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Introduction générale

En France, les cancers représentent la deuxiéme cause de mortalité de méme que
pour les autres pays d'Europe, les Etats-Unis, 1'Australie et derniérement le Japon, ce qui en
fait un probléme et une priorité majeure de santé publique. Les cancers les plus courants
sont les cancers du sein, de la prostate et du cdlon. En France le risque de cancer colorectal
est tres €levé. Les méthodes classiques de dépistage du cancer colorectal reposent sur des
techniques invasives pour la plupart, telles que la coloscopie, la rectoscopie (biopsies) et le
dosage de l'antigéne carcinoembryonnaire (ACE), la radiographie (échographie
endorectale, IRM, Scanner). Malgré les progrés importants réalisés dans sa prise en charge
thérapeutique, une fois que le cancer s'est propagé, il devient plus difficile a guérir, d’ou
I’intérét crucial de mettre au point des techniques de diagnostics précoces pour la survie du
patient et le pronostique de guérison de la maladie. Pour cette raison des méthodes
sensibles et spécifiques doivent étre développées, et 1'analyse des biomarqueurs tumoraux
dans le sang, l'urine et les autres fluides corporels, apparait comme 1'une des méthodes des

plus prometteuses dans la détection de la maladie.

En marge des techniques analytiques usuelles, les plateformes a base de biocapteurs
ont un role a jouer en tant que dispositifs peu encombrants et robustes, permettant de
réaliser des détections peu colteuses, fiables, rapides de substances de diverses origines
(biomédicales, alimentaires, synthétiques, etc.). Ces plateformes associent typiquement des
couches sensibles assurant la reconnaissance de 1’analyte ciblé et des microdispositifs de
transduction qui vont transformer la reconnaissance moléculaire en un signal physique,
optique ou électrique directement mesurable et interprétable. Pour détecter une molécule
particuliére, le capteur doit étre sensible, spécifique et sélectif. La technique de I’empreinte
moléculaire (MIP) permet d’obtenir cette spécificité de reconnaissance. C’est une
technique dédiée a la reconnaissance de systémes biologiques, par I’intermédiaire de
matériaux qui possédent des cavités spécifiques en forme, en fonctionnalité et en taille de
la molécule cible. Nous proposons dans le cadre de ce travail de contribuer a I’étude et au
développement de I’association des capteurs a ondes acoustiques et de la technologie MIP
pour la détection de biomarqueurs tumoraux urinaires, visant le développement d’outils

non-invasifs pour le diagnostic précoce du cancer colorectal.
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Ce travail s’est déroulé au sein de 1’équipe MDA (Microsystémes de Détection a
ondes Acoustiques) reconnue pour son implication sur le développement de microcapteurs
et microsystetmes dédiés a des applications environnementaux et médicales, en
collaboration avec I’'ICOA (Institut de Chimie Organique et Analytique — CNRS - UMR
6005) apportant son expertise sur les MIPs. Il a été soutenu financiérement par une bourse
d’étude allouée par le CERD (Centre d’Etude et Recherche de Djibouti). Le Projet dans sa
globalité est mené au sein d’un partenariat plus large et soutenu financiérement dans le
cadre du projet ANR CancerSensor (programme TECSAN).

Ayant conscience de I’importance de la qualité de ’intégration des biorécepteurs
dans la conception d’un biocapteur, nous avons, essay¢ d’apporter notre contribution dans
la mise en ceuvre et le développement de procédés de dépot en couche mince de matériaux
a empreinte moléculaires, puis dans la mise au point de procédés de caractérisation des

matériaux et des dispositifs obtenus.

Ce manuscrit comporte quatre chapitres :

Le premier chapitre présente une ¢tude bibliographique sur les biocapteurs a base
de matériaux a empreintes moléculaires. Nous commengons par définir le contexte et les
enjeux de I’¢tude dans 1’objectif de réaliser a terme un outil de diagnostic précoce du
cancer. Nous reportons les différents types de de biorécepteurs et de transducteurs déja
utilisés dans le monde. Ensuite, nous nous intéressons a développer plus particuliérement
les capteurs a ondes acoustiques utilisés dans la conception de ces dispositifs. Enfin, la
derniére partie est centrée sur la technologie de I’empreinte moléculaire. Une description
générale des MIPs, de leurs voies de synthése, de leurs formats, de leurs applications et de

leurs propriétés est présentée.

Le deuxiéme chapitre rapporte la mise au point d’un procédé de dépot reproductible
en couche mince de polymeére non imprimé (NIP) utilisé comme matériau de référence,
compatible avec la propagation de I’onde élastique sur des substrats de test (lames de
verre). La préparation des solutions prépolymérisées ainsi que les différentes méthodes de
dépot employées y sont détaillées. Nous présentons ¢également le procédé de
fonctionnalisation qui visait a fixer cette couche sensible de polymére a la surface des
substrats ainsi que la caractérisation de leur chimie de surface par profilométrie optique et

mécanique.
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Le troisieme chapitre est consacré a 1’intégration de couches minces de NIP/MIP a
la surface de capteurs a onde de Love. Le choix de la technique de dépot s’est porté sur le
dépot par force centrifuge (spin-coating) qui a permis d’obtenir les meilleurs résultats en
termes d’homogénéité et de reproductibilité. Nous présenterons brievement le
fonctionnement des capteurs a onde de Love utilisés lors de ces travaux. Nous détaillerons
les différentes méthodes de caractérisations (microscopie électronique a balayage,
profilométrie mécanique et optique) pour étudier la qualité¢ de ces couches minces. Ensuite
nous présenterons les caractérisations électriques (réponses en gain et en phase) des
dispositifs a ondes acoustiques avant et aprés dépot de la couche de polymeére afin de

vérifier la compatibilité avec 1’onde acoustique.

Enfin, la derniére partie du manuscrit porte sur la caractérisation sous gaz des
dispositifs a ondes de Love a base de polymére non imprimés (NIP-ACN/DMSO) et
imprimés (MIP-DMSQO) avec solvant acétonitrile (ACN) ou dimethylsulfoxide (DMSO).
Le banc de test utilisé lors des travaux de caractérisation en temps réel sous gaz, est
brievement décrit. Cette méthode de caractérisation sous éthanol et toluéne avant dépot des
différents films puis apreés dépodt, apres protocole d’extraction de ’espeéce cible modele,
enfin apres recapture, a permis d’étudier certaines propriétés mécaniques (porosité) de ces
films minces et de confirmer la rupture et la reformation des liaisons entre molécules
empreintes et le polymere et également. En effet, le but de cette étude était d’optimiser la
surface active du capteur ainsi équipé€, afin d’obtenir une sensibilité élevée pour la
détection de nucléosides (biomarqueurs du cancer colorectal). Par ailleurs, ces résultats ont
été comparés aux résultats obtenus au cours de travaux antérieurs menés sur des films
mésoporeux (ref tlb). L’application en milieu liquide elle-méme, fait 1’objet d’un travail

mené parallelement et en décalage dans le cadre de la thése de Naima Lebal.
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1 Etat de ’art

1.1 Introduction

Le cancer colorectal est I’'un des cancers les plus mortels (deuxiéme cause des
déces liés au cancer). En conséquence, il est trées important de le détecter le plus tot
possible, afin de le traiter et de suivre avec précision l'efficacité du traitement en vue de
limiter les récidives. Pour ce faire, les biocapteurs représentent une voie prometteuse dans
la recherche de techniques de détection de plus en plus spécifiques, rapides, sensibles
comparés aux autres moyens existants qui apparaissent lourds et fastidieux.

