres peuvent influencer les caractéristiques des films multicouches. Ainsi,
la nature de la charge de surface, la force ionique des solutions, leurs pH, le nembre d
couches ou la couche terminale (polyanion ou polycation) vont permettre de moduler
I’épaisseur des films, la charge de surfaces ou encore leur rugosité.

Dans cette partie nous souhaitons mettre en évidence I’influence de ces paramétres, a
savoir, le poids moléculaire, le pH, et la force ioniquiela formation et 1’organisation des
films, en mettant en ceuvre les techniques de caractérisation par onde de Love et AFM
décrites précédemment. Les caractérisations par onde de Love sont présentées ici. Notons
qu’ils ont été réalisés avec la cellule hydrostatique pour comparaison avec les résultats de

référence présentés en 3.2.2.
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3.2.4.1. Effet du poids moléculaire

Rappelons que nous avons déja noté un rapport similaire entre les variations de fréquence
obtenues pour les dépdts de PAH et PSS et les poids moléculaires de ces deux
polyélectrolytes (3.2.2)2 Afin de vérifier I’influence uniquement du poids moléculaire, nous

avons repris ces essais en utilisant deux masses moléculaires différentes pour le PAH.

PAH1 peqq
AF(Hz), PAH2

_L_ l PSS2
-10000 -

- PAH3
20000 { —— PAH l

A PSS3
-30000 4 l

-40000 - L

—=(PAH-PSS)_:MW(PAH)z 56kD

50000 { == (PAH-PSS) :MW(PAH)= 15kD
60000 T T T T T T T T T T T
0 1800 3600 5400 7200 9000
Temps(s)

Figure 3-10: Réponses typiques obtenues avec le capteur a onde de Love, lors descétispés de
polyélectrolytes pour deux masses moléculaires différentes du Pg#HL8\kDa et My=15 kDa).

La Figure 3-10 présente la réponse en temps réel du capteur aux dépodts successifs de PAH
et PSS, pour deux valeurs de masses moléculaires du PAH, 15 kDa et 56 kDa. Il apparait que
la variation de fréquence augmente avec le poids moléculaire, quoique dans une proportion
moindre (proche de 2 en moyenne) que celle du rapport des poids. Cela nous améne a la
conclusion que le poids moléculaire influence de maniere normale et directe I’effet de masse
en surface du capteur mais joue également un réle sur la croissance méme du film
multicouche. Cette étude a permis de montrer la dépendance de la croissance du film de type

PAH/PSS vis-a-vis de la variation de masse des polyélectrolytes.
3.2.4.2. Effet du pH

Dans cette étude, a été un pld 9 pour le PAH, test-a-dire un pH pour lequel le
polycation PAH est Iégérement chargé (40% deNHL.e PSSétant un polyanion fort, il est
entierement chargé négativement quel que soit le pH. Des essais a pH acide égal a 4 ont
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néanmoins également éte réalisés, mais des résultats similaires ont été obtenus et le pH a été

conservé a 7,2 par la suite.
" PAH
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-60 - | T W P
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Figure 3411 : Influence du pH sur la variation de fréquence lors des dépbts deoBge : pH(PAH)=7,2,
noir pH(PAH)=9).

Le changement de pH a montré une variation de fréquence importante en comparaison
avec les variations pour 3 bicouches a un pH égal a 7,2, avec une augmentatipnodbe
de 40 kHz comme le montre la Figure 3-11.

3.2.4.3. Effet de la force ionique

Une étude sur la force ionique, menée en ajoutant du NaCl a différentes concentrations, a
viser a déterminer la concentration optimale permettant d’obtenir des systémes multicouches

denses, homogénes, peu rugueux et sans agrégats.
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Figure 3412 : Influence de la force ionique sur les réponses acoustiques pour trois concestadifférentes
(1,5M; 0,15 M; 0,015 M.

Il apparait sur la Figure 3-12 que des réponses plus régulieres sont obtenues pour des
dépbts a une concentration de NaCl de 0,15 M. En effet seulement a cette concentration, on
observe une diminution de fréquence suivie par un plateau aprés chaque dép6t de PAH ou de
PSS. Pour une concentration plus grande, on a une conformation de type « ¢ » (ERg)re 3
qui favorise la formation des agrégats, les dépdts a une concentration de 1,5 M (Figure 3-12
montrent une variation de fréquence plus élevée mais un film irrégulier et non reproductible.
Aussi, la concentration de 0,15 M a été retenue par la suite pour avoir un film suffisamment
homogene et peu d’agrégats.

A une force ionique optimisée (Figure 3-4B-il est reconnu que le systeme PAH/PSS
croit linéairemenfl125]. Ce type de film a croissance linéaire est caractérisé par une épaisseur
constante pour chaque paire de couche déposée. Les deux polyélectrolytes de charges
opposées interagissent entre eux constituant ainsi la surface externe dulflmDes
analyses réalisées par réflexion de RX et neutrons ont montré que ces films sont « pseudo-
stratifiés », en raison de la présence de pics de Bragg en réflectivité de neutrons déarsque |
polyélectrolytes sont deutérés. Il existe donc une interpénétration entre couches adjacentes,

conférant au film une homogénéité de structure et de distribution de cfit§e$217.
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avVars

Force ionigue croissante

Figure 3413 : lllustration de la conformation d une chaine de polyélectrolytes selon la force ionique du milieu.

Lorsque la force ionique est augmentée (Figure 3-13-b), la croissance du film devient
exponentielle. Ce type de croissance appelée « super linéaire » a été attabgiéentation
de la rugosité du film apres chaque nouveau dd@at, 105] due en partie a la conformation
des polyélectrolytes dans ce cas. Cela p&upliquer par un écrantage plus important des
interactions répulsives entre les chaines de polyélectrolytes qui sont ainsi réduites. Les
chaines forment alors un enchevétrement de boucles pointant vers la solution, autorisant

I’adsorption d’une plus grande quantité de polymere en milieu fortement salin.

AF(Hz) 0 4
-40000 -
0000 -
-120000 -
v J v I v I
2000 4000 6000
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Figure 314 : Réponse du capteur acoustique en temps réel au dépot de 8 bdecRAH/PSS (avec cellule
hydrodynamique).

La Figure 3-14eprend la réponse au dépot de PE jusqu’a 7 bicouches de (PAH-PSS)avec
protocole optimisé a concentration 0,15 M et a un pH de PAH égal a 9.
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Figure 3415 : Mode decroissance d’un film de PE a une force ionique égale a 0t jusqu’a 8 bicouches de
PAH/PSS.

La Figure 3-15 synthétise la variation de fréquence cumulée, en fonction du nombre de
bicouches. Cette représentation mattent sur le caractére exponentiel de la croissance entre
1 et 7 paires de couches a une force ionique égale a 0,15 M, de maniere cohérente avec le

modele théorique dans la littérature.

3.3. Analyse de films de multicouches et de leur

structure par AFM

Dans cette partie, nous présentons les résultats d’étude par ’AFM qui a permis
d’approfondir notre analyse de la formation des films et d’optimiser certains parametres des
protocoles de dépdts. En particulier, nous nous sommes intéressés a 1’effet du pH ainsi que
I'influence du ringage entre les différentes étapes, ce qui nous a donné a posteriori la
possibilité de s’assurer de I’homogénéité de surface, de 1’efficacité des dépdts, de I’adsorption
du film,. et finalement la validation de I’immobilisation des bactéries.

En effet I’AFM ne nous donne pas seulement un acces a la topographie (image de hauteur)
et a la rugosité de la surface de dép6t mais on peut également remonter aux propriétés
mécaniques du film (élasticité, viscosité) a travers les images tribologiques (frottement, en
mode contact) ou les images de phase (charges de surface, élasticité en mode tapping). Nous

exploiterons aussi des courbes de force (en contact) et courbes approche-retrait (9n tapping
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3.3.1.Calibration sur capteur nu

3.3.1.1. Protocole

Pour daque expérience d’AFM, nous procédons a une étape de calibration sur un
échantillon étalon. Dans le cadre de cette étude, le biocapteur nu est notre substrat de
référence qui permettra au début de chaque manipulation de calibrer la sonde et constituera
I’échantillon référence a comparer aux autres échantillons. La surface sensible du capteur a
onde de Love est la couche de silice présente a sa surface et c’est sur cette zone que nous

effectuerons la calibration (Figure 3)16

Zone
caractérisée

Figure 3416 : La zone sensible caractérisée par AFM.

Avant de commencer, la surface de silice utilisée doit étre extrémement propre, pour cela
nous avons adopté le protocole qui consiste a nettoyer le capteur dans un bain a ultrasons
d’acétone puis d’éthanol pendant 5 minutes suivi d’un ringage a I’eau MilliQ, puis terminé
par un lavage a 1’isopropanol pour éliminer les traces d’eau Ainsi, les substrats sont préts
pour les différentes étapes de bio-fonctionnalisations et les caractérisations qui suivront.

Les différentes surfaces a étudier tsanenées au contact d’une pointe nanométrique’ et
caractérisées. Tout d’abord, au début de chaque campagne expérimentale ou pour toute
nouvelle sonde, on procéde a 1’étape de calibration menée sla surface de Si@(ou sur une
autre surface dure comme le mica par exemple), en faisant une courbe de force (mode
contact) ou une courbe d’approche-retrait (mode tapping). Tres souvent, quatre images
différentes sont enregistrées en méme temps (image de hauteur « trace et retrace », image
topographique signal d’erreur (image d’amplitude pour le mode tapping ou image de

déflexion pour le mode contact) ; image mécanigue (image de phase pour le mode tapping ou

° Selon le mode choisi, deux pointes peuvent étre utilisées : En nitrutigidengpour le contact ou en silicium
pour le tapping voir annexe pour les informations sur la taille des pahtes raideurs des micro-leviers. La
raideur du levier peut-étre estimée par la méthode de bruit thermique décté daregraphe 3.3.1
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image de frottement pour le mode de déflection). En général et pour un échantillon donné, on

sonde différentes zones de sa surface pour vérifier et valider les résultats trouvés.

3.3.1.2. Calibration

Image de hauteur (topographie 2D)

15um*15um S5um*5um Ipm*1pm

Figure 347 : Résultats d’AFM pour une surface de SiO, ; images topographiques 2D et 3[a
rugosité moyenne pour ces surfaces est der;iBd5 pm*15 pm) et de 2,49 nmy(irl pm).

Sur le capteur nu de référence, les images topographiques montrent la présence de petits
agrégats avec une rugosité moyenne d’environ 3,3 nm pour une surface de 15*57. La
calibration se fait a partir de la courbe de force (ou courbe approche-retrait) emtrélisa
enregistrant cette courbe et ensuite en mettant sa pente a 1 correspondant au fait que c’est une

surface dure.
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3.3.2.Mise au point du dépbt pour caractérisation par AFM

3.3.2.1. Dépbdt par trempage

Etape 2:
Ringage avec I'eau MillQ

S Etape 3:
Pss: chargé
négativement

Etape 1:
PAH: chargé
positivemen

Cycle répété n fois
Temps de dépdtsvarie entre 10 et 20 min

Substrat chargé

\ 4
\ 4
\ 4

Figure 3418: Processus in cycle de dép6t de multicouches de PE par trempage

La méthode retenue pour la préparation des échantillons par 1’étude AFM consiste a
plonger un substrat alternativement dans une solution de polyanions puis une solution de
polycations. Cette opération est répétée autant de fois que le nombre de couches souhaité.
Cette méthode nous permet de varier facilement les temps de trempage et de rincage afin de

jouer sur les parametres et optimiser ainsi le protocole.
3.3.2.2. Optimisation de protocole du dép6t de PEM

Nous avons ensuite procédé au dépdt d’une bicouche de PEM juste apres le ringage du
capteur et suivant un premier protocole utilisé initialement, puis revu ensuite en tenant compte
des résultats obtenus et présentés sur la Figure 3-19. On observe en effet sur cette figure une
surface recouverte de cristaux rappelant une structure fractale et liés a une faiblesse de notre
protocole, a savoir 1’étape de ringage avec le TBS (ou le NaCl) entre chaque dépdt de
monocouche. Nous avons constaté qu’il était difficile d’éliminer ces cristaux, méme en

ringant abandonnement avec I’eau MilliQ a la fin du process.
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300 nm

Figure 3419 : Images topographiques obtenues en mode tapping montrant la formatiomistiasx sur un film
de multicouches de PEM nettoyé par I’eau milli-Q et apres des inter-étapes de ringcage avec le TBS.

Néanmoins, nous avons introduit dans notre protocole une étape de angageMilliQ
pour éliminer les molécules faiblement liées a la surface et enlever au maximum les traces de

NaCl pour éviter leur cristallisation sur la surface. Le résultat de cette amélioration est

300 nm

présenté sur la FigureZ3.
Avant rincage Apreés ringage a l’eau MilliQ

Figure 320 : Images topographiques obtenues en mode tapping mohwehtence du ringage a [’eau MilliQ
sur ’homogeénéité du film PEM obtenu

Apreés ces mises au point nous avons tenté d’optimiser d’autres paramétres dans le cadre du

dépbt de PEM.
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3.3.2.3. Caractérisation de films PEM

SIG SiG-PAH PEM; = SiO,-(PAH-PSS)

Images de hauteur (topographie)

50 nm

100

100 mv

Figure 321: Résultats obtenus en mode tapping sur 3 étapes de traitement de sug#geSiO-PAH, SiQ-
(PAH-PSS).
La comparaison des 3 surfaces (Figure 3-21), a savoir la référence (capteur nu), la
référence recouverte avec le PAH et enfin la méme surface recouverte avec R8BAMet
en évidence des différences visibles, tout d’abord d’un point de vue topographique. La surface

PAH-PSS semble étre lissée par le film quand on la compare aux deux autres surfaces. Il en
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est de méme pour les images de phase ou I’on voit une inversion du contraste entre le PAH et

le PAH-PSS, ce qui parait normal puisque I’image de phase est sensible a la charge du dépot

et que les deux surfaces ne sont pas sensées posséder la méme charge. Cette observation va
dans le sens du fait que ces surfaces sont bien recouvertes par les dép6ts correspondants (
PAH pour I'une et PAH-PSS pour ’autre).

Figure 322 : Irrégularité du film obtenu aprés le dépdt de multicouches de polyélectrolytes (ici, 8lmsode
PEM): image topographique de 5um*5um.

Courbe de force (CF): SiO,
600 4 = (CF) sur le film: (PAH-PSS)_-PAH

400 == (CF) sur un agrégat: (PAH-PSS):_-PAH

200 -

-200 -

-400 4

-600 =

Deflectionde de levier(nm)

-800 -

-1000 +

0,0 0,5 1,0 15 2,0 25
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Figure 323: Comparaison de courbes de force sur les 3 surfaces,; 8i® de PEM et sur un agrégat.

L’analyse d’un dépdt comportant un nombre de couches supérieur par rapport a celui de la
Figure 3-21, a savoir 3 bicouches de polyélectrolytes, montre que la surface semble
recouverte completement, avec la présence de grains et de gros agrégats, visibles a une
échelle un peu grande (56", Figure 3-23). Sur les courbes de forces réalisées en mode
contact dans le but de déterminer les forces d’adhésion, on remarque que sur une surface de
référence silice, la défléxn de levier est de I’ordre de 900 nm, alors que sur une surface de 3
bicouches la déflexion est moins importante et varie selon la zone sondé environ 500 nm sur

une partie homogeéne du film et 200 nm sur un agrégat.
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3.3.3.Amélioration du dépo6t par optimisation du pH

Nous avons vu avec le dispositif a onde de Love, un effet important du pH lors du dép6t
des PEM, le PAH notamment. Nous av@ouhaité approfondir 1’étude de I’influence de ce

parametre et des résultats obteiniiaide de caractérisations par AFM.
3.3.3.1. Influence du pH sur la formation de multicouches

Les images regroupées sur la figure ci-apres illustrent les résultats obtenus sur la surface de
référence et sur un film de PEM (3,5 bicouches), avec un pH pour le dép6t du PAH de 7,2 et
de 9.

SiO-(PAH-PSS)PAH SiO-(PAH-PSS}PAH
PH(PAH)=7,2 pH(PAH)=9

Sio,

@)

50nm 200 nm 400 nm

(b)

200 °

200 mv 200 mv

©

" 200 mv

Figure 324 : Images topographiques obtenues en mode tapping sur 3 suffaresurface de silice, (b)3,5
bicouches de PE pour un pH de PAH égal a 7,2, &% bicouches de PE pour un pH de PAH égal a 9.
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Ces résultats montrent des surfaces tres différentes, dont la rugosité moyenne, reportée sur
le tableau suivanit mesurée a des endroits de 1’échantillon ou le film était homogéne sans

agrégats trop importants, varie de maniére importante.

Tableau3- 1 : Evolution de la rugosité de surfaces selon le pH utilisés.

) (PAH-PSS} (PAH-PSS}
Surface Surface de SiQ
pH=7,2 PAH:pH=9/PSS:pH=4
Rugosité:
3,2 18,1 40,6
Ra(nm)

3.3.3.2. Propriétés du film en fonction du nombre de couches de PEM

Dans ces conditions de pH optimis&yblution de la topographie de la surface d’un film
PEM a été suivien fonction de 1’épaisseur pour des paires de couches de PRSHB(de 2

jusqu’a 8 bicouches).
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1 Couche (PAH) 2 Couches (PAH-PSS)
50nm 360 ° 50 nm
3 Couches (PAH-PS®AH 4 Couches (PAH-PSS)

50nm

i
360 °
i
50nm 360 °
i
360 °
i
360 °

5 Couches (PAH-PSSPAH 6 Couches (PAH-PSS)
50nm 360 ° 50nm

7 Couches (PAH-PS$PAH 8 Couches (PAH-PSS)
50nm 360 ° 50nm

Figure 325 : Evolution de la topographie de dépbts en fonction due nomkrewdhes de PEM (1, 2, 3, 4, 8
bicouches pH (PAH) = 9) pour chaque couche est représentée l'image de hauteur (rugosité, agrégats,..) ainsi
que celle de la phase (hétérogénéité, charge, etc.)
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Figure 326 : Evolution de la taille des agrégats (Hauteur, (a)) ainsi que celle de Iasitégg(Rms, (b)) pour des
films auto-assemblés de PAH/PSS.
Cette étude a permis de montrer que la structure de dépbt se présentait sous forme de
grains dispersés sur la surface du substrat 8i@ue, au-dela de 7 bicouches, ces derniers
coalescent entre eux et donnent naissance a un film homogéne dont la rugosité varie ensuite

peu en fonction du nombre de bicouches déposées (Figuje 3-25

La rugosité moyenne (valeur RMS) et la rugosité maxinfalgiteprésentant la taille des
agrégats) présente la Figure 3-26. On remarque que la rugosité moyenne (RMS) augmente
avec le nombre de couches pour les zones balayées de grandes tailles (images de 5um et
10um) qui tiennent compte des agrégats présents a la surface Il en est de méme pour
I’évolution de Rmax qui augmente en fonction du nombre de couches. Nous avons aussi
mesuré la rugosité/ taille d’agrégats dans des zones plus ou moins homogenes, de petites
tailles delpym*1um et on constate que lavaleur du Rms est presque stable avec le nombre de
couches.

A partir de ces résultats, on constate que les valeurs des hauteurs des agrégats sont plus
importantes dans le casune couche terminale de PAH (nombre de couches impair). Ceci
peut s’expliquer par le fait que le PSS est entierement ionisée et possede une conformation
étendue ce qui lui permet de s’adsorber a plat sur la derniére couche de PAH. Par contre, le
PAH qui a une conformation en boucle s’adsorbe sous forme d’agrégats, dans laquelle la
couche suivante de PSS peut diffuser, ce qui abaisse la valeur de la hauteur des « amas ». On
peut relier ces résultatsldydrophobicité de la surface du film lorsqu’il est terminé par une

couche de PAH et son hydrophilie dans le cas de PSS.
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3.3.3.3. Détermination de I’épaisseur du film par AFM

L’AFM a également été utilisé afin d’estimer 1’épaisseur du film obtenu, ce qui est
possible apres grattage de la surface par la pointe, en exercant une force plus importante que
celle utiliséepour imager. L’ensemble pointe/ levier devient ainsi comme un rateau et

déplacant la matiere sur les bords.

Image de hauteur avant grattage Image de hauteur aprés grattage Image de friction apres grattage
e ,“ v
(@) PEM :
n=7
couches
50nm 50n 200 mv
m
(b) PEM :
n=17
couches
500nm 500 1v
nm

Figure 3-27 : Résultats des expériences de grattage (avant et aprés) des trois surfa&s,; B) PEM;-PAH,
c) PEMg-PAH

Par cette méthode, nous procédons comme apits calibration de 1’échantillon, une
zone de 5um de c6té est sélectionnée et une image a charge appliquée (force) quasiment nulle
permet de sonder I’échantillon et de localiser une zone représentative sans abimer 1’état de
surface. Puis, on effectue un zoom de 1um, en appliqguant une force un peu plus importante et
on balaye cette zone pendant 2 heures, A la fin de ’expérience, un zoom arriére permet de
refaire une image de 5 um (a une force faible) pour observer le résultat de grattage.

Cette technique a ét¢ mise en ceuvre sur deux types de surface (I’'une avec 7 couches et
I’autre 17 couches) préparées et déposés selon le protocole décrit précédemment. Les
parameétres physico-chimiques utilisés (pH, force ionique, poids moléculaire) sont ceux qui
ont été optimisés.

On remarque que, sur I’image du substrat revétu de 17 couches (Figure 3-28) le grattage
peut étre observé, il apparait un «trou » au niveau de la zongmedomée, ainsi qu’un

déplacement de la matiére sur les deux bords de la zone grattée.
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Figure 328: Visualisation d’une gction sur la zone grattée d’une surface de 17 couche®EM.

Ces observations sont confirmées, en faisant une section sur la zone grattée. Sur la
premiére surfacel n’est pas possible d’avoir d’informations sur 1’épaisseur du film alors que
pour la surface a 17 couches, une hauteur de 54 nm aprés un second grattage a pu étre

mesurée, conduisant a estimer une épaisseur du dépot de PE procimeabn8 notre cas.
3.3.4.Application : immobilisation des bactéries

Enfin, ’AFM comme outil de caractérisation complémentaire a été utilisé sur le film de
bactéries, en étudiant leur immobilisation, ainsi que leur morphologie et leur comportement

sur différentes surfaces et a 1’air, dans un premier temps.
3.3.4.1. Effet du pH

Pour cela, nous avons déposé les bactétiesoli sur trois surfaces différentes, $iO
(PAH-PSS) (pH=9), SiQ-(PAH-PSS)-PAH (pH=7,2) et Si@(PAH-PSS}-PAH (pH=9).
Ces bactéries sont préparées dans leur milieu physiologique TBS, puis bien lavées avec I’eau
MilliQ aprés incubation quelques heures sur la surface du capteur. Les résultats
topographiques a 1’air en mode tapping sur la surface optimisée sont présentés sur la Figure 3-

29.
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Image de topographie 2D Image de topographie 3D
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Figure 329 : Image topographique d’AFM pour des bactéries immobilisées sur une surface SiO,-(PAH-PSS)
PAH (pH=9).

Les résultats ont montré une population bactériernedénse dans le cas d’une surface
optimisée, avec une forme majoritairement ovale de taille comprise entre 1 et 2 um et un taux
de recouvrement de la surface occupée par les baciéiiesdre de 86%. Si on compare ces
résultats a ceux obtenus sur une surface de PEM déposés avec des paramétres physico-
chimiques classiques (Figure 3)3®n remarque tout d’abord, un changement dans la
structure et la forme des cellules bactériennes. En effet, avec des parametres physico-
chimiques classiques, les bactéries ont des formes rondes, quelques-unes elliptiques, et le taux

de couverture de la surface du captsutle 1’ordre de 37% seulement.
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Figure 330 : Comparaison entre les images topographiques d’AFM pour des bactéries immobilisées sur une
surface Si@(PAH-PSS}PAH (pH=9, en haut) et une surface de SIBAH-PSS}PAH (pH=7,2, en bas).

3.3.4.2. Effet d’une couche terminale de PSS

Un autre type de surface &é testé pour observer 1’effet de la charge de la couche
superficielle de polyélectrolytes. On remarque que lorsque cette couche terminale est formée
de PSS, portant des charges négatives, il est logique du point¢ dlectrostatique d’obtenir
un faible nombre de bactéries déposées sur la surface (Figure 3-31), alors que pour des
multicouches terminées par un polyélectrolyte cationique, le PAH (Figure 3-29), un grand
nombre de bactéries sont immobilisées sur le support. Comme précédemment évoqué, ceci est
lié au fait que la bactériescherichia coliposséde une charge cytoplasmique globalement
négative.
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Figure 331 : Image d’une bactérie déshydratée sur une surface de SiO-(PAH-PSS) (pH=9)

3.4. Conclusion

Finalement, nous avons obtenu des résultats intéressants sur la structuration des
multicouches alternées de polyélectrolytes, en étudiant le systeme (PAH/PSS). Nous avons
mis en évidence I’influence de la force ionique et du pH, sur la formation et I’organisation de
ces multicouches ainsi que I’influence de ces parametres sur la structure de notre film hybride
bio-inspiré. Ces résultats ont pu étre corrélés a des parametres et des mécanismes abordés
théoriguement, ils nous semblent suffisants pour avoir un biofilm bactérien capable de donner

des résultats de détection des toxiques souhaités.
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4.Détection des métaux lourds

De nombreuses équipes travaillent aujourd’hui sur le développement d’un biocapteur
permettant de détecter des polluants tels que les métaux lourds et les pesticides. Pour mettre
en jeu un tel dispositif, le choix du biorécepteur est capital. Différents biorécepteurs ont été
fixés sur des transducteurs tels qu’une enzyme, par exemple l'uréase [128,129] et la
phosphatase alcaline [130@)h des cellules procaryotes comme 1’Escherichia coli.Cette
derniérea été immobilisée dans une matrice sol-48l1J137 par des polyméres cationiques
[133] ou encore par le complexe avidibotine [134]. De méme plusieurs types de
transducteurs ont été testés pour ce genre de détection, tels les capteurs optiques, [135,136]
piézoélectriques [137] et conductimétriqii@s Des éléments plus détaillés ont été présentés
en état de I’art (chapitre 1). Globalement, il en ressort des limites en termes de seuil de
détection et/ou de temps de réponse, souvent associés a une nécessaire préparation
d’échantillon.