Durant ces dernic¢res années, I’association de la technologie des capteurs et de la
technique de I’empreinte moléculaire suscite de plus en plus d’intérét dans la communauté
scientifique. Ce succés est dli aux nouvelles exigences qui apparaissent dans de nombreux
domaines tels que l'environnement, 1’agroalimentaire et notamment dans le diagnostic et
I'analyse clinique. Les biocapteurs ainsi obtenus, fournissent des plates-formes de pointe
pour l'analyse des biomarqueurs du cancer, alliant robustesse, facilit¢ et simplicité
d’utilisation. De plus, ils sont susceptibles de présenter un faible colt de fabrication
(réalisation collective et intégration systéme) et de fournir des réponses rapides.

Apres une présentation du contexte de I’étude, la seconde partie de ce chapitre
portera sur les biocapteurs en présentant les différents types de biorécepteurs et de
transducteurs les plus communément utilisés dans la conception de ces dispositifs. Une
troisieme partie visera a expliquer la technologie des polyméres a empreintes moléculaires,
les différentes techniques classiquement utilisées pour leur préparation, ainsi que leurs
différents formats de synthéses et leurs principaux domaines d’applications. Enfin un
tableau synthétisera de maniére comparative les principales études et caractéristiques de

biocapteurs a base de MIP.
1.2 Contexte de I’étude

1.2.1 Le cancer colorectal
La plupart des cancers naissent des interactions entre 1’environnement et la
génétique. C’est une pathologie qui est définie par une dérégulation des systémes de

controle de la croissance des cellules et caractérisée par 1’accumulation de défauts
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spécifiques d’ordre génétique et épigénétique. En progressant, ces cellules aboutissent a la
formation, au sein du tissu, d'une masse de cellules anormales appelées tumeurs, qui
développent la capacité d’envahir les tissus avoisinant en se métastasant a d'autres organes
et systemes. Lorsqu’elles sont bénignes, ces tumeurs sont petites, localisées et peuvent étre
retirées par la chirurgie. Maligne, cette croissance anormale des cellules provoque la
formation d'une masse tumorale qui peut récidiver méme apres ablation et qui résiste a
I'apoptose et aux défenses immunitaires du corps. Arrivé au stade métastasique, le cancer
devient incurable.

Ces dernieres décennies, le cancer colorectal constitue un probléme majeur de santé
publique au niveau mondial. Il représente la deuxiéme cause de mortalité associée au
cancer en Amérique du Nord et en Europe occidentale [1] [2]. En France, plus de 37 000
nouveaux cas en 2005 et 17 000 déces en 2003 ont été enregistrés [3]. Malgré les progres
importants réalisés dans sa prise en charge, une fois que le cancer du colon s'est propagé
dans les ganglions lymphatiques ou dans d'autres zones du corps, il devient plus difficile a
guérir. Il est donc primordial de le détecter le plus tot possible, afin d’augmenter les
chances de guérisons et de prévention de récidive, d’ou la mise en place de la politique du
diagnostic précoce dés 1’apparition des premiers symptomes. Cette politique repose sur la
réalisation rapide d’examens a visée diagnostique pour mettre en évidence la présence d’un

cancer devant des signes non spécifiques.

1.2.1.1 Techniques de dépistage standard

De nombreuses méthodes de dépistage du cancer colorectal sont actuellement
utilisées. La méthode la plus courante est la réalisation de tests de saignement, qui
consistent a rechercher la présence de sang dans les matiéres fécales des patients.
Néanmoins, cette méthode présente de nombreux inconvénients, notamment a cause du test
de coloscopie qui I’accompagne généralement en cas de test positif, non dénuée des risques
pour les patients (douleurs, perforations, hémorragies, nausées, vomissements, angoisses
etc...). De plus, la présence probable de sang n'est pas toujours synonyme de présence
d’une pathologie cancéreuse. La plupart de ces tests sont réalisés par 1’évaluation d’un test
au guaiac (Hémoccult) qui a I’avantage d’étre bon marché. Des tests immunologiques
spécifiques, permettant une évaluation quantitative du sang dans les selles avec une
meilleure sensibilité, ont été¢ développés. En outre, les nouvelles méthodes de dépistage tels
que la rectosigmoidoscopie [4] ou le coloscanner apparaissent comme étant de bonnes

alternatives.
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1.2.1.2 Techniques de traitement

A partir du début des années 1960, le suivi thérapeutique pharmacologique (STP) a
¢été utilisé dans la prise en charge clinique des patients [5]. Cette technique est fondée sur la
mesure et I’analyse des concentrations de médicament dans les liquides biologiques et
lI'individualisation des doses ou des horaires de prises de médicaments, dans le but de
minimiser les toxicités et d’adapter pour un patient donné des posologies médicamenteuses
en fonction des connaissances acquises d'aprés les résultats thérapeutiques. En régle
générale, le médicament doit remplir plusieurs critéres pour que le suivi thérapeutique
puisse étre validé.

Cette technique est largement appliquée a une grande variété¢ de médicaments issus
de différentes classes thérapeutiques, et surtout a certains agents chimiothérapeutiques
contre le cancer. Le STP a été utilis€¢ avec succes pour optimiser la chimiothérapie du
cancer colorectal. Elle repose sur la prise de médicaments cytotoxiques (5-fluorouracile,
l'irinotecan et 1’oxaliplatine) ainsi que 1’utilisation d’agents biologiques ciblés (anticorps).
Cependant cette technique est actuellement limitée par les facteurs suivants :

- le manque de plages de concentrations établies,

- la variabilité pharmacocinétique intra-individuelle,
- latoxicité associée a l'exposition systémique,

- le complexe pharmacodynamique.

Pour contourner ces limitations, d’autres approches ont été étudiées et développés
pour des traitements anticancéreux en €valuant les concentrations des marqueurs tumoraux

dans le plasma ou les urines.

1.2.1.3 Marqueurs tumoraux

Les biomarqueurs tumoraux sont des substances biologiques qui sont localisés dans
le sang ou les autres fluides corporels (sérum, plasma, urine, fluide céphalo-rachidien)
lorsqu’on est atteint d’un cancer. Ils peuvent avoir diverses origines moléculaires (ADN,
ARN, protéine) [6].

L’étude des altérations de I’ARN représente une alternative intéressante en
cancérologie. En effet ces altérations induisent un taux anormalement ¢élevé de nucléosides
modifiés dans les urines des patients. Ces nucléosides se sont formés suite a une
modification chimique des nucléosides initialement présents dans I'ARN. Ne pouvant plus

étre réutilisés ou dégradés, ils sont excrétés dans les urines sous forme de molécules [7].
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Plusieurs études ont utilisé ces niveaux élevés de nucléosides modifiés dans les
¢chantillons d'urine comme biomarqueurs tumoraux [8], [9] .