Nous présenterons dans ce chapitre les résultats expérimentatepplicdtion de deux
types de biocapteurs, électrochimique et acoustique, a base de bactéries immobilisées par la
méthode couche par couche (LbL) pour la détection des métaux selon les méthodes dont la
mise au point a fait I’objet du chapitre précédent. Nous présenterons toditabord les résultats
obtenus par électrochimie, qui ont perriisptimisation de la concentration bactérienne.

Ensuite, nous décrirons le protocole utilisé par onde de Love pour différents modes de
détection : hydrostatique et hydrodynamique. Nous poursuivrons en expesagsultats
expérimentaux obtenus pour la détection de cadmium et de mercure et leur reproductibilité.
Nous présenterons aussi les différents résultats obtenus paraAFau,et en milieu liquide,
montrant I’effet des métaux lourds sur les bactéries et confaittainsi 1’analyse des réponses

du capteurNous concluons ce chapitre par la présentation d’une amélioration du capteur a

ondes de Love équipé d’une couche mince d’oxyde de titane TiO, ajouté sur la couche
guidante de Si@d’un capteur classique, afin d’en augmenter sa sensibilgésa durée de vie.

En effet, I’analyse par AFM a montré ’existence d’une activité biologique des bactéries

immobilisées sur la surfacéuh capteur pendant plusieurs semaines.
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4.1. Résultats de détection par electrochimie

4.1.1.0ptimisation de la concentration bactérienne

La concentration bactérienne nécessaire pour une meilleure détection, a été optimisée a
I’aide d’une cellule ¢électrochimique classique a trois électrodes. La cellule électrochimique
est concue pour assurer une dist constante entre 1’électrode de travail et la contre-
électrode. Elle est formée de trois colstiis ouvertures, 1’une pour I’¢électrode de référence
qui est dans notre cas une électrode au calomel saturé (LgMEI), les deux autres pour
permette des ajouts sans déconnecter la cellule, ce qui permet d’assurer une bonne stabilité et
une bonne reproductibilité des mesures. L’électrode de travail (dans notre cas en or) et la
contre-électrode (en platine) sont mises en contact avec la solution électrolytique a travers
deux orifices et des joints toriques de faibles diamétres permettant de les maintenir et
d’assurer 1’étanchéité.

Dans cette étude la souche bactérienne utilisée est I’Escherichia coliPHL818 porteur de
la mutationompR234de la collection de’équipe « Biofilms »de ’INSA de Lyon. C’est une
dérivée de la souche MG165%dcherichia colK-12. Il Sagit dun plasmide qui contient un
promoteur de 1’opéron csgBA du géne codant pour la « Green Fluorescent Protein » (GFP) de
la méduséequorea victoria

Les métaux lourds cibles utilisés sont le cadmium (CdjN@®H.0),, CAS 7790-84-3,
Sigma-Aldrich) et le mercure (Hg(NR.(H20), CAS 783-34-8, ACROS)

Des capteurs équipés de trois bicouchedeeni de polyélectrolytes (surface Au-(PEM)
PAH) ont été incubés avec des solutions bactériennes de différentes concentrations, puis

testés pour la détection du métafGeour une concentration nominale dé’ 1.
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Figure 4-1: Réponse dcapteur électrochimique a I'ion Cd** (10° M) pour différentes concentrations d’E.coli :
la variation de la résistance de transfert de charge est maximale pour une detigité ppoche de 0,6.

Les résultats ont été reportés sur la Figure 4-1, sous la forme de la variation de la résistance
de transfert de charge équivalente, en fonction de la Densité Optique (D.O) de la solution de
bactéries. Il apparait que, dans ces conditions, une sensibilité maximale est obtenue pour une
densité optique égale®6. Au-dela, I’effet inhibiteur de ce métal sur I’activité enzymatique
de la bactérieE.coli est moins visiblegce qui pourrait s’expliquer par le grand nombre de
bactéries immobilisées sur la surface a forte D.O.

Etant donnés ces résultats, les tests expérimentaux seront systématiquement conduits, sauf

indication contraire, avec une concentration de la solution bactérienne a D.0=0,6.
4.1.2.Caractérisation de la détection des métaux lourds

4.1.2.1. Détection de I’ion cadmium Cd**

Les spectres’dnpédance sont représentés sur la Figure 4-2 pour différentes concentrations
de 10° a 10' M de Cd*. On retrouve toujours la forme’uh demi-cercle aux hautes
fréquences, caractéristiguéude résistance en parallele avec une capacité. Par ailleurs, le
diamétre du demi-cercle varie en sens inverse’@eut du métal lourd : la résistance de
transfert de charge, dont les valeurs extraites a partir des courbes sont indiquées sur le
Tableau 4-1, diminuent avec la concentration de métal, ce qui prouve la modification du

biofilm bacté&ien formé sur 1’électrode (Au-PEMs-PAH) au fur et & mesure de la détection.
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Avec I’altération des bactéries, la surface libre de 1’¢électrode augmente, entrainant ainsi une
diminution de I’'impédance d’interface et par conséquent, une augmentation de la conductivité
électrique a I’interface d’¢électrode. Ceci entraine apparemment une diminution de la densité

d’occupation bactérienne de 1’interface de 1’électrode provoquant une diffusion aux basses

fréquences.
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Figure 4-2 Spectres de Nyquist montrant la variation de I'impédance en fonction de la concentration de Cd**

Tableau 4-1 : Valeurs de la résistance de transfert de charge Rtc evdeaion en fonction des ajouts de
(ofs i

Concentration de Cd™* (M) Rec (kQ) ARy = Reo - Re (kKQ) *
10° 72.296 25.26
10° 67.465 29.857
10° 58.682 38.64
10* 53.378 43.944

* Rio = 97.322kQ
E.coli] avant ajout du Cadmium (Cd).

: Résistance de transfert de charge de 1’électrode [Au-(PEM)-PAH-

La représentation de ARy en fonction de log Qd*, permet d’évaluer, en premiere
approximation, un modéle sous la forme d’une droite y =a.x+b avec: a=1,28Q;

b=0,22kQ (Figure 4- 3).
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Figure 4- 3 : Variation de la résistance de transfert de charge en ford¢idm concentration de Gt

4.1.2.2. Détection de ’ion mercure Hg**

Une expérience simile est reproduite pour détecter 1’ion mercure Hg?* par
immobilisation des bactéries sur I’électrode de travail en or. Les résultats obtenus sont
représentés en Figure 4- €eux<i montre un comportement relativement analogue pour des
concentrations inférieures a3M. Au-deld le mercure attaque 1électrode en or et de ce fait
la détection n’est plus possible. Ainsi, commen pouvait s’y attendre, 1’¢électrode en or n’est
pas appropriée pour détecter I’ion mercure pour des concentrations supérieures a 10°M, et

subirait probablement un vieillissement accéléré.
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Figure 4- 4 : Diagrammes de Nyquist montrant I’effet de I'ion Hg** sur la bactérie Escherichia coli par la
réponse du capteur électrochimique.

4.2. Résultats de détection par onde de Love

4.2.1. Mesures hydrostatiques

4.2.1.1. Préparation des capteurs

Les deux polyélectrolytes, le PAH (MW=56kDa) et le PSS (MW=70kDa), sont préparés
dans une solution de TBS (5 mg/l dans de TBS) et alternativement déposés sur les deux lignes
a retard d’un dispositif a ondes de Love, a I’aide d’une micropipette. Pour cela, une ligne de
base est assurée a I’aide d’un dép6t préalable de 250 pl de TBS. Ensuite des dép6ts de PAH et
de PSS (24Ql pendant 10 a 20 min) sont réalisés alternativement. Dans ces mesures
hydrostatiques, une étape de nettoyage ne parait pas nécessaire. Em#fffeice de cette
étapen’est pas visible sur la réponse en fréquence, néanmoins cette étape a été conservée ici,
suite aux études menées par AFM, pour éviter la formation d’agrégats. Comme décrit
précédemment et comme représenté sur la Figure 4-5, les couches de polyélectrolytes sont
alternées jusqu’a I’obtention d’un film (PAH-PSS)sPAH terminé par une couche de
polycation PAH en vue de favoriser I’immobilisation des bactéries, et par une étape de
nettoyage (méme protocole utilisé en électrochimie). Puis, un volume de 150ul de suspension
bactérienne est placé dans la chambaemalyse de la ligne de mesure, pour immobilisation

par adsorption physique suite aux interactions électrostatiques avec le film polyélectrolyte.
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Ces dépobts ont été réalisés en utilisant la cellule de PDMS décrite dans le chapitre 2 et
possédant une chambre d’analyse centrée entre les IDTs, sur chaque ligne d’un dispositif
double.

Aprés immobilisation des bactérias, volume de 200 uL de TBS est injecté dans chaque
cavité de la puce PDMS, puis aspiré. Cette opération est renouvelée trois fois pour assurer le
nettoyage de la surface en enlevant les bactéries non adsorbées sur la partie sensible du
capteur.

Pour chaque capteur, une ligne peut étre réservée a un contréle. Dans notre cas le contrble
est une ligne avec uniguement des polyélectralyi@s s’assurer que la détection de métal

est due a un effet sur la bactérie.

Etapes 1 et 2 répétées jusqu’a
(PAH-PSS);-PAH

¢))

Figure 4-5 : Etapes de dépbt de polyélectrolytes en configuration statigugie étape est suivie d 'un
nettoyage sous milieu tampon de sorte a éliminer les particules non immobilisées.

Ligne de détection 2 ~
= Ligne de contréle

Figure 4-6 : Etapesddétection de métaux lourds en statique en présence d’une ligne de contréle.

4.2.1.2. Détection des ions H§ et Cd**

Apres les étapes précédentes, les mesures de détection des métaux dans des solutions ont

été réalisées. Les variations de fréquence des deux dispositifs sont enregistrées pendant le
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dépobt des bactéries et les tests de détection a des concentrations différentes. Les résultats sont
présentés en Figure 4-7.

Les effets des ions de métaux lourds sur les cellules bactériennes ont été évalués en
comparant les réponses en temps réel du capteur, images du comportement des bactéries, lors
de I’exposition au cadmium et au mercure (ions €t HF"), dans la gamme de 1Ha 10°
M voire 10" M. Aprés un délai de 3 min environ aprésjection de métal dans la chambre
d’analyse, la fréquence augmente rapidement avectigmentation des concentrations de
métax lourds jusqu’a 10° mol.I*. Une limite de détection inférieure a *fOmol.I"* est
obtenue. A des concentrations plus élevées, une diminution de fréquence importante peut étre
observée.

Ces résultats ont été attribués a des changements dans les propriétés viscoélastiques, liées a
des modifications dans le métabolisme bactérien, et non a un effet de masse classique qui
aurait entrainé une diminution de fréquence. En effet, les métaux lourds interagissent avec les
constituants de la membrane et inhibent les activités enzymatiques de la cellule, induisant une
diminution de sa viabilité [138]. Le processus dmhibition enzymatique a de faibles
concentrations de métaux lourds est bien décrit comme étant fondéntgwadtion entre les
ions toxiques et les groupements thiols présents dans les chaines latérales cystéine ainsi que la
fixation de ces ions métalligues sur les sites actifs des enzymes. Ainsi, a de faibles
concentrations, les métaux lourds ont tendance a remplacer les nutriments comme le calcium,
le magnésium, le zinc, le manganese et le cuivre, inhibant ou élimsmant’activité de
I’enzyme résultant de ces minéraux.

Lors de I’introduction d’une dose élevée de métaux lourds, il y a une altération de la
structure des acides nucléiques : la fixation des cations métalligues sur les groupements
phosphates des acides nucléiques peut entrainer des variations de structure empéchant la
transcription ou la traduction des génes. Les especes oxygénées réactives issues des processus
cellulaires respiratoires peuvent interagir avec les métaux et former des radicaux libres, qui
endommagent différents constituants cellulaires, les bactéries se vident alors de leur continu
sur la surface [139, 140

Ainsi, la diminution significative de la fréequence de plusieurs kilohertz observdela
d’une concentration limite, obtenue & I®mol. I, peut étre due & un phénoméne purement
mécanique non lié a la détection cellulaire. Cellet’intervient alors plus dans les
mécanismes mis en jeu au niveau du capteur en présence des métaux lourds. Il est a noter
qu’un résultat similaire a été observé avec un autre type de biorécepteur (Micro-algue, dans

les travaux de thése de N.TEKAYA [141]) et également sur une surface différente @@ TiO
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lieu de SiQ, présentée en derniére partie de ce chapitre, a une concentration limite parfois
distincte (10M). Ce méme effet de diminution de fréquence a été observé en I’absence de
bactéries sur les PEM, des les faibles concentrations de métaux, confirmant une réponse liée a

des phénoménes purement physiques provoquant 1’équivalent d’un effet de masse.
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Figure 4-7 : Variation de la fréquence en temps réel @sdillateur & ondes acoustiques en fonctieta
biodétection bactérienne pour des concentrations croissantes (a) de cadmiumeetn@dre ; la
reproductibilité est indiquée par des barres d’erreur représentant [’écart-type autour de la valeur moyenne,
pour 4 tests effectués avec des capteurs différents.