L’intérét de 1’'usage des marqueurs tumoraux dans la prise en charge des patients
souffrant d’un cancer a longtemps ¢été contesté. Cependant, de nombreux cancérologues
sont convaincus de 1’utilité de la cinétique de ces marqueurs grace notamment aux récents
progres thérapeutiques. En effet, la surveillance de 1’évolution de leurs concentrations
renseigne le clinicien sur I’efficacité du traitement et permet la détection précoce des
récidives. C’est le cas du test PSA (Prostate-Specific-Antigen) qui permet de mesurer la
concentration d'une protéine spécifique dans le sang.

Les marqueurs tumoraux tels que les antigénes carcino-embryonnaires (CEA199,
CA125, CEA-CAM 5, AFP) sont utilisés dans le cadre de la surveillance d'un cancer déja
diagnostiqué, ou dans le cadre d'une démarche de dépistage. Cependant, leur utilisation
n’est pas recommandée pour le diagnostic du cancer colorectal en particulier dans le stade

précoce, a cause notamment de leurs faibles sensibilités et spécificités.

1.2.2 Intérét des biocapteurs

Les biocapteurs sont des plateformes de pointe pour l'analyse de biomarqueurs et
présentent de nombreux avantages tels que leur simplicité d’utilisation, leur faible coft,
leur rapidité et leur robustesse tout en offrant la capacité¢ de réaliser des tests multi-
analytes. Pour les tests diagnostiques du cancer une plateforme multicapteurs serait un
choix judicieux pour le diagnostic multi-marqueur (capacités de multiplexage). La
préparation des échantillons est une partie du systéme biocapteur.

Dans le cadre de ces travaux de thése visant 1’é¢tude d’un biocapteur pour la
détection de nucléosides modifiés urinaires pour le contrdle thérapeutique du cancer
colorectal, I’approche qui sera développée utilisera les développements les plus récents
dans les domaines des biocapteurs acoustiques associés aux matériaux a empreinte
moléculaire. Pour développer des technologies appropriées de biocapteurs et garantir la
spécificité des dispositifs, des marqueurs spécifiques doivent étre identifiés, ce travail est

mené en paralléle par nos partenaires dans le cadre du projet ANR CANCERSENSOR.

1.3 Le biocapteur

Ces dernieres années, le marché des biocapteurs est en forte expansion avec des
applications dans différents domaines tel que 1’environnement, les études toxicologiques,

la défense, I’industrie alimentaire. Par ailleurs, les progres technologiques importants dans
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les domaines de I’automatisation et de la microélectronique ont ouvert le champ a la
fabrication, en grand nombre, de dispositifs fiables et de faible coft.

Par définition un biocapteur est un dispositif incorporant un systéme de
reconnaissance biologique, appelé biorécepteur, associé¢ a un transducteur qui représente la
méthode de détection. Le but principal d’un biocapteur est de transformer une
reconnaissance biologique en un signal physique mesurable.

Analyte Biorécepteur Transducteur

— — />

"}
S

Fig. 1-1: schéma de principe du biocapteur

oo

La Figure Fig. 1-1: schéma de principe du biocapteur illustre le principe conceptuel du
processus de biodétection qui permet un classement selon :

- le type de biorécepteur : systéme anticorps / antigene, acides nucléiques,
interactions enzymatiques, interactions cellulaires (micro-organismes, bactéries,
algues, protéines), biorécepteurs synthétiques ;

- le type de transducteur : optiques (luminescence d'absorption, résonance
plasmonique de surface, etc...), électrochimiques (ampérométrie, impédancemétrie,
potentiomérie etc...), mécaniques notamment les ondes acoustiques.

Nous décrirons brievement en suivant ces différents ¢léments, afin de situer les
différentes technologies retenues dans le cadre de ces travaux. De nombreux ouvrages
existent dans ce domaine, ou le lecteur pourra trouver des présentations plus détaillées de

ces technologies, citons par exemple [10].
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1.3.1 Le biorécepteur
Les biorécepteurs (cf. Fig. 1-2) représentent 1’¢lément central des biocapteurs. Ils
interagissent directement avec 1'analyte et jouent également le role d’interface. Toutefois,
ils peuvent prendre de nombreuses formes et sont généralement classées en cinq grandes

catégories différentes décrites en suivant.

v - antigéne

N\ >V

) / f Enzyme
Anticorps L
| |

2s

&\ N\

s Tissue

1

@)

e

Fig. 1-2: Représentation schématique des différents éléments de reconnaissance

1.3.1.1 Biorécepteurs d’affinités

Un anticorps est une biomolécule complexe, constituée de plusieurs acides aminés
disposés selon une séquence hautement ordonnée. Ils possédent des capacités de liaisons
pour des structures trés spécifiques (antigénes). L’interaction entre un anticorps et son
antigéne est comparable a un systéme de clé-serrure par laquelle la configuration
géométrique spécifique d'une clé unique permet d'ouvrir une serrure. Cette propriété
unique leur confére des avantages avérés en tant que biorécepteur.

La radioimmunossay (RIA) est une méthode de dosage immunologique dans lequel
I’anticorps est marqué par un radioélément [11]. C’est une technique trés courante qui a été
appliquée a un grand nombre de domaines (pharmacologie, chimie clinique, médecine
légale, environnement, épidémiologie moléculaire et 1’agriculture). Néanmoins, elle
présente plusieurs inconvénients, tels que le colt de l'instrumentation, la durée de vie
limitée des radio-isotopes, et les potentiels d’effets biologiques déléteres inhérents aux

matiéres radioactives.
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L’ELISA (Enzyme-Linked-Immuno-Sorbent-Assay) est une autre technique
immunologique largement répandue qui permet de détecter une réaction anticorps-antigeéne
grace a la réaction colorée produite par I’action d’un substrat sur une enzyme
préalablement fixée a I’anticorps. Cette détection fondée sur une réaction immunologique

hautement spécifique, ne nécessite pas de préparation lourde de I'échantillon[12], [13].

1.3.1.2 Biorécepteurs enzymatiques

L’enzyme est un autre type de biorécepteur couramment utilis¢€. Elles sont choisies
en fonction de leurs capacités de liaison et de leur activité catalytique. Dans les
mécanismes de reconnaissance biocatalytiques, la détection est amplifiée par une réaction
catalysée par des macromolécules appelées biocatalyseurs. A 1'exception d'un petit nombre
de catalyseurs (molécules d'acide ribonucléique), la pluparts des enzymes sont des
protéines. Certaines enzymes nécessitent une composante chimique supplémentaire
appelée cofacteur, qui peut étre, soit des ions inorganiques (Fe* ", Mg > ", Mn*", Zn ?"),
soit un complexe, organique ou une coenzyme. L'activité catalytique des enzymes présente
I’un des plus faibles seuils de détection. Des enzymes couplées a des récepteurs peuvent
étre aussi utilisées pour modifier les mécanismes de reconnaissance. Par exemple, 'activité
d'une enzyme peut étre modulée lorsqu'un ligand se lie au récepteur. Cette activité
enzymatique est parfois améliorée par une réaction en cascade qui conduit a des réactions
cellulaires complexes [14]. Par exemple, des enzymes ont ét¢ immobilisées sur un réseau
de fibres optiques pour réaliser une détection simultanée de la pénicilline et 1'ampicilline
[15]. Plus récemment Li et al. ont développé un biocapteur électrochimique a base

d’enzyme, pour déterminer la glycémie dans le sérum sanguin humain [16].

1.3.1.3 ADN

Le développement des acides nucléiques comme biorécepteur pour des applications
biocapteurs a permis des progrés dans certains domaines comme la génomique. Cette
technologie exploite la complémentarité¢ des oligonucléotides constitutifs de I’ADN pour
réaliser la bioreconnaissance. Lorsque la séquence de base composant une certaine partie
de la molécule d'ADN est connue, alors la séquence complémentaire appelée
communément sonde, peut étre synthétisée et marquée via un composé optiquement
détectable (marqueur fluorescent). La biodétection s’effectue par une réaction
d’hybridation des séquences complémentaires d’ADN extraites préalablement de la
molécule ciblée. Les couches de reconnaissance d’acide nucléique sont facilement

synthétisables, réutilisables, hautement spécifiques [17] et permettent de mesurer la
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présence d'une seule espece de molécules dans un mélange complexe [18]. Récemment,
Yeh et al. [19] ont réalisé a 1’aide de biocapteurs avec une couche sensible d’ADN, une
détection de bactéries sur la base de I'hybridation de 'ADN avec une limite de détection de
8,25 ng / ml. Afin d'améliorer la détection d'ADN possédant des séquences courtes, Liu et

al. ont élaborés un biocapteur ADN basé sur des nanoparticules d'or creuses [20].

1.3.1.4 Tissus biologiques

Les tissus biologiques (micro-organismes, cellules, structures cellulaires) ont
largement été utilisés dans le développement des biocapteurs et des biopuces. Les
biocapteurs cellulaires sont de nouvelles structures hybrides utilisant les cellules vivantes
comme biorécepteur afin de déterminer les changements physiologiques engendrés par
I’application d’un stimulus interne ou externe. La bioreconnaissance peut se fait par
I’intermédiaire d’une cellule entiére, d’un micro-organisme ou d’un composant cellulaire
qui est capable de réagir ou de se lier de manicre spécifique a certaines especes.
Neéanmoins, les biocapteurs cellulaires exploitent dans la majorité des cas, les interactions
enzymatiques en raison de leur faible limite de détection et de leur stabilité. Nombre de ces
systémes cellulaires basés sur ce type de biorécepteur, reposent sur leurs propriétés
catalytiques ou pseudo-catalytiques.

Les micro-organismes sont une forme de biorécepteur qui s’appuie sur l'absorption
de certains produits chimiques. Des micro-organismes tels que des bactéries et des
champignons ont ainsi été utilisés comme indicateurs de toxicité ou pour la mesure des
substances spécifiques. Par exemple, I’emploi du métabolisme cellulaire, de la respiration
cellulaire ou de la bioluminescence bactérienne permettent d’évaluer les effets toxiques des
métaux lourds. De nombreux organites cellulaires peuvent étre isolés et utilisés comme
biorécepteur. Les protéines servent souvent d’élément de reconnaissance pour les réactions
intracellulaires qui auront lieu plus tard ou dans une autre partie de la cellule. Ces protéines
pourraient tout simplement &tre utilisées pour le transport d'un produit chimique d'un
endroit a un autre, comme porteuse ou canal sur une surface cellulaire. Dans la littérature

de nombreux capteurs couplés a des cellules sont utilisés pour le diagnostic médical [21].

1.3.1.5 Biorécepteurs de synthése

Dans le dessein d’améliorer la stabilité et de promouvoir I’industrialisation de
dispositifs biocapteurs, des éléments biomimétiques ont été synthétisés. En effet, cette
forme de biorécepteur synthétique imite le comportement des biorécepteurs naturels.

Différentes méthodes ont ét¢ développées au fil des années pour concevoir des récepteurs
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biomimétiques, on trouve généralement des molécules synthétisés telles que les polyméres

a empreintes moléculaires ou MIPs (Molecularly Imprinted Polymers) et les aptameres.

1.3.1.5.1Les aptaméres

Les aptameres sont des acides nucléiques synthétiques de longueur généralement
comprise entre 20 et 60 nucléotides, choisis a partir d’une banque aléatoire de séquences
selon leur capacité a reconnaitre et a fixer un ligand. Ils sont trés souvent employés en
biochimie. Ils possédent de nombreux atouts tels que leur flexibilité élevée, leur stabilité,
leur facilité de fixation et leurs possibilités de modifications chimiques et de marquage. Ils
peuvent étre générés par une sélection in vitro ou par SELEX (Systemic-Evolution-of-
Ligands-by-Exponential-enrichment) pour lier des cibles variées pour lesquelles des
anticorps sont difficiles a obtenir (telles que les toxines). Derni¢rement, Yoon et ses
collegues [22] et plus récemment Kwon et al. [23] sont parvenus a détecter la thrombine
(protéine de la coagulation sanguine) a des concentrations sub-nanomolaires dans des
milieux complexes. Grace notamment a leur forte stabilité et leur régénération facile, les
aptameres sont en concurrence avec les anticorps pour assurer la biodétection dans les
biocapteurs. En effet, des aptaméres possédant des affinités et spécificités similaires a
celles des anticorps pour des molécules variées (acides aminés, antibiotiques, ARN ou

ADN, protéines) ont été obtenus [24].

1.3.1.5.2 Notre choix : les polyméres a empreintes moléculaires

La technologie de I’empreinte moléculaire utilise la création d’un complexe
tridimensionnel qui « enregistre » la forme et les positions des groupements fonctionnels
de la molécule patron (template). Ainsi le polymere obtenu peut reconnaitre de fagon
sélective et spécifique la molécule utilisée dans le processus d’impression. Cette
technologie représente une alternative prometteuse aux systémes biologiques. Dans le
cadre de nos travaux, nous avons utilis¢ les polyméres a empreintes moléculaires
(MIP/NIP) comme biorécepteur dans 1’objectif de détecter des biomarqueurs du cancer
colorectal comme outil non invasif de diagnostic précoce. Ils présentent de nombreux
avantages indéniables comparés aux biorécepteurs naturels [25], [26] . Nous reviendrons
plus loin sur ce type de biorécepteur.

La partie suivante présentera les différents types de transducteurs en mettant plus

particuli¢rement en avant les études associant les MIPs.
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1.3.2 Transducteurs

La classification des biocapteurs peut également se faire sur la base des méthodes
de transduction qu'ils mettent en ceuvre. La plupart des formes de transduction peuvent étre
classées selon les trois catégories suivantes :

- méthode de détection électrochimique

- méthode de détection optique

- méthode de détection mécanique

1.3.2.1 Electrochimiques
Les principaux détecteurs utilisant une transduction €lectrochimique sont décrits ci-
dessous. Nous illustrons d’exemples typiques de travaux les associant a un biorécepteur,

généralement de type MIP.