Détection des métaux lourds 145

Enfin, lors du retrait des métaux lourds du réservoir PDMS et lavage avec une solution
tampon, les signaux ne sont pas revenus a leur ligne de base (résultats non montrés). Il a ainsi
été remarqué que les cellules ne retrouvent pas leur capacité initiale apres avoirseéh mise
présence de ces ions métalliques.

Ces mesures ont été reproduites plusieurs fois : des réponses analogues ont été obtenues,
avec toutefois uneeproductibilité moyenne, comme indiqué par les barres d’erreur sur les
courbes de synthese des variations de fréquence en régime permanent (courbes du bas pour

chaque métal).

4.2.2.Mesures hydrodynamiques

4.2.2.1. Préparation des capteurs

Le méme protocole de préparation des polyélectrolytes et des bactéries a été utilisé pour
des mesures en mode hydrodynamique, visant notamment a améliorer la continuité du fluide

sur le capteur et a mieux contréler son déplacement au voisinage de la surface.

Etapes 1 et 2 répétées
jusqu’a (PAH-PSS);-PAH
a 20pl/min

1

Figure 4- 8: Etapes de dépdt de polyélectrolytes en configuration hydrodynamique.

Ligne de détection

{‘i 15plmin d
& Qi

Ligne de controle

Figure 4-9: Etapes de détection de métaux lourds en hydrodynamique en présence d’une ligne de contrile.
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La variation de fréquence en temps réel nous a permis d’optimiser le débit d’écoulement,
en effet on a choisie a chaque fois un débit qui permet asld’#oir une meilleure variation
de fréquence\F sur temps le plus court. On discutera dans la suite les différents résultats
obtenus pour les différentes étapes d’élaboration et de réalisation de ce biocapteur.

Les dépbts de PEM et de bactéries ont été suivis en temps réel par leur effet sur la vitesse
des ondes acetiques (et donc la fréquence d’oscillation) et la perturbation de surface induite
par le dépdt. La réponse aux polyélectrolytes et la reproductibilité des résultats ont été
présentés dans le chapitre 3. Un débit optimal a été trouv@larib pour les bactéries, avec
une diminution de fréquence apres quelques minutes, conduisaftsariation directe de
leur immobilisation et & un signal électronique stable aprés 20 min environ. Une variation de
fréequence de 3 a 5 fois plus grande a été observée par rapport a celle obtenue pour
I’immobilisation en statique des bactéries (Figure 4-10), pouvant étre liée a une meilleure
densité de bactéries en surface, ou un comportement mécanique équivalent différent en

surface et laissant espérer une augmentation de la sensibilité du biocapteur aux métaux lourds.

E.coli
AF (HZ) If
-10000
-20000%
500 ‘ 1200 1800
Temps(s)

Figure 4-10: Comparatif des réponses fréquentielles aux bactéries entre les deux protocoles, statique et
microfluidique.

4.2.2.2. La détection des ions H§' et Cd?*

Les réponses en temps réel a différentes concentrations?detQdd™ ont ensuite été
étudiées (Figure 4-11). Uiebit optimal de 15ul / min a aussi été retenu pour la détection des

métaux lourds, chaque étape de détection a une concentration donnée étant suivie par une
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étape de nettoyage au TB&nt introduction de I’échantillon a une nouvelle concentration.
Comme en statique, les courbes montrent une fréquence croissante en présence de meétaux
lourds et augmentant avec leur concentration, jas@a® mol.I*, avec un seuil de détection

trés inférieur & 16% mol.I'. A noter qu’il n’a pas été jugé opportun d’effectuer des tests de

détection & des concentrations inférieures & M) pour I’application considérée et du fait du

risque de contamination rapide de I’échantillon par rapport a des valeurs aussi faibles.

Ainsi, les résultats trouvés en dynamique sont qualitativement similaires aux résultats
observés précédemment par mesures en régime statique. Quantitativement, le systéeme
microfluidique, comme attendu, a permis une amélioration des caractéristiques : le temps de
réponse a été significativement réduit avec une détection efficace en 60 secondes, et la
sensibilité a été améliorée, comme le montrent les résultats synthétisés dans le Tableau 4-2.
Ainsi, la géométrie des chambres d’analyse, plus petites (100 a 300 microns de hauteur), et la
circulation du fluide, ont permis une meilleure distribution du liquide, améliotaffichcité
des interactions entre les bactéries et la couche sensible, également entre les ions métalliques
et les bactéries.

Sont également a relever les éléments illustrant la reproductibilité des résultats, sur les
graphiques du bas de la Figure 4-11, étudiée a partir des réponses de quatre expérience
similaires avec différentes lignes a retard. Comme en régime statique, il apparait des écarts
types qui augmentent avec la concentration de 1’ion métallique. Ce phénomene peut
s’expliquer par le cumul des incertitudes suite a chaque nouvelle injection de solution, de
concentration croissante, et du fait de la variabilité de la réponse des bactéries, renforcée pa
la plus longue durée d’exposition, puisque les concentrations ¢élevées sont introduites apres
passage par des concentrations plus faibles, mais néanmoins ressenties par elles.

Ces résultats sont a rapprocher d’autres, publiés récemment, par exemple un capteur
microfabriqué de bismuthayant permis la détection d’une concentration minimale de

cadmium de 2,8.1HM, trés supérieure & celle démontrée dans le cadre de nos travaux.
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Figure 4-11: Réponse du capteur acousticqu&immobilisation de E. coli (biorécepteurgt! ajout de
concentrations croissantes (a) de cadmium Cd (11) et (b) de melrtu(d) Courbes du haut : Variation typique
de fréquence en temps réel (fréquence de résonance: 116 3§Xwiktbes du bas : Réponses en régime
permanent et reproductibilité des résultates valeurs moyennesles barres d’erreur représentant l’écart-
type ont été calculées a partir de 4 expériences avec différentes lignes a retard
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Tableau 4-2 Comparaison des valeurs de la variation de fréquence cumuléeat stationnaire | -0 | (en
kHz), pour la détection des métaux lourds avec les deux protocoles : statigdeoetynamique.

[MZ](M) 10% 10° 10° 10°
Métal lourd
Mesure Cd** 3+0.52 3.5+0.51 5+1.15 6+1.42
statique Hg* 2.5+0.5 4.5+1 7+1.32 7.5+0.86
Mesure Cd** 6.5+0.84 8+0.88 17+3.30 14+3.5
dynamique Hg? 4+0.85 14+0.86 19+3.32 17+3.51

4.3. Etude par AFM

4.3.1.Etape de calibration: Etude en milieu physiologique (et non

agressif)

En parallele dd’étude effectuée par AFMa I’air sur les bactéries (chapitre 3) et avant
d’étudier I’effet de la toxicité des métaux lourds, nous avons tout d’abord mis en place une
sorte d’étape de calibration de 1’expérience qui consiste a analyser ces échantillons « in
vitro et en milieu non agressif » autrement dit, en milieu liquide et plus précisément
physiologique, le TBS sans métaux lourds.

La préparation des échantillons pour ce type d’expérience consiste tout d’abord a immerger
le capteur traité (substrat de référence,3#&2ouvert de 3 bicouches de PEM en finissant par
une couche de PAHjans une suspension bactérienne d’E.coli a D.O = 0,6, puis a incuber
pendant une durée de 4 heures a une nuit & une température del3&h&htillon est
ensuite nettoyé abondamment aved’dg&i milliQ et déposé dans une chambre de test AFM
avec 25 pl de TBS.

Comme indiqué auparavant (chapitre 2), nous n’utilisons en milieu liquide que le mode
contact et, pour chaque expérienceysncalibrons tout d’abord la sonde (pointe-levier) en
caractérisant le substrat de référence (le capteur nu) ainsi que le capteur recouxbttetie P
enfin nous pouvons démarrer 1’étude du biocapteur (en présence de bactéries). Pour chaque
expérience et qur pouvoir suivre 1’évolution des surfaces, plusieurs informations sont
enregistréesla topographie (image en hauteur, trace et retrace), ’image de déflexion (signal
d’erreur) ainsi que 1’image de friction correspondante. Nous essayons, pour chaque

échantillon, de sonder plusieurs zones afin d’en avoir une vision la plus représentative.
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Figure 4-12 : Résultats obtenus en mode contact et en milieu liquide sur deux zones différensesfdeddes

plus caractéristiques ‘une population bactérienne. Ne sont reportées que les images de hauteur (images

topographiques).

Parmi les nombreux résultats obtenus, nous avons reporté sur la Figure 4-12 deux
exemples extrémes mais typiques de ce qui peut étre obtenu avec ce type d’échantillon. Ces
résultats montrent la présence de populations bactériennes avec des densités tres variables.
Pour I'un (Figure 12a et 12b), la population est fortement dense et bien immobilisée sur le
substrat, sous forme d’une matrice, avec des regroupements en micro-colonies. Pour 1’autre
(Figure 12c et 12 d), la densité est beaucoup moins importante, les bactéries étant parfois
isolées et d’autres regroupées a I’image d’un « chapelet.

Pour I’ensemble de ces échantillons, les bactéries ont une forme elliptique, intermédiaire

entre la forme allongée de batonnets ou celle de spheres.
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Figure 4413 a) Image topographique de bactéries isolées b) Section effectuée sur tére lisaléede
caractéristiques typiques: longueur ~Ju8n; largeur a mi-hauteur ~ tm; Hauteur ~ 500 nm.

En ce qui concerne le dépot le plus dense et apres avoir effectué une étude statistique sur
plusieurs images « grand champ », un taux de recouvrement du biocapteur par les bactéries de
I’ordre 80% a pu étre estimé. Ce taux dépend bien évidemment du prétraitement du
biocapteur (nombre de couches PE, pH, etc.) mais aussi et comme nous le montrerons plus
loin, de la durée séparant le temps de préparation du dépbt des bactéries et le temps ou les
expériences AFM sont effectuées.

Pour compléter I’étude, une analyse systématique des propriétés mécaniques des bactéries
pour chaque dépot a été menée, pour les corréler aux propriétés du biocapteur en fonction des
différents parameétres testés. Cela a été effectué, soit via des mesures de courbes de forces, soit
via des images « force volumgimages ou 1’on a, a la fois, la topographie de la zone sondée
et la courbe de force correspondante, comme représenté en Figuré&’dbjectif, dans le
cadre de cette analyse, vise une premiére approche qualitative.

Les courbes représentées en figure 4-14-c et 4-14-d montrent respectivement une
comparaison des comportements de la bactérie par rapport au substrat et sur trois zones d’une
méme bactérie (centre et bords). Des résultats équivalents ont été obtenus sur quartes

bactéries différentes suivies.
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Figure 414 : Expérience de force volume effectuée sur une population bactérienne {popdénse) sur une
surface SiQde capteur.

Les trois zones différentes de la bactérie (Figure 4-14-d), montrent un comportement

élastique et une morphologie identiques.
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4.3.2.Surveillance du stress bactérien en présence de métaux lourds par

AFM en milieu liquide

Pour suivre I’effet des métaux lourds, nous avons tout d’abord calibré la pointe sur le
substrat de référence, en milieu liquide (capteurpnis, recouvert d’un film de PE) via des
expériences couplées (images et mesures de force) et nous avons ensuite procédé a la
caractérisation des échantillons en présence de population bactérienne avant et apres injection
de Cadmium.

L’exemple présenté sur la Figure 4-15a est typique des résultats obtenus en milieu
physiologique non agressif (solution de TBS) en utilisant le protocole mis en place. Une
analyse bréve de cette figure montre que, dans notrectcas, I’absence de substances
toxigues, les trois bactéries ont une forme elliptique et semblent étre bien fixées sur la surface.
En effet, la perturbation sur ces bactéries liée au balayage de la pointe est quasiment nulle.
Nous nous proposons, par la suite, de suivre le comportement de ces trois bactéries, sans, et
en présence, de toxiques.

L >étape suivante consiste a injert une solution de métaux lourdCd), & une

concentration égale a fo.