1.3.2.1.1 Ampérométriques

Les biocapteurs ampérométriques sont constitués d’une électrode de travail et d’une
¢lectrode de référence. Ils sont basés sur la mesure des variations de 1’intensité de courant
traversant une cellule électrochimique a potentiel constant. Ces variations de courant
dépendent de 1’oxydo-réduction d’especes ¢électroactives qui a lieu a 1’¢électrode de travail.
Le courant est linéairement dépendant de la concentration de 1’analyte ce qui les rend trés
sensible [27]. Kriz et al. ont mis au point un biocapteur sur ce principe a base de MIP pour
la détection de morphine a visée thérapeutique [28]. Pesavento et al. ont congu un capteur
ampérométrique a base de MIP pour la détection de sérotonine dans le plasma sanguin par
I’intermédiaire d’¢électrodes en graphite [29]. Plus récemment, Neto et al. ont développé un
capteur ampérométrique pour détecter le 4-aminophénol avec une bonne sensibilité et

reproductibilité [30].

1.3.2.1.2 Potentiométriques
La potentiométrie est une méthode électrochimique qui repose sur la détermination
de la différence de potentiel créée entre une ¢électrode de mesure plongée dans la solution a
analyser et une ¢lectrode de référence. Cette différence de potentiel est proportionnelle au
logarithme de la concentration des éléments a détecter selon la loi de Nernst :

E=E, +Elnq (1-1)
zF
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Avec E : différence de potentiel entre le capteur et 1’¢lectrolyte, Eq: potentiel
standard de l’espéce considérée, R : constante des gaz parfait, q: activit¢ de ’ion a
mesurer, T : température en kelvin, z : valence de I’ion, F : constante Faraday.

Les systémes potentiométriques peuvent étre appliqués a I'élaboration des
transducteurs tels que les ChemFETs (Chemical-sensitive Field-Effect Transistors) ou les
ISFET (transistor a effet de champ sélectif aux ions). La surface de ces substrats
semiconducteurs est recouverte avec un film ou une membrane, qui sera sensible aux
changements de potentiel a la surface, résultant d'une réaction chimique ou d’un
changement de charge. L’intérét de ces dispositifs réside dans leur facilité de mise en
ceuvre et de miniaturisation [31].

Il existe peu de travaux de recherche employant cette technique en association avec
des MIPs (Heng et al. [32], Kitade et al. [33], Zhou et al [34]). Les travaux de Sidage et al.
décrivent un capteur potentiométrique a base de MIP pour la détection de chlorhydrate de
levamisole [35]. Dans cet exemple, le seuil de détection est de 1pumol.L™”, le temps de
réponse est relativement faible (< 15s) et la membrane a pu étre réutilisée pendant 4 mois
sans observation d’altérations des réponses du capteur. Liang et al. ont utilis€é un
biocapteur potentiométrique dont la couche sensible est un polymére a empreinte

moléculaire pour la détection de mélamine dans le lait [36].

1.3.2.1.3 Conductimétrie
La détection impédancemétrique ou conductimétrique est basée sur la mesure de la
conductivité d’une solution électrolytique soumise a un faible courant alternatif afin
d’éviter une électrolyse qui viendrait perturber la mesure du signal. Elle est basée sur la
mesure de variations de conductance et de capacitance qui ont lieu au niveau de l'interface
¢lectrode-analyte. Derni¢rement un capteur électrochimique impédancemétrique a base de
polymére a empreintes moléculaires (MIP) a été développé pour la détection de la

créatinine [37].

1.3.2.1.4Voltampéromeétrie
La voltampérométrie (voltammétrie) est une technique électrochimique qui permet
de détecter quantitativement un grand nombre d’analytes en mesurant le courant en
fonction du potentiel entre deux ¢lectrodes spécifiques d’une cellule ¢électrochimique a
trois électrodes (cf. Fig. 1-3). La forme du potentiel appliquée permet de qualifier le type

de voltampérométrie (cyclique, linéaire, a ondes carrées etc.).
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Fig. 1-3: Représentation schématique d'une cellule électrochimique a 3 électrodes

L’association de ce principe de transduction aux matériaux a empreintes
moléculaires est trés répandue, grace notamment a leur sensibilité et au large choix de
gammes de potentiels et d’¢lectrodes. Blanco-Lopez et al. ont ainsi développé des capteurs
de ce type pour la détection de I’acide vanillylmandélique [38]. Roy et al. ont rapporté
I’utilisation d’un capteur voltampérométrique pour détecter des polluants (para-

nitrophenol) dans I’eau [39].

1.3.2.2 Optiques

Un grand intérét a ¢été accordé aux techniques optiques dans le suivi des
phénomenes biochimiques exploités dans la biodétection. Un avantage important réside
dans la capacité a sonder les surfaces et les films de maniére non destructive. En outre, ils
présentent des avantages en termes de vitesse, de sécurité, de sensibilité et de robustesse
qui permettent de réaliser des détections in situ en temps réel. Ils ont également grace a
I’évolution des technologies d’intégration, une bonne aptitude a la miniaturisation et a la
télédétection de multi-analyte, permettant d’offrir une large gamme de parametres
mesurables pour la biodétection. Les principaux types de capteurs optiques exploitent les

propriétés décrites ci-dessous :

1.3.2.2.1Luminescence
Les biocapteurs basés sur la détection par la luminescence (propriété d’une
molécule de restituer rapidement sous forme lumineuse une partie de 1’énergie absorbée)
sont tres répandus et tres variés. Ce principe connait de nombreuses variantes, notamment:

- détection par fluorescence : consécutif a une excitation par une énergie lumineuse,
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- détection par chimiluminescence : consécutif a une excitation par une réaction
chimique.

La microscopie par fluorescence [40] constitue une méthode de référence pour les
applications a base de MIPs, de par sa sensibilité et sa capacité a évaluer rapidement, et ce,
malgré la nécessité de marquage des cibles. Ainsi Sulitzky et al. ont évalué 1’homogénéité
des couches de MIPs greffées a la surface d’un substrat en verre (silice) [41].

La détection de la lumiére émise par la dégradation biochimique d'un composé
présente l'avantage de ne pas nécessiter 1’utilisation d’une source d’excitation (la
fluorescence), ou un filtre optique pour la détection du signal résultant, car le courant de la
lumicre émise est directement proportionnel a la concentration de l'analyte. Pour ces
raisons, la chimiluminescence représente une technique de détection attrayante et par
exemple, Jing et ses collégues [42] ont récemment réalisé une détection de lysozymes dans
des échantillons d'urine humaine avec un biocapteur utilisant le principe de

chimiluminescence associé a des MIPs.

1.3.2.2.2Résonance de plasmons de surface (SPR)

Ce phénomene de résonance optique repose sur la réflexion totale d'une onde
incidente induisant la génération de plasmons de surface sous la forme d’un champ
évanescent. Les biocapteurs utilisant la résonance de plasmons de surface sont sensibles
aux changements d'indice de réfraction se produisant a la surface du capteur. C’est une

méthode de détection directe qui ne nécessite pas 1’utilisation de marqueurs (Cf. Fig. 1-4).