Détection des métaux lourds

(a) Avant injection de métaux lourds
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Figure 4415 Suivi du comportement d 'une population de 3 bactéries (1 a 3), avant et aprés injection de
cadmium (AFM en mode contact, en milieu liquide), images 5%5 12D (haut), 3D (bas). On remarque que
la bactérie n°3 a disparu et que les bactéries n°1 et 2 ont changé de morphologies

La caractérisation aprés injection nécessite une phase de thermalisation, apres la mise en
place d’un protocole adapté et correspondant a une durée de 1’ordre de quelques minutes. En
effet, la solution injectée n’est pas nécessairement a la méme température que le bain dans
lequel se trouve initialement la sonde, ce qui peut induirdd@ess empéchant 1’expérience
d’étre menée dans de bonnes conditioAsavoir le suivi d’'une méme bactérie, et peuvent
méme induire la dégradation de la zone sondée (évolution de la force appliquée avec dérive).
Des le systeme a nouveau thermaligéreprise de I’analyse de la surface a permis
d’observer I’évolution de 3 bactéries. Ainsi, il est visible sur les images de la Figure 4-15, que
I’exposition aux métaux lourds, additionnée aux perturbations provoquées par le mouvement
de la pointe AFM, ont impliqué& déplacement d’une partie importante de la bactérie voire
mémele détachement du substrat de certaines d’entre elles (bactérie n°3) suite au balayage de

la pointe. Ces bactéries retournent bien évidemment dans la solution. Les bactéries restées



Détection des métaux lourds 155

fixées (n°1 et 2), ont évolué, avec, entre autres, des contours devenus « accidefiiés.» et
Cette moins bonne définition des contours suggere une modificatiohntigrité de la

bactérie ainsi que, probablement de ses propriétés adhésives.

= Avant l'injection de Cd®"
== Apreés l'injection de Cd*
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Figure 4416 : Suivi du comportement de la bactérie numépa! évolution de son profil (section
longitudinale), avant et apres expositian cadmium (AFM en mode contact et en milieu liquide).

La Figure 4-16 porte une section (profil) effectuée sur la méme bactérie, avant et aprés
injection de C@". Ce graphe rend bien compte de ce qui s’est passé, ne serait-ce que d’un
point de vue qualitatif, & savoir 1I’évolution de la morphologie de la bactérie, ainsi que de la
réduction de son volume. En effet, la surface projetée de la bactérie est restée sensiblement la
méme alors que la hauteur de la bactérie a fortement diminué (voir annexe). Ce constat
permet de faire I’hypothése que la bactérie a pu se vider de son contenu (phénomeéne de lyse),
ce qui semble confirmer les hypothéses émises.

Par ailleurs, des expériences effectuées en mode force (courbe de force) ont permis de
donner des résultats tout a fait cohérents aa@semble des observations précédentes

déduites des données topographiques.
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Figure 447 : Suivi du comportement d’une population bactérienne avant et apres ajout de cadmium (mode
contacteten milieu liquide) (a) Courbes de force « approche et retrait » effectuées sur la méme bautérte
et aprés laddition de C&" ; (b) Zoom de ces courbes force en approche, qui met en évidence le fait qu
I’élasticité de la bactérie dégradée par le Cd** est similaire & celle du substrat (pente= 0,8 alors que pour la
bactérie saine elle est de 0,2).

En effet, et d’apres ’exemple de la Figure 4-17, plusieurs constatations peuvent étre faites.
Tout d’abord, la courbe de force obtenue sur la bactérie avant injection de &dest non
linéaire avec une pente faible p (p< 1), sachant que p=1 sur un substrat dur, le substrat de
référence, suggérant ainsi un comportement « élastique et mou » de la bactérie saine. Nous
observons aussi pour cette méme courbe une hystérésis entre les courbes approche et retrait,
correspondant a un comportement viscoélastique de la bactérie. En effet, la pointe AFM aprés
avoir indenté la bactérie (lors de 1’approche) la comprime induisant une modification de sa
raideur effective locale, ce qui impligue une augmentation légere de la pente et par
conséquent fait apparaitre 1’hystérésis. Un module élastique peut étre extrait de ces courbes
mais il faut veiller a calibrer la mesure de la force et a respecter le protocole expérimental
pour ce genre de manipulations. Nous n’avons pas cherché, dans le cadre de cette thése, a
extraire une information quantitative mais plutét qualitative.

Par ailleurs, on constate que la pente de la courbe de force aprés injectioi"de Cd
augmente pour tendre vers celle du substrat (film de PE sans bactérie), suggérant ainsi que le
comportement élastique de la bactérie a beaucoup évolué en lien avec la toxicité du milieu e
correspond a celui du substrat, comme si la bactérie n’avait plus de corps cellulaire, ce qui
rejoint les observations topographiques (Figure 4-15- b). Par conséquent, cette modification

de Félasticité cellulaire peut étre corrélée a la dégradation des bactéries.
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Et enfin, aprés avoir analysé un grand nombre de résultats expérimentaux obtenus en
présence de métaux lourds, il est apparu que les réponses mécaniques des bactéries (courbes
de forces, notamment les cowbde retrait) n’étaient pas similaires pour différents
¢chantillons (et pour différentes bactéries d’un méme échantillon) ni méme trés reproductibles
pour la méme bactérie d’un échantillon donné, contrairement aux expériences effectuées sur
les bactéries avant injection de métaux lourds. En effet, quand la pointe AFM se retire aprés
avoir indenté la bactérie « dégradée » elle se contamine par le contenu de la cellule
bactérienne dégradée et cela se retrouve dans les déflexions négatives et les mudti-rupture

(Figure 4-17) ce qui est lié a des états variables des cellules dégradées.

4.4. Amélioration du capteur a onde de Love par ajout

d’une couche mince mésoporeuse de TiO,

Enfin, de maniére totalement paralléle aux travaux menés avec I’AFM, nous avons
envisagé 1’ajout d’une couche de TiO, mésoporeux sur la couche guidante de,®i®surface
du capteur a ondes de Love, entre les transducteurs interdigités, pour notre applieation. L
caractérisation des propriétés mécaniques de films minces mésoporeux par onde acoustique a
fait I’objet des travaux de thése de L. Blanc. (2011) qui ont été menés en collaboration avec le
LCMCP (Laboratoire de Chimie et de la Matiere Condensée de Paris, CNRS-UMR 7574) ou
sont realisées les solutions mésoporeuses dg Litilisation de ce type de matériau, dans
le développement de couches sensibles, est due a sa surface active importante, autorisant un
nombre ¢€levé de sites disponibles pour la sorption, avec la possibilité d’étre fonctionnalisé,
assurant ainsi la spédcifi¢ du dispositif de détection. Ils constituent de ce fait d’excellents
candidats pour les applications captdda?]. Par ailleurs, une comparaison entre la silice et
le titane menée par Bast al. [143] a montré, d’une part, que I’utilisation de solution saline
sur des surfaces de silice engendre a long terme la dégradation de cette derniere, et d’autre
part, que le Ti@mésoporeux possede une bonne stabilité mécanique et chimique pour des
applications biologiques. L’ensemble de ces caractéristiques, conjuguées au savoir-faire
disponible, nous a encouragés a utiliser la solution mésoporeuse deédligée.

L’étude a été menée avec une plate-forme a ondes de Love recouvertéurd film
mésoporeux de Ti§selon un procédé décrit en détail dfid]. Brievemant, il s’agit d’un
dépdt sol-gel a basse température, ayant pettotsenir un film mince de 100 nm environ

d’épaisseur, avec des pores dont la taille varie entre 6 @® nm environ.
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Les résultats ont été comparés a ceux obtenus avec le premier dispositif « classique »
(Quartz-SiQ). Les tests avec ce nouveau capteur ont été réalisés avec la cellule de test en
régime statique, qui représente notre référence pour la validation d’améliorations apportées au
biocapteur. Les protocoles de préparation et de dépdt des éléments ont été présentés

précédemment et ne sont pas repris ici.

4.4.1.Réponse acoustique au dépdt du biofilm

Une comparaison de la réponse en temps réel des capteurs sans et avec couche de titane a
I’immobilisation des PEM et des bactéries est présentée sur la Figure 4-18. Une diminution de
fréquence plus importante dans le cas du capteur modifié a été observée systématiquement, au
dépobt de la premiere bicouche de PEM, 9,7 kHz au lieu de 3,4 kHz en moyenne, tandis que la
réponse cumulée a I’ensemble de la multicouche reste sensiblement la méme. Cette
amélioration de la réponse a la bicouche (RRISS) peut étre expliquée par un meilleur
ancrage du film de polyélectrolytes sur la surface de,p@sentant une plus grande surface
apparente avec des pores de quelques nanometres de diameétres, et une charge électrique de
surface opposée a celle du PAH. Les pores une fois remaplisitd du multicouche n’induit
pas nécessairement une différence de réponse sensible.

Puis, une augmentation de réponse a I’immobilisation des bactéries est également
observée,avec une diminution d’environ 18 kHz au lieu de 6 kHz, et une bonne
reproductibilité du signal comme nous le verrons sur la figure suivante. Cette augmentation de
la réponse, peut, a son tour, étre justifiée par un film PEM plus rigide car mieux ancré sur la
surface de TiQ et ainsi susceptible de mieux propager 1’énergie élastique ; ce film peut
également présenter une charge surfacique électrique plus élevée, qui favmessction
avec la cellule bactérienne puisquadhésion de la bactérig. coli est principalement
attribuée aux liaisons de Van der Waals non spécifiques’atttadtion électrostatique entre

les charges positives de PAH et les charges négatives externes des bactéries.
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Figure 4-18: Comparaison de la variation de fréquence en temps réebdeillateur a ondes acoustiques au
dépbt du biofilm PEM (a) et bactéries (b) sur SiOum) et Sig(4 um) + TiQ (100 nm).

4.4.2.Réponse acoustique pour la détection du cadmium

Une réponse typique en temps réeirddispositif & ondes de Love modifié par une couche
d’oxyde de titane mésoporeux biofonctionnalisée par des bactéries sur matrice de PEM, a
différentes concentrations de cadmium croissantes, @& 40.0° M, est présentée sur la
Figure 4-19-a. La Figure 4-19 -b illustre la comparaison des variations de frégeenc
régime permanent, ainsi que la reproductibilité des résultats, au dép6t des bactéries puis en
fonction de différentes concentrations de Cd (ll), sur les deux types de capteurs : Quartz+SiO
et Quartz+SiQ+TiO; (100 nm).

Quelques minutes apres ajout du cadmium, il est observéadtigure 4-19 -a, une
variation de fréquence positive aux faibles concentrations, qui devient négative a une
concentration plus forte. Un effet similaire avait été observé sur le dispositif « classique »,
avec une transition qui se produit ici & partir d’une concentration de 10° M au lieu de 18 M.

De nouveau, ces résultats sont attribués a des changements dans les propriétés viscoélastiques,
liés a des modifications dans le métabolisme bactérien expliguées précédemment. Les
dommages apparaissant aux fortes concentrations ont conduit les bactéries a se vider de leur
contenu sur la surface, induisant une réponse du capteur tres différente, analogue a une
augmentation de masse surfacique équivalente ou a une diminution de rigidité apparente (aux

fréquences de travail).
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Il apparait sur la Figure 4-19 -b, que les variations de fréquence dues a la présence de
cadmium en solution sont plus importantes lors ddisation de la couche mésoporeuse. Ces
résultats valident I’amélioration de la sensibilité du capteur a I’aide de ce film mésoporeux,

comme nous 1’espérions.
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Figure 4419: Réponse en fréquence du capteur a ondes acoustiquesH$iO, (100 nm)) au Cd (I1)
a) Variations de fréquences en temps réel (fréquence de résonance : 1B/45%latives a I'immobilisation
de E.coli (biorécepteur) et ’ajout de concentrations croissantes de Cd (Il), b) Variation de fréquence en régime
permanent et reproductibilité des résultats, les valeurs moyennes et les barreardont été calculées a partir
de 4 expériences avec différentes lignes a retard sur les deux types de capteurs (Quaetz+SiO
Quartz+SiQ+TiO, (100 nm).

4.4.3.Etude par AFM de la durée de vie du capteu

Afin d’étudier ’immobilisation bactérienne et la durée de vie des capteurs, la préparation
d’un dispositif pour des tests acoustiques a été doublée de la méme préparation sur un autre
capteur, destiné a des caractérisations par AFM. Aprés incubation du dispositif avec la
suspension cellulaire de bactériéscoli (D.O de 0,6 suivie d’un ringage minutieux,
I’échantillonséché sous flux d’azote a été contrdlé par AFMJn suivi de 1’évolution de la
surface du capteur a été réalisé tous les 7 jours ; akag a 4°C dans I’eau MilliQ.

Nous nous sommes intéressés a deux capteurs : le capteur optimisé, celui avec un film de

TiO2 (100 nm) et le capteur classique a basei@g @ pum).
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Nous avons opté, dans le cadre de cette étude, pour effectuer désnexpAFM a ’air
et en mode tapping sur des échantillons qui sont bien évidemment vivants. Notons que
I’analyse par ce modeuisqu’il est effectué a I’air a été choisie pour éviter des artefacts et afin
de minimiser les forces de cisaillement.