Source
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Fig. 1-4: Schéma du fonctionnement d’un transducteur a résonance de plasmons de surface
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Les plateformes SPR, qui classiquement utilisent des récepteurs naturels comme
¢lément de reconnaissance [43], ont rarement été combinés aux MIPs. Ceci est di au
fait que le champ évanescent généré a la surface n'est pas sensible aux changements de
lI'indice de réfraction produits par des analytes de petite taille tels que les empreintes
moléculaires et de ce fait peuvent étre difficilement détectables a de trés faibles
concentrations. L’équipe de Taniwaki [44] est parvenue a obtenir des résultats
intéressants en réalisant une biodétection du 9-ethyladenine a 1’aide d’une plateforme
SPR. Li et al. [45] ont employ¢ une plateforme SPR couplée a un film de MIP de 85
nm d'épaisseur pour la détection de la L-phénylalanine ester éthylique. Il est a noter
que ces expériences ont ¢été réalisées avec des échantillons de concentration
relativement élevée. Néanmoins, plusieurs résultats encourageants ont récemment été

publiés [46], [47].

1.3.2.3 Mécaniques

C’est en 1880 que les freres Curie ont découvert la piézoélectricité qui est le
principe de base du fonctionnement des capteurs a ondes acoustiques. L'application du
mécanisme de transduction piézoélectrique aux capteurs a ¢té réalisée en premier lieu par
I’équipe de Sauerbrey dés 1959. La difficult¢ de I’application résidait surtout dans la
détermination de I'épaisseur des couches minces intégrées a la surface du capteur.

Les capteurs piézoélectriques sont largement commercialisés. De nombreuses
couches bioréceptrices ont été étudiées pour détecter divers composés chimiques (King

1964) ou biologiques (Shons et al. en 1972).

1.3.2.3.1Capteurs a ondes de volume
Les biocapteurs a ondes de volume, appelés généralement microbalance a quartz
sont classiquement constitués d'un disque mince de quartz de coupe AT mis en contact
avec deux ¢lectrodes métalliques, comme représenté sur. La Figure Fig. /-5. Soumis a
l'application d'une tension alternative entre les électrodes, le cristal oscille typiquement
selon un mode de cisaillement transversal, a une fréquence de résonance dépendant des
caractéristiques du dispositif, inversement proportionnelle a I'épaisseur du cristal

piézoélectrique.
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ELECTRODE
QUARTZ

Fig. 1-5: Microbalance a quartz [48]

Lorsque la surface du cristal est soumise a une augmentation de la masse (4m), le
changement de fréquence de la fréquence d’oscillation (A4f,) peut étre exprimé par

I’équation de Sauerbrey [49]:

_ N2y Am (1-2)

A
/- NI

Avec :

- N :lerang de 'harmonique (N =1, 3, 5,7....),
- pg:lamasse volumique du quartz (g.cm™),

- g :le module de cisaillement (g.em™s™h),

- §:Taire de I’électrode,

- Cp: la sensibilité,

- Am :lamasse,

- A :lasurface du cristal,

- f:lafréquence de résonance (Hz).

L’utilisation des plateformes piézoélectriques s’est développée a un rythme
relativement plus lent comparé aux plateformes électrochimiques et optiques. Néanmoins,
ce type de transducteur présente des avantages non négligeables en mati¢re de cofits, de
possibilité de miniaturisation et d’automatisation, et les QCM associés a des polymeres a
empreintes moléculaires sont des systemes qui sont utilisés pour mesurer la fixation
spécifique d’un analyte avec un degré élevé de sensibilité (Haupt et al. 1999 [50]; Feng et
al. 2007 [51], Guerra et al. 2009 [52], Diltermiz et al. 2013 [53] ).
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Les applications de la technologie de I’empreinte moléculaire dans le domaine des
capteurs piézoélectriques s’étendent des petites molécules (biomacromolécules) aux
analytes volumineux (les micro-organismes et des cellules).

Nous pouvons citer les travaux de Dickert et Thierer [54] qui ont réalisé un capteur
QCM, de polyuréthanes réticulés comme empreinte moléculaire avec différents solvants.

Les capteurs piézoélectriques associés aux polymeres a empreintes moléculaires
représentent de bons candidats pour des applications dans le suivi thérapeutique, et un
certain nombre de cibles thérapeutiques ont été étudi€es. Liang et al. ont réalisé la
détection de café¢ine dans des échantillons de sérum et d’urine [55]. Cette équipe a utilisé
une technique similaire pour préparer des capteurs-MIP pour la détermination directe de

I'épinéphrine [56] et le pyriméthamine [57].

1.3.2.3.2 Capteurs a ondes de surface ou SAW

Dés le début des années 80, les demandes croissantes notamment dans le domaine
des télécommunications ont permis le développement de la technologie a ondes
acoustiques de surface (SAW) pour des applications a haute fréquence (100 MHz-2 GHz).
Les dispositifs SAW génerent et détectent des ondes élastiques de surface a ’aide de
transducteurs interdigités (IDT) déposés sur la surface d'un cristal piézoélectrique. De cette
manicre, 1'énergie acoustique est confinée a la surface du dispositif. Ainsi, I’onde est
potentiellement trés sensible a tout changement ayant lieu sur la surface, en particulier
toutes variations de paramétres mécaniques, surfaciques ou de viscosité.

Les dispositifs a ondes de surface ou SAW ont été utilisés comme lignes a retard et
filtres pendant une longue période avant leur commercialisation comme biocapteur
(Slobodnik et al. 1972 [58], Wohltjen et Dessy 1979 [59] ). Les ondes acoustiques de
surfaces a cisaillement horizontales : TH, onde de Love, ondes guidée, et les ondes de
Lamb) ont longuement été étudiés, mais leur utilisation dans des dispositifs en tant que
modes de transductions pour des applications biocapteurs est peu répandue.

Wohltjen et Dessy ont été les premiers a proposer un capteur basé sur des ondes
SAW (Rayleigh ou RSAW), recouvert avec une couche sensible a base de polymeére pour
la détection de gaz biologique [59]. Depuis ces travaux pionniers, de nombreuses
approches basées sur des capteurs SAW pour une variété d'applications dans la détection
de gaz ont été proposées [60], [61]. Cependant, les premicres tentatives pour des
applications en milieux liquides ont été plus délicates [62]. En effet, en milieu liquide, le

déplacement des particules ayant une composante normal a la surface du capteur, les ondes
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de compression sont propagées dans le liquide et induisent des atténuations (pertes
d’insertions). Par conséquent, les recherches ont ét¢ dans un premier temps, dirigés vers les
ondes acoustiques de volume (BAW). Pour s’affranchir de ce probléme d’amortissement
en milieu liquide, les ondes acoustiques doivent avoir une polarisation horizontale. C’est le
cas des d’ondes TH (Transverses Horizontales), guidées (guided Shear-Horizontal SAW)
ou ondes de Love. Ces capteurs associent ainsi une grande sensibilité gravimétrique de
surface et la capacité¢ de fonctionner en milieu liquide grace a leur polarisation transverse
horizontale.

C’est ce dernier type de capteur qui est utilis€ pour nos travaux de thése. Mis au
point lors de travaux précédents [63], il est composé de deux lignes a retard (voir Figure
Fig. 1-6). Chaque ligne est constituée d’un transducteur d’entrée, convertissant un signal
¢lectrique en onde acoustique, et un transducteur de sortie, convertissant 1’onde acoustique
en signal électrique sinusoidal. La seconde ligne peut étre utilisée comme référence ou

comme seconde voie de mesure.

Fig. 1-6: Capteur SAW a ondes de Love constitué de deux lignes a retard

1.4 Technique de ’empreinte moléculaire

1.4.1 Historique
La technique de I’empreinte moléculaire [64] a vu le jour avec les travaux pionniers
de Polyakov en 1931 [65]. Son équipe a observé le caractére complexant d’un polymere de
silice en présence de dérivés benzéniques. En 1949, Dickey [66] a repris la méthodologie et
réussi a préparer des adsorbants spécifiques pouvant reconnaitre de manicre sélective la

molécule utilisée pour réaliser I’empreinte en s’inspirant des travaux de Pauling sur la
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formation des anticorps. Le concept actuel d’empreinte moléculaire a été développé en
1972 par le groupe de Wulff [67] qui a réussi a synthétiser des polyméres organiques
possédant une sélectivité vis-a-vis d’une molécule prédéfinie.

La hausse du nombre de publications (cf. Fig. 1-7) ces vingt derniéres années
concernant |’utilisation et I’application de la technique d’empreinte moléculaire, témoigne
de I’intérét croissant dont elle fait I’objet dans de nombreux domaines tels que le médical

(diagnostique ou thérapie clinique), I’environnement, 1’agroalimentaire, le militaire etc.
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Fig. 1-7: Nombre de publications sur les polyméres a empreintes moléculaires de 1994 a 2010

[68]
1.4.2 Principe

Le polymeére a empreinte moléculaire représente une forme de biorécepteur de
synthése qui mime le phénoméne de reconnaissance existant dans les systémes
biologiques. L’ impression moléculaire est un processus ou le monomeére fonctionnelle et le
réticulant sont copolymérisés en présence de la molécule cible communément appelée
template, d’un initiateur de réaction et d’un solvant porogene. Une cavité tridimensionnelle
spécifique apparait aprés €limination de la molécule empreinte. Le MIP obtenu possede
une empreinte similaire en taille, en forme, en groupements fonctionnels a celle de la

molécule utilisée lors du processus d’impression moléculaire (cf. Fig. 1-8). Il posséde alors



Etat de I’art 35

la capacité de réaliser une détection spécifique de cette derniere. Un polymere non imprimé

(NIP) est préparé comme référence afin d’évaluer la formation de I’empreinte moléculaire.

Réticulant
Amorceur ﬁ
my 9
d Molécule /
empreinte 1. Auto-assemblage N

Monomére

< T —_— %

l 2. Polymérisation

3. Extraction

—®

4. Recapture

Fig. 1-8: Principe de la technique de I’empreinte moléculaire

1.4.3 Composants

1.4.3.1 La Molécule empreinte

Un polymeére a empreinte moléculaire est généralement synthétis¢é pour une
application analytique spécifique qui implique le choix et 1’utilisation d’une molécule
comme empreinte. La molécule empreinte appelée communément template est 1’élément
central de la technique de I’impression moléculaire. Elle doit ressembler a la molécule
recherchée en termes de taille, forme, orientation spatiale et position de leurs groupements
fonctionnels. Le choix de la molécule empreinte s’appuie sur plusieurs criteres tels que le

cott, la disponibilité et surtout sur la stabilité du complexe de prépolymérisation.

1.4.3.2 Le monomeére fonctionnel

La sélection du monomere fonctionnel est d’une importance capitale car le
mécanisme général de la formation d’empreintes repose sur les interactions entre le
monomere fonctionnel et le template. L’optimisation de la sélectivité¢ et de ’affinité du

MIP et donc de I’effet d’empreinte moléculaire dépend fortement de la complémentarité
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des caractéristiques fonctionnelles de ces deux ¢éléments. Les monomeéres présentent une

grande variété de fonctions (cf. Fig. 1-9). Ils peuvent étres basiques, acides ou neutres.
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2-Acrylamido-2-methylpropane Acrylamide 2-hydroxyethylmethacrylate (HEMA)

sulphonic acid

Fig. 1-9: Les monomeéres fonctionnels les plus couramment utilisés [69]

1.4.3.3 Le réticulant

Dans le cadre du processus de synthése des MIPs, la structure rigide de la matrice
polymérique est assurée par I’ajout d’un agent réticulant. Le réticulant est une molécule
organique qui enrobe le complexe formé par le couple monomeére fonctionnel et molécule
empreinte dans un réseau tridimensionnel qui est mécaniquement et thermiquement stable.
En effet, aprés extraction de la molécule empreinte, il permet de conserver la forme et la
taille du gabarit formé au cours de I’'impression et conditionne la reconnaissance et la
sélectivité. En reégle générale, on utilise une grande quantit¢ de réticulant (80 a 90 %
molaire). Sur la Figure 1-10 sont représentés, les agents réticulant les plus couramment

employés.
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Fig. 1-10: Agents réticulant [69]

1.4.3.4 Le solvant porogéne et la formation de la porosité

Le solvant porogéne joue un rdle primordial dans la formation de la structure
poreuse du polymeére. Son role premier du solvant porogene est de solubiliser les différents
constituants de la solution de prépolymérisation. Il doit également permettre la création de
larges pores afin d’assurer une bonne accessibilité du template jusqu’aux cavités. Dans une
approche non covalente, le solvant organique doit étre judicieusement choisi afin de
réduire les interférences avec le complexe de prépolymérisation. La plupart de ces
interactions étant des liaisons hydrogénes ou ioniques, il s’est avéré que les solvants peu
polaires et aprotiques donnent de meilleurs résultats. En effet, Sellegreen et Shea [70] ont
mis en évidence I’influence de la polarité du solvant sur la sélectivité du polymere.

La nature et la concentration du solvant détermine la morphologie, la structure et la
distribution en termes de taille de pores et de surface spécifique, par la réaction de
solvatation de la chaine polymérique dans le milieu réactionnel au cours de la phase initiale

de la polymérisation [139]. Avant d’exposer les processus régissant la formation de la
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porosité, la morphologie et la structure ainsi que la distribution en taille des pores seront

rappelés.

1.4.3.4.1 Morphologie des pores

La morphologie du réseau des polymeéres a empreintes moléculaires (cf. Fig. 1-11)
découle de la formation d’un amalgame de microsphéres elles-mémes issues d’un
amalgame de nuclei (10-30 nm de diametre). La porosité et la surface spécifique résultante
du MIP sont formés a partir des vides situés entre les groupements irréguliers des
microspheéres (macropores : diamétre > 50 nm), ou a partir de l'espace interstitiel d'un
groupe donné de microspheres (mésopores : 2 < diametre < 50 nm), ou encore a l'intérieur
des microsphéres elles-mémes (micropores, 2 nm de diametre). Le caractére poreux du
réseau polymérique provient de ces micro /méso/ macropores. Les valeurs typiques de la
surface spécifique des matériaux a empreintes moléculaires sont comprises entre 100 a 400

m*/g.