Nous avons suivi 1’évolution, en fonction du temps, de la morphologie des bactéries, de
leur volume, de leur densité et d’autres caractéristiques. Nous présenterons principalement
des données topographiques (images de hauteur) mais nous reporterons aussi, lorsque
nécessaire, les images d’amplitude pour révéler certains détails qui ne seraient pas visibles sur
les images topographiques.

La Figure 4-20 montre les résultats obtenus par AFM sur les deux biocapteurs a base de
bactéries, avec et sans FjQ@ jours aprés I’immobilisation des bactéries.

Dans les deux cas du capteur a base de, Bi®observe la coexistence de deux formes de
bactéries sur le méme échantillon : des bactéries, « sphériques », et des bactéries de grande
taille, « elliptiques » (Figure 4-20-a, b, c). Les dimensions mesurées sont typiquement de
I’ordre de 1,4 um de longueur, 340 nm de hauteur et 0j6n de largeur en moyenne pour les
bactéries elliptiques, et pour les sphériques, envirpm die diamétre et 400 nm de hauteur.

En outre, et comme le montre la Figure 4-20-a, certaines cellules semblent étre melges e
elles de bout en bout ou cote a cote et il n’y a pas d’orientation privilégiée des bactéries sur
cet échantillon.

Dans le cas du second échantillon, le capteur classique a base fel’iBiaze
topographique sur 20um (Figure 4-20-c) montre des bactéries de formes proche que celle qui
apparaissent sur le premier échantillon mais la figure #2@atre qu’elles sont aplaties par
rapport a celles sur le TiQle la figure 4-20-c. En comparant les deux capteurs, on observe
sur les images topographiques de 20 um une bonne homogénéité de la répartition des

bactéries sur la surface de Tifésoporeuse par rapport a la surface de.SiO


http://www.google.fr/search?client=firefox-a&hs=uB0&rls=org.mozilla:fr:official&q=homog%C3%A9n%C3%A9it%C3%A9&spell=1&sa=X&ei=mSSFUefsC8mDhQeloICYDQ&ved=0CCoQvwUoAA
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Figure 420: Images AFM obtenues en mode tapping [ 'air sur un dépét d’E. coli aprés 7 jours

(a et b) TiQ mésoporeux ; (c) signal'erreur correspondantifiage d amplitude) ; (d et €) SiQ: images

topographiques Jfsignal derreur correspondantifiage d’amplitude).

Ainsi, I’image damplitude (signal gkrreur) nous fournit des informations sur de petits
changements dans la morphologie des bactéries qui peuvent ne pas étre visilileagair |
topographique en raison daportance de’échelleenz.

L’étude de la durée de vie du capteur a été réalisée sur un mois, une premiéere observation
par AFM la premiére journé@dl = jourl), une seconde le jour 7 (J7), une troisieme le jour 15
(J15) et enfin la derniére, le ¥8jour (32). En se basant sur les résultats typiques présentés
dans la Figure 4-21 et’wh point de vue qualitatif, nous pouvons faire les premiéres
observations suivantes. Au début, apres le premier jour, nous observons que les bactéries ne
couvrent pas toute la surface du capteur et sont pour la plupart de forme plutét sphérique
(selon une étude statistique réalisée sur les images en grand champ).
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Figure 421: Images dAFM (3D) de bactéries (E. coli) sur le capteur Bi@ux F', 7°™ 15 et 2 ™jours de
la durée de vie du biocapteur (stockage a 4 °C dangede IMilliQ entre deux expériences AFM).

7 jours plus tard,’intégrité de la cellule bactérienne est encore préservée et la densité de
couverture de la surface du capteur par les bactéries évolue légerementleMdiss
important, ¢est que nous commencons a observer le changement dans la forme des cellules et
la taille, la forme « elliptique » devient dominante. Les mesures faite§"&jdi confirment
ces observations. En effet, nous constatons une augmentation de la surface occupée par les
bactériesle I’ordre de 60% (53% au 7°™jour; 86% au 1¥"jour et 486 & J29 (Figure 4-21).

Ainsi, il apparait que, malgré un stockage non favorable a la multiplication des bactéries, un
biofilm avec une forte densité a été conservé pendant plus de 15 jours. Cela peut étre expliqué
par le fait que les bactéries continuent aefda synthése de leurs protéines a partir de
substances azotées. Cet azote peut prodémire simple réaction avec la couche de PAH
(NH>"). Dans tous les cas et jusqu’au 15°™jour, les bactéries semblent maintenir un aspect
hydraté sans effondrement de la paroi cellulaire. AG™2fbur, les images sont trés

différentes : deux morphologies cellulaires distinctes ont été observées, pouvant étre
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attribuées a des cellulemn train de mourir (strese§ déshydratés ou lysées),d’autres
semblent encore résister. En effet, & partir di"}6ur, une grande partie de la population
bactérienne présente sur le capteur de,18Git une forme aplatie avec des bords relevés, soit

un centre gonflé avec des bords réduits. En analysant de grands domaines de suegface de ¢
biocapteur, on observe encore quelques cellules qui semblent avoir la morphologie initiale
(quasi-sphérique).

Apparemment, cette forte adhérence Hecoli sur la surface de THKPEM est
sensiblement médiatisée par les interactions de ses groupes présentés sur la surface, la force
d’adhérence peut étre proportionnelle au nombre de liaisons hydrogene formées, des
interactions de Van der Waals, en particulier les forces attractives électrostatiques.

La Figure 4-22 compare le volume occupé par les bactéries sur les deux surfaces en

fonction des jours, montrant de nouveau une densité plus élevée dans le cas du TiO
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Figure 422: Diagramme de dispersion comparant le volume projeté des bactéries et la duréewtaleiexs
surfaces différentes (NoiBiO,, Rouge TiO,).

Ces résultats sont confirmés par une analyse statistique en exploitant ces images AFM,
partir desquelles a été déduit le volume moyen des bactéries et son évolution dans. le temps
Les images ont été traitées et les bactéries ont été dimensionnées avec deux logiciels
(Gwiddion, Nanoscope analysis) et’aidle de la formule de calcul du volurfie!5,146].La
densité de bactéries par échantillon a été évaluée a partir des parametres géométriques déduits

des images AFM. Les dimensions des cellules ont été estimées’appgation a chaque
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imaged’une fonction de seuil ef’'un filtre de netteté pour identifier le bord de la cellule (i
s’appligue également a la résolution désiréeadh méthodologie de comptage et de

dimension des bactéries).
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Figure 423: Diagramme de dispersion montrarlolution du volume des bactéries en fonction du temps
a) volume moyen pour 5 bactéries distinctes b) volume moyen estimé calculé avecidels(lHgir:
Gwiddion, Rouge:’analyse Nanoscope).

Les résultats ont été reportés kugraphe de la Figure 4-28ui montre une diminution du
volume au fil du temps, ce qui parait normal et cohérent avec nos observations, et permet
d’identifier deux types de populations de bactéries. Nous supposons que ces différences entre
le 15™jour et 28™jour peuvent étre dues a des effets de déshydratation qui impliquent des
changements dans la rigidité de la cellule. Ainsi ceci peut étre expliqué par ldidoroha
biofilm qui se déroule en quatre étape47]. Tout d’abord, I’acces a la surface, dépend d
mode qui permet a une cellule bactériedtadteindre la surface. Ce mode de transport peut se
faire par la diffusion (mouvement brownien ou de sédimentation) aprés un processus,
essentiellement physico-chimique, ce qui peut étre réversible. Puis, les appendices cellulaires
(fibrilles, polyméres, etc) forment des liens solides entre la cellule et les liaisons superficielles
et qui peuvent étre irréversibles dans la colonisation sur la surfase la formation du
biofilm. Une fois le biofilm obtenu, les bactéries survivent dans un milieu sans nutriments. En
effet, les bactéries gerent la sécrétion des enzymes en fonction de leurs maryersiple

lorsqu’elles manquent de nutriments, elles bloguent la fonction de la croissance et la synthése
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des protéines «défenses» contre la dégradation comme la superoxyde per@xystasequi
a da arriver a nos échantillons a la fin du mois. Cela constitue une des hypotheses émises suite

a nos observations et qu’il serait intéressant de vérifier par une étude plus approfondie.

4.5. Conclusion

Ainsi, les mesures par spectroscopie d’impédance électrochimique (EIS) et en particulier
les mesures d’impédances ont été utilisées pour démontrer la validité d’un biocapteur a base
de bactéries. Elles ont permis une optimisation de la concentration bactérienne nécessaire
pour avoir la meilleure sensibilité aux métaux lourds, cette méthode reste pour le moment
limitée puisque les mesures ne se font pas en temps réel.

L’application de ce type de biocapteur, validé par électrochimie, sur le capteur a onde de
Love nous a permis de détecter les iond"@d Hg* en solution, & une concentration trés
faible de 10*M et de valider les résultats obtenus par impédance, ceci en un temps trés réduit
(moins de 68), avec un suivi en temps réel, et en considérant deux types de systémes, 1’'un
hydrostatique, 1’autre hydrodynamique. Cela permet dans ’avenir d’envisager 1’¢laboration
d’un microsystéme en tant qu’outil d’alarme précoce.

L’AFM parait comme une bonne technique complémentaire dans cette étude. En effet,
nous avons pu obsawla dégradation des cellules en temps réel suivamedtion des
métaux lourds, a partir des images topographiques et des courbes de forces sur les bactéries
E. Coli, confirmant ainsi les hypothéses formulées sur la base des résultats obtenus avec des
ondes de Love étimpédance.

Dans la troisiéme partie de ce chapitre, I’efficacité de couches minces de TiO, mésoporeux
(100 nm) a été validée. Avec ce film utilisé comme une surcouche au-dessus de la couche
guidante de Si@du capteur, il a été montré que la sensibilité avait été améliorée. Nous avons
Supposé que cela était lié a la porosité et la taille des pores de la ctmofuedle titane, ce
qui entraine une ib-fonctionnalisation plus efficace sous forme du film hybride
(polyélectrolyte multicouche - bactéries).’dbtres investigations avec des porosités
différentes pourraient étayer cette hypothese. En outre, des réesultBd dnt été utilisés
pour déterminer la stabilité de la membrane bactérienne. Une durée de vie de plusieurs
semaines a été observée, ce qui démontre la bonne stabilité du capteur modifié.

Suite a ces travauxous pouvons conclure que 1’étude de ce dispositif est particulierement

intéressate car elle permet de concilier I’aspect pratique du développement de systémes
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directement utilisables pour des applications industrielles (surveillance de la pollution) et
I’aspect recherche fondamentale au niveau de 1’étude des interactions biochimiques entre
I’espéce a détecter et le métabolisme cellulaire. La combinaison de ces deux éléments a été

essentielle pour une meilleure progression des travaux.
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Conclusion générale

De nombreux domaines liés aux activités humaines l&tnvironnement nécessitent de
développer de nouvelles technologies de détection ultra-sensible et rapide des polluants. Le
biocapteur est devenu aujourd’hui trés intéressant du fait de ses nombreuses applications dans
divers domaines.

Dans un premier tempségtat de lart nous a permis de contextualiser notre problématique
vis-a-vis des recherches actuelles concernant les biocapteurs, et de souligner les avantages et
inconvénients des différents types de transducteurs les plus utilisés pour la réalisation de
biocapteurs dédiés a la détectioturte multitude thnalytes. Ainsi, en comparaison des
travaux existants, nous avons choisi de mettre en place un systeme simple, sensible, efficace
et fonctionnalisable pour la détectioud spectre large’dnalytes, a un moindre co(t.

Dans sa premiére partie, ce travail a nécessité la mise au point d’une méthode
d’immobilisation des bactéries Escherichia Colisur des supports solides modifiés par un film
multicouche de polyélectrolytes (PEM).

Dans une seconde partie, fonctionnalisation, immobilisation des bactéries et détection de
cadmium et de mercure ont été effectuées en utilisant deux techniques de détection : les
mesures impédimétriques, réalisées a Monastir, et le suivi par capteur a onde acoustique de
Love, a Bordeaux. Ce dispositif a notamment permis de mettre en évidence des seuils de
détection extrémement bas (détection de cadmium et de mercure) par rapport a catésprése
dans la littérature, et proches des seuils normatifs. Deux configurations de cellules de test ont
¢été réalisées, I’une en statique (injection de fluide sur le capteur par une micropipette), I’autre
en dynamique (réseau microfluidique associé au microcapteur). Cette configuration a permis
de gagner un facteur important sur le temps de réponse.

Des caractérisations plus systématiques des réponses en temps réel du dispositif acoustique
en configuration dynamique, et de 1’état de surface aux différentes étapes du protocole par
microscopie a force atomique, a I’air et en milieu liquide, ont été menées. La comparaison des
résultats obtenus par ces deux techniques complémentaiies,a 1’expertise du LOMA
dans I’étude de surfaces notamment biologiques par AFM, a permis de mieux comprendre les
différents phénoménes d’interaction mis en jeu, & pendant I’immobilisation de la couche
sensible que lors de la détection. Les influences du poids moléculaire, du pH et de la force

ionique des solutions sur le dépbt des PEM ont également été étudiées.
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Concernant le matériau guidant, des résultats noyseonts de montrer 1’intérét potentiel
d’utiliser des couches mésoporeuses de TiQ, en surface du capteur acoustique utilisé pour la
biodétection.