Mesopores
2-50 nm

Nuclei
(10-30 nm)

Macropores
50-1000 nm

Micropores
(<2 nm)

s

Agrégats de \UY . ) Microsphéres

microspheéres "‘t_,-\ N (100-200 nm)
(um) VAVS®

Fig. 1-11: Représentation schématique de la structure macroporeuse d’un polymére a empreinte

moléculaire [140]

1.4.3.4.2Le processus de la séparation de phase
La Figure 1-12 illustre le mécanisme général de la formation de la structure poreuse
(surface spécifique, morphologie, taille et volume des pores, distribution poreuse) des
matrices macroporeuses [139]. Ce mécanisme est contr6lé par la nature et le volume du
solvant porogene. Il est basé sur la cinétique de séparation de phase. Généralement, lorsque
le porogeéne possede un fort pouvoir solvatant [141], la séparation de phase se produit plus

tardivement et aboutit a la création d’un réseau polymérique présentant une large
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proportion de micropores et de mésopores (voir Fig. 1-12 B). Ces réseaux possedent des
pores de petit diametre (distance réduite entre les vides) et une forte surface spécifique.
Pour les solvants a faible pouvoir solvatant (peu diluant), la phase de séparation a lieu plus
rapidement au cours de la polymérisation, et génere ainsi des structures poreuses avec une
large proportion de mésopores et de macropores. Cela se traduit par une augmentation du
volume des vides (pore plus larges en diametre), réduisant la surface spécifique du
matériau polymérique (voir Fig. 1-12 A).

Formation des macropores
et mesopores

. Separatlon
Mo_nf)meres de phase
II)nltlatfeur précoce
orogene -_—
g —_—]

Formation des mesopores
et des micropores meso et micropores

macropores et mesopores

Séparatlon
de phase
tardive

-

Fig. 1-12: Représentation schématique de la structure macroporeuse d’un MIP selon la nature

du porogene, A) porogene a faible pouvoir solvatant, B) porogene a fort pouvoir solvatant. [139]

1.4.3.4.3 Effet du poids moléculaire

Les solvants porogénes ayant un faible poids moléculaire sont le plus surtout
utilisés car ils génerent des pores de petite tailles et ainsi une grande surface spécifique. De
plus, ils possedent une faible viscosité et sont relativement faciles a éliminer, ce qui facilite
leurs mélanges avec les monomeres [140] [142] [143] [144] [145] [146]. L'inverse est vrai
pour les porogeénes possédant un poids moléculaire €levé [140] [145]. En effet, la viscosité
augmente fortement avec I'augmentation du poids moléculaire du porogene et ainsi affecte
la dispersion de gouttelettes lors de la polymérisation, conduisant a la formation de pores

plus larges qui donnent un volume de pore plus faible.
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1.4.3.5 L’initiateur

L’initiation radicalaire est la méthode d’initiation la plus fréquemment utilisée pour
réaliser des empreintes moléculaires. Plusieurs types d’initiateurs sont employés comme
amorceurs mais ils doivent faire 1’objet d’une sélection judicieuse principalement en
fonction de leur solubilité¢ dans le milieu et de leur réactivité par rapport au monomere
fonctionnel.

L’AIBN (2,2’-azobisisobutyronitrile) et I’ABVD (2,2’-azobis-2,4
dimethylvaleronitrile) sont le plus couramment utilisés. Pour les réactions en milieu
aqueux, les persulfates (S,0*) d’ammonium ou de potassium sont utilisés du fait de leur
solubilit¢ dans I’eau. La polymérisation radicalaire se fait par voie thermique ou par
rayonnement UV. Les interactions de nature non covalente nécessitant une polymérisation
a basse température, dans ce cas précis on privilégie, la photoinitiation. La voie thermique

pour des mod¢les peu solubles, ou peu sensibles a la lumiere.
1.4.4Voies de synthése

1.4.4.1 L’approche covalente

La synthése par voie covalente ( cf. Fig. 1-13) introduite en premier par Wulff [71],
consiste a lier la molécule empreinte via des liaisons covalentes au monomere fonctionnel.
Apres polymérisation, les liaisons covalentes sont rompues par réaction de clivage ou par
hydrolyse. Les cavités résultantes sont capables de recapturer par I’intermédiaire de
liaisons covalentes la molécule empreinte ou un analogue possédant les mémes
groupements fonctionnels. Dans ce type d’approche, il n’est pas nécessaire d’utiliser un
exces de monomeres car les fonctions actives sont réparties a I’intérieur des cavités et non
aléatoirement dans le polymere. De plus 'influence de la température et de la polarité du
solvant porogene est moindre. Néanmoins, seul un nombre limité de composés peut étre
utilis¢ comme molécule cible (alcools, amines, acides carboxyliques, aldéhydes). La

lenteur de la recapture représente un probléme pour certaines applications.
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Fig. 1-13: Exemple de préparation de polymére imprimé basé sur des interactions covalentes.

[72]

1.4.4.2 L’approche non covalente

La méthode non covalente (cf. Fig. 1-14) a été développée, étudiée et optimisée par
I’équipe de Mosbach [73]. Les interactions entre le monomere fonctionnel et la molécule
empreinte sont €tablies via des liaisons non covalentes de type ionique, hydrogéne ou Van
Der Waals. Grace a sa simplicité de mise en ceuvre et a la grande variété de monomeres
fonctionnels commerciaux et synthétiques disponibles, c’est la technique la plus courante.
Afin de permettre la formation du complexe de prépolymérisation et de favoriser les
interactions avec la molécule empreinte, le choix du monomeére est primordial. La
principale limite de cette stratégie d’impression, concerne la formation d’un grand nombre
d’interactions non spécifiques avec la molécule empreinte dues a 1’introduction d’un exces

de monomere fonctionnel.
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Fig. 1-14: Exemple de polymére imprimé basé sur des interactions non covalentes. [72]
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1.4.4.3 L’approche semi-covalente

L’approche semi-covalente est une technique hybride qui combine certains
avantages des stratégies covalentes et non covalentes. L’ impression la molécule empreinte
se fait par I’intermédiaire de liaisons non covalente. Il existe deux variantes de cette
technique. La premiére variante est basée sur I’utilisation d’un intercaleur pour former la
liaison entre le monomere et la molécule empreinte. Cette méthode a été relatée par
I’équipe de Whitcomb. Lors de ces travaux, ils ont réalisé I’estérification du cholestérol par
le vinylphénol [74] par une approche semi covalente. L utilisation de 1’espaceur a permis
d’éviter I’encombrement stérique lors de I’étape de recapture. La seconde variante consiste

a réaliser une liaison directe entre le monomeére et la molécule empreinte.
1.4.5 Formats des polymeéres a empreintes moléculaires

1.4.5.1 Le monolithe (bulk)

Les polymeéres a empreintes moléculaires sont dans la majorité des cas, synthétisés
sous la forme d’un monolithe dur appelé communément ‘bulk’. C’est une technique tres
simple a mettre en ceuvre et qui nécessite peu de matériel. A la fin de la réaction de la
polymérisation, le monolithe obtenu est broyé et tamisé afin de récupérer les particules de
polymeéres a empreintes moléculaires qui sont irrégulieres. Dans ce mode de synthese, les
sites de reconnaissance sont disséminés dans toute la matrice polymérique et de ce fait,
certains sites demeurent inaccessibles aux molécules cibles. D’autre part, 1’étape de
broyage endommage