Nous avons réalisé des prototypes de microcapteurs impédimétriques sérigraphiés
(technologie alternative au silicium et beaucoup moins colteuse), qui pourront a terme
remplacer avantageusement les modules électrochimiques volumiques. Une étape de
faisabilité a été menée, les modules ont été congus de sorte a pouvoir étre testés avec les
mémes cellules de test que les dispositifs acoustiques. Une puce microfluidique compatible
avec cette cellule et adaptée a ces microcapteurs a été congue et réalisée.

Finalement, il est apparu que le biocapteur proposé dans ce travail a des performances
satisfaisantes pour la détection des métaux lourds testés dans la gamme de concentration
proposeée.

Dans I’avenir et a court-terme, il serait intéressant de réaliser les détections en
microfluidique avec le capteur acoustique équipé du biofilm réalisé sur PEM « optimisé
(influence du pH mise en évidence dans le cadre de ces travaux). De méme, le microcapteur
sérigraphié serait a fonctionnaliser et tester en détection sous circulation microfluidique,
I’enjeu étant d’obtenir un microcapteur réalisable a partir de technologies bas co(t, et
susceptible de permettre un suivi en temps réel avec un conditionnement de signal aujourd’hui
miniaturisable. Une limitation a étudier, et susceptible d’étre amoindrie par une mise en
ceuvre adaptée, pourrait étre la durée de vie des électrodes, selon le milieu de fonctionnement.

A moyen terme, le test de la réponsé’autres toxiques tels que des éléments traces et des
pesticides ne devrait pas comporter de difficulté majeure et pourrait présenter un intérét
certain, de méme que le suivi d’une modification de la surface lors de la constitution d’un

biofilm par exemple, avec de nhombreuses applications potentielles.
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Annexe 1: Matériel salle blanche
Tournette : Tournette Suss Microtec RC8 - IMS Bordeaux

Maximum Sulstrate Size

RCE GYRSET 3 up fo 3" @2 O
RCEGYRSETS up fo §° 2"
RCE GYRSETS up fo 8" ZE*
Maximum Speed (10 rpm steps)

RCB GYRSET3 7 000 rpm
RCB GYRSET 5 5000 rpm
RCB GYRSET8 3000 rpm
RCA standard plate 7 004 rpm

Macimum acceleration 5 D00 pmi's

Time Rangs
Speed Regulaton
Speed Coriral

Power Requirements

“Turbulence flow ~~ Substrate i

Systéme <GYRSET® » :
Couvercle: atmosphére saturée

solvants

Dépot plus uniforme, moins d’effets de
bord

Limite la quantité de résine

Utilities
0-986s Vacuum —06 ba
Tachometic ~ Air pressure 4-8ba
Gabanometic  Mirogen 4-9ka
Exhaust E00 imie

19/z3p Ac  Conforming fo:
0.3 kW Ewropean Machine Norms CE cerfification
&7 -B3Hz EMC Eleciro magnetic capability
SEMI specifications
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Pousse-seringues: modelBS-9000-8

SLIDE

ADJUST & ACRDSS
CARRIER GUIDE

83 X 63 TRAY

\ N-0FF  SWITCH
\" SOWER LIGHT
'|I TIMER KNDOB
“TIME INDICATOR
| START-STOP SWITCH

Spécifications:
Size (Max) : 9 Wide X 18’ Long X 9.5 High

Power Requirements : 115 Volts, 60 Hz. 3 Amps
Lamp Type : Low Pressure Mercury Vapor Grid
Lamp Output : 28,000 Micro Watts Per €@ 254 Nm (From 6mm Dist.)

Tray Size: 6.5” X 6.5’ Ozone Cleaning Area
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Annexe 2: Encres

Electro-Science Laboratories, Inc.

416 East Church Road « King of Prussia, PA 19406-2625, U.S.A
610-272-8000 » Fax: 610-272-6759 « www.ElectroScience.com  Sales@ElectroScience.com

8886
CERMET GOLD CONDUCTOR 8886-A

ESL 8886 and 8886-A are fritless gold conductors based on a new concept. They are
designed for screen printing applications as are conventional thick film materials, but
provide a dense film of approximately 1.0 um thick. Using 2 layers of 8886 or 8886-A,
the fired film can be etched to a very fine line pattern without exhibiting discontinuities.
ESL 8886 and 8886-A are suitable for printing on the top of most high temperature
underglazes such as ESL Code 129-C and are compatible with organometallic golds
such as ESL D-8084. The 8886-A can be refired up to 6 times without blistering.

ESL# 8886 and 8886-A are not suitable for use on bare alumina substrates.

PASTE DATA
VISCOSITY:
(Brookfield RVT, 10 rpm, No. 4 spindle, 25.5°C+0.5°C) 15-25 Pas
PROCESSING
SCREEN MESH/EMULSION: 325-400 mesh/0.0 um
DRYING: (125°C) 15 minutes
FIRING TEMPERATURE RANGE:
OPTIMUM: 850°C
TIME AT PEAK: 10-12 minutes
TOTAL CYCLE: 45 minutes to 1 hour
RESISTIVITY:
1 layer < 50 mQ/sq.
2 layers < 30 mQ/sq.
WIRE BONDABILITY: (On glazed substrates) 1 mil Au wire or Al wire

8886 & 8886-A 9607-B
ESL Affiliates

Japan: ESL-Nippon Company, Ltd. « Sukegawa Bldg. 6™ floor ¢ 3-4 Yanagibashi 1-chome e Taito-ku e Tokyo 111, Japan e Tel: (011-81)-3-3864-8521 « Fax: (011-81)-3-3864-9270
NipponSales@ESLNippon.com

China: Shanghai Agmet Electro-Science Laboratory Ltd. « Second Floor Bidg. 12A1 « #223 North Fe Te Road « Waigaogiao Free Trade Zone « Shanghai, China
Tel: (011-86)-21-5866-0497 o Fax: (011-86)-21-5866-0497 « ShanghaiSales@ShanghaiESL.com

Europe: Agmet, Ltd. « 8 Commercial Road « Reading, Berkshire, England RG2 0QZ e Tel: (011-44)-118-987-3130 « Fax: (011-44)-118-986-7331 « Sales@ESLEurope co.uk
See Caution and Disclaimer on other side.
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Electro-Science Laboratories, Inc.

416 East Church Road « King of Prussia, PA 19406-2625, U.S.A
610-272-8000 « Fax: 610-272-6759 = www.ElectroScience.com ¢ Sales@ElectroScience.com

CERMET SILVER CONDUCTOR 9912

ESL 9912 is a mixed bonded silver paste developed for general applications for the
consumer market. The 9912 can be fired from 625°C on porcelain enameled steel to
930°C on alumina and beryllia. The recommended firing temperature for 96% alumina
is 850°C, while for beryllia it is 930°C. This material exhibits excellent adhesion and
aged bond retention as well as excellent solderability and solder leach resistance with
62 Sn/36 Pb/2 Ag solder, especially on alumina or beryllia.

PASTE DATA

RHEOLOGY: Thixotropic, screen printable paste

VISCOSITY:

(Brookfield RVT, ABZ Spindle, 10 rpm, 25.5°C+0.5°C) 200425 Pa- s

BONDING MECHANISM: Mixed

SHELF LIFE: (25°C) 6 months

PROCESSING

SCREEN MESH/EMULSION: 325/25 um

LEVELING TIME: (25°C) 5-10 minutes

DRYING AT 125°C: 10-15 minutes

FIRING RANGE: 625°C-930°C
ALUMINA: 850°C
BERYLLIA: 930°C

TIME AT PEAK: 10-12 minutes

RATE OF ASCENT/DESCENT: 60°C-100°C/minute

SUBSTRATE OF CALIBRATION: 96% alumina

THINNER: ESL 401

9912 9710-B

ESL Affiliates

Japan: ESL-Nippon Company, Ltd. « Sukegawa Bldg. « 6" floor « 3-4 Yanagibashi 1-chome e Taito-ku  Tokyo 111, Japan e Tel: (011-81)-3-3864-8521  Fax: (011-81)-3-3864-9270

China:

NipponSales@ESLNippon.com

h hai Agmet Electro-Sci Laboratory Ltd. » Second Floor Bldg. 12A1 « #223 North Fe Te Road « Waigaogiao Free Trade Zone « Shanghai, China
Tel: (011-86)-21-5866-0497 » Fax: (011-86)-21-5866-0497 « ShanghaiSales@ShanghaiESL.com

Europe: Agmet, Ltd. « 8 Commercial Road  Reading, Berkshire, England RG2 0QZ e Tel: (011-44)-118-987-3139 o Fax: (011-44)-118-986-7331 « Sales@ESLEurope.co.uk

See Caution and Disclaimer on other side.
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Electro-Science Laboratories, Inc.

416 East Church Road ¢ King of Prussia, PA 19406-2625, U.S.A

610-272-8000 < Fax: 610-272-6759 « www.ElectroScience.com e« Sales@ElectroScience.com

CERMET PLATINUM CONDUCTOR 5545-LS
For Heating Elements

ESL 5545-LS is a screen printable, fritted platinum conductor designed for use as a
heating element. This material is thin printing and has TCR characteristics
approaching that of bulk platinum. The TCR is the most positive when the material is
fired at 1300°C. Customers who fire in the range of 850°C to 1300°C obtain excellent
performance on prefired ceramics.

PASTE DATA
RHEOLOGY: Thixotropic, screen printable paste
VISCOSITY:
(Brookfield HBT Cone/Plate Viscometer, at 38.4 sec’, 23°C+0.2°C) 60-90 Pa.s
BONDING MECHANISM: Fritted
SHELF LIFE: 6 months
PROCESSING
SCREEN MESH/EMULSION: 325/25 um
LEVELING TIME: 5-10 minutes
DRYING: 10-15 minutes, 90°C-125°C
DRIED THICKNESS: 913 um
FIRING RANGE: 850°C-1300°C
CALIBRATION: 850°C
TIME AT PEAK: 10-12 minutes
SUBSTRATE OF CALIBRATION: 96% alumina

5545-LS 0304-A

ESL Affiliates
Japan: ESL-Nippon Company, Ltd. Sukegawa Bldg. 6" floor 3-4 Yanagibashi 1-chome Taito-ku Tokyo 111, Japan Tel: (011-81)-3-3864-8521 Fax: (011-81)-3-3864-9270
NipponSales@ESLNippon.com
Agmet Elect: i Lab y Ltd. Second Floor Bldg. 12A1 #223 North Fe Te Road Waigaogiao Free Trade Zone Shanghai, China

China:

Tel: (011-86)-21-5866-0497 Fax: (011-86)-21-5866-0497 ShanghaiSales@ShanghaiESL com

Europe: Agmet, Ltd. 8 Commercial Road Reading, Berkshire, England RG2 0QZ Tel: (011-44)-118-987-3139 Fax: (011-44)-118-986-7331 Sales@ESLEurope.co.uk

See Caution and Disclaimer on other side
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Annexe 3. Composes chimigues

Le polydiméthylsiloxane (PDMS), fiche de sécurité internationale

W1 e A M % O
S
POLYDIMETHYLSILOXANE
(C,H,0Sin

N° CAS :9016-00-6
N° RTECS : TQ2690000
N° ICSC : 0318

TYPES DE _ _

: RISQUES/ - PREMIER SECOURS/

RISQUES/ : PREVENTION 3 :
EXPOSITIONS SYMPTOMES AIGUS AGENTS D'EXTINCTION
| " [Combustible. PAS de flammes nues. Poudre, AFFF. mousse, dioxyde de

carbone.
Ventilation. |A1r frais, repos.

Gants de protection. Retirer les vétements contaminés.
Rincer la peau abondamment a l'eav ou

prendre une douche.

Rougeur. Douvleur. Lunettes de protection. Rincer d'abord abondamment a l'ean
pendant plusieurs minutes (retirer si
possible les lentilles de contact), puis
consulter un médecin.

' Diarrhée. Ne pas manger, ne pas boire ni fumer  |Rincer la bouche.
pendant le travail. Se laver les mains
avant de manger.

B ‘ : CONDITIONNEMENT &
DEVERSEMENTS & FUITES STOCKAGE ETIQUETAGE

Recueillir autant que possible dans des
récipients hermétiques le liquide répand

Absorber le liquide restant avec du sable ou
avec un absorbant inerte et emporter en lieu sGr.

VOIR IMPORTANTES INFORMATIONS AU DOS

Préparé dans le cadre de la coops entrz le Pr ional sur la Securité Chimique =t la Commission Europienne {C;
ICSC: 0318 e . DRRIES
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ASPECT PHYSIQUE; APPARENCE:
LIQUIDE HUILEUX, INCOLORE.

DANGERS PHYSIQUES:
DANGERS CHIMIQUES:

La substance se décompose en chanffant fortement
(>150°C), produisant du formaldéhyde en petite qi

LIMITES D'EXPOSITION PROFESSIONNELLE
(LEP):
Pas de TLV établie.

VOIES D'EXPOSITION:
La substance peut étre absorbée par I'organisme par
inhalation.

RISQUE D'INHALATION:

Aucune indication ne peut étre donnée sur la vitesse a
laquelie une concentration dangereuse dans l'air est
atteinte lors de I'évaporation de cette substance 2 20°C.

EFFETS DES EXPOSITIONS DE COURTE

DUREE:
La substance est irritante pour les yeux.

EFFETS DES EXPOSITIONS PROLONGEES OU
REPETEES:

Densité relative (eau=1) : 0.97
Solubilité dans I'eav : nulle

Point d'éclair : »200°C

Les tampons salins TBS et PBS

P3813

Phosphate buffered saline

Details l

Sigma powder, pH 7.4
( Customers Also Purchased
D2650 P3563 TE564
No Image No Image
I Available Available
F el S s
H,C"~ "CH,
Dimethyl sulfoxide =
Hyori-Max ", sterile-filtered. Phosphate buffered saline Tris Buffered Saline MEEN ; 2(_)
BioReagent, suitable for pH 7.4, contains TWEEN 20, ¢ry |pH 8.0, powder viscous liguic
hybridoma, =99.7% powder

Description

Packaging Feil pouches

Reconstitution

Propriétés
form powder
pH 74

Sécurité
Safety Statements 22-24/25
WGK Germany 1

Contents of one pouch, when dissolved in one liter of distilied or deionized water. will yield 0.01 M phosphate buffered saline
(NaCl0.133 M; KC! - 0.0027 M); pH 7.4, at 25 °C.
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94158 Tris Buffered Saline
:Sigma BioUltra, tablets (for 500 mL), pH 7.6
Details Related Products References Reviews

Description

Reconstitution

Propriétés

1 tablet gissoived in 500 mL of deionized water yields:
0.15 M sodium chicride; 0.050 M TRIS-HCI buffer; pH 7.6 at 25°C

product line BioUlira

form tablets (for 500 mL)
pH 76
Sécurité
Symbol GHS07
Signal word Warning
Hazard statements H319-H335-H315
Precautionary statements P305+P351+P338

Personal Protective Equipment dust mask type NAS {US). Eyeshields, Gloves
WGK Germany 1
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PAH : Poly(allylamine hydrochloride)

SIGMA-ALDRICH

sigma-aldrich.com

FICHE DE DONNEES DE SECURITE

conformément au Réglement (CE} Mo. 1807/2006
Version 5.0 Date de révision 26.10.2012
Date d'impression 04052013

1. IDENTIFICATION DE LA SUBSTANCE! DU MELANGE ET DE LA SOCIETE/ L'ENTREPRISE

11 Identificateurs de produit
MNom du produit

Code Produit
Margue
Mo.-Index
Mo.-CAS

Poly(allylamine hydrochloride)

283223
Aldrich
612-191-00-3
71550-12-4

1.2 Utilizations identifiées pertinentes de la substance ou du mélange et utilisations déconseillées

Utilisations identifiées

Substances chimigues de laboratoire, Fabrication de substances

1.3 Renseignements concernant le fournisseur de la fiche de données de sécurité

Sociéte

Teléphone
Fax
Adresse e-mail

1.4  Muméro d'appel d'urgence

Muméro d'Appel
d'Urgence

Sigma-Aldrich Chimie S.a.r.l
L'Isle D'Abeau Chesnes
F-38297 5T. QUENTIN FALLAVIER

+33 (0)4 74 82 28 40
+33 (0)4 74 95 68 08
eurtechsen@sial.com

IINR.S:+33(0)145 425858

2. IDENTIFICATION DES DANGERS

21 Classification de la substance ou du mélange

Classification en accord avec la réglementation (EC) No 1272/2008 [EU-GHS/CLP]

Sensibilization cutanée (Catégorie 1)
Toxicité aigué, Oral(e) (Catégorie 4)

Classification conformément aux Directives UE 67/648/CEE ou 1999/45/CE
Peut entrainer une sensibilization par contact avec la peau. Mocif en cas dingestion.

2.2 Contenue d'etiquette

Etiguetage en accord avec la réglementation (EC) No 1272/2008 [EU-GHS/CLP]

Pictogramme @

Mention davertissement Aftention

Mention de danger

H3a02 Mocif en cas d'ingestion.

H317 Peut provoguer une allergie cutanés.
Conseils de prudence

P280 Porter des gants de protection.

Informations Additionnelles sur aucunie)
les Dangers

Selon la Directive 67/548/CEE, comme modifiee.

Symbole(s) de danger x
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PSS : Poly{4-styrenesulfonate de sodium)

SIGMA-ALDRICH

sigma-aldrich.com

FICHE DE DONNEES DE SECURITE
conformément au Reglemeant (CE) Mo. 1807/2006

Version 5.0 Date de révision 17.05.2012

Date dimpression 04.05.2013

1.1

1.2

1.3

14

IDENTIFICATION DE LA SUBSTANCE! DU MELANGE ET DE LA SOCIETE! L'ENTREFRISE

ldentificateurs de produit

Nom du produit  Poly-(4-styrénesulfonate de sodium)
Code Produit © 243081

Marque : Aldrich

Mo -CAS o 2ET04-1841

Utilisations identifiées pertinentes de la substance ou du mélange et utilisations déconseillées
Utilisations identifiees : Substances chimigues de laboratoire, Fabrication de substances
Renseignements concernant le fournisseur de la fiche de données de sécurité

Sociéte :  Sigma-Aldrich Chimie S.a.r.l
Llsle O'Abeau Chesnes
F-38297 5T. QUENTIN FALLAVIER

Teléphone © +33 (04 T4 82 28 40
Fax : +33 (04 T4058308
Adresse e-mail . eurtechservisial.com

MNuméro d'appel d'urgence

Muméra d'Appel o LMLRLS+33 (001 45 42 50 59
d'Urgence

22

23

IDENTIFICATION DES DANGERS
Classification de la substance ou du melange

MW'est pas une substance ni un mélange dangereux conformément au réglement (CE) No. 1272/2008.
Cetle substance n'est pas classée comme dangereuse au sens de la Directive 87/548/CEE.

Contenue d'etiquette
Attention - Substance non encore tesiee complétement.

Autres dangers - aucun(e)

COMPOSITION/ INFORMATIONS SUR LES COMPOSANTS

Substances
Synocnymes :  Poly(4-styrenesulfonic acid) sodium salt
Formule : [FCH2CH{CEH4503Ma)Hn

PREMIERS SECOURS
Description des premiers secours

En cas dinhalation
En cas d'inhalation, transporter la personne hors de la zone contaminée. En cas d"amét respiratoire,
pratiquer la respiration artificielle.

En cas de contact avec |a peau
Lawver au sawvon avec une grande quantité d'sau.

En cas de contact avec les yeux
Rincer les yeux a I'eaw par mesure de précaution.
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Annexe 4: AFM

Pointes utilisées

Tableau 5-1 : Pointes utilisées en mode tapping

Epaisseur Longueur Raideur Fréquence
Type
T (um) L (um) k (N/m) fo (kHz)
TAP 150A 1,5-2,5 115135 5 123157
PPP-NCL-50 7+1 225+10 21-98 150
Tableau 5-2: Pointes utilisées en mode Contact
Epaisseur Raideur Fréguence
T (um) k (N/m) fo(kHz)
B-k=0,12 B-f;=1426
SNL-10 0,5-0,7
D-k=0,06 D-f;=12-24

Mesure de la raideur d’un microlevier

La connaissance de la raidéutlu microlevierest un élément important dans 1’analyse des
résultats d’AFM, or, sa valeur est susceptible de varier fortement du fait des incertitudes de
fabrication, en particulier sur 1’épaisseur obtenue. Parmi les techniques de mesure de la
raideur d’un microlevier [148,149,150,151]nous présentons ici les éléments de base de celle
qui s’appuie sur 1’exploitation du bruit thermique d’un microlevier libre [152] et qui est
utilisée depuis des années pour calibrer la raideur levierd’AFM.

Comme tout systeme mécanique nano et micrométrique, les effésgitation thermique
sur les leviers sont mesurables dés que la raideur autorise la détection des fluctuations en
flexion.

Commencgons par présenter brievement la modélisation mécanigue levier en
considérant g tout instant, le rayon de courbure correspondant a sa flexion est grand devant
sa longueur, ou de facon équivalente, que le déplacement de son extrémité libre est petit par
rapport a cette longueur. Ces faibles sollicitations sont décrites’aaprdche tEuler-

Bernoulli stipulant que le levier peut étre réduit a un objet unidimensionnel et subit une
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flexion sans cisaillement. Ce qui nous intéresse en particulier est de savoir de quelle fagon
I’énergie thermique totale stockée va agir sur la déflexion en bout de levier grace a
I’estimation faite, pour mesurer la raideur par bruit thermique a partir du théoréme
d’équipartition de’énergie qui permet de donner la fluctuation quadratigue moyenne, en bout
de levier, de chaque mode et donc de remonter a la r&ideueviet
, 12k.T

af<V12>

Avec kg la constante de Boltzmann (1.38%2@/K), T la température ambiante (K), et la

k=p

<V12> moyenne du déplacement au carré du cantilever.

Le bruit thermique de déflexiodV (f)et le facteur de conversigin= dV/dzentre le signal
quatre-quadrants et la déflexion sont mesurés ; un ajustement («fit») sur la premiéere
résonance avec un modele d’oscillateur harmonique avec couplage visqueux (OHV), et une
intégration de cette coutlpermettent d’obtenir 1’écart quadratique des fluctuations du signal
de déflexion.

Le calcul du bruit thermique pour une pointe de forme pyramidale avec un rayon de

courbure de 10 nm en téte de point@ar exemple permis d’estimer une valeur de k égalea
52 N/IM (V)

Les forces mises en jeu en microscopie de force

Nous décrivons ici les principales forces qui interagissent sur la pointe lors d’une
expérience a I’air ambiant sont décrites en annexe (force de Van der waals, de capillarité,
électrostatiques, de répulsion ou sont également présentés les principaux modes de
fonctionnement utilisés (modes contact ou mode intermitent).Les forces de Van der Waals

Ce sont des forces attractiveseglexercent leur influence en attirant le microlevier et
résultent de trois effetsdes effets d’orientation (moments multipolaires permanents entre
deux molécules), des effets d’induction vers des molécules non polaires et des effets de
dispersion (polarisation instantanée due aux fluctuations de positions des électrons autour du
noyau). Elles agissent sur de grandes distances, pouvant atteindre plusieurs centaines de
nanometres. Pour une pointe sphérique faisant face a un solide plan, le potentiel de Van der
Waals est donné par Israelacheilial [153] :

AR (2- 20)

Vgw =—
vdW 62

Avec A4 la constante de Hamaker qui dépend du type de matériau (densité et polarisabilité
atomique),R le rayon de courbure de la pointezéi distance entre la pointe et I’échantillon.

Cda donne par exemple pour=1V,R =50 nm,z= 0,5 nm, une force de Van der Waals
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d’environ - 5nN ce qui est 'ordre de grandeur des plus faibles forces imposées par
I’instrument pour maintenir le contact. Ce sont donc des forces qui ont une influence
importante dans le comportement de ce microscope.
- Les forces de capillarité
Ce sont des forces attractives qui apparaissent lorsque la pointe s’approche de la surface
d’un échantillon placé dans 1’air. Elles sont dues a la présence d’une fine couche d’eau a la
surface de 1’échantillon, qui se forme par condensation de 1I’humidité présente dans 1’air
ambiant. Elles dépendent daux d’humidité, du rayon de courbure de la pointe, et de
1’échantillon (hydrophile ou hydrophobe).
- Les forces électrostatiques
Ce sont des forces attractives lorsque la pointe est en contact avec la surface et qui
apparaissent respectivement lorsque la pointe ou 1’échantillon sont chargés. A distance, elles
peuvent étre attractives ou répulsives et agissent a plusieurs dizaines de nanometres. Pour une

pointe sphérique, il est possible de modéliser la force électrostatiqje [154

2
Fee(2) = ——”‘QOSU (2- 21)

Avec U la différence de potentieR le rayon de courbure de la pointe, z la distance entre la
pointe et 1’échantillon et gy la permittivité du vide. Poud = 1V, R= 50 nm,z= 0,5 nm, nous
obtenonsFgec de ’ordre - 2,5 NN, ce qui montre I’influence de cette force qui va demeurer
importante méme a longue portée.

- Les forces de répulsion

Ces forces varient entre 1 ré¥l10° nN. Elles apparaissent lorsque la pointe se rapproche
de la surface a quelques dixiemes de nanométre. A cette distance, les nuages électroniques des
atomes de la poiatcommencent a recouvrir ceux de la surface de 1’échantillon. Il se crée
alors une force fortement répulsive qui croit tres rapidement si les deux corps continuent de se
rapprocher. Ces forces dépendent du rayon de courbure de la pointe, de son etatiériau

celui de 1’échantillon.
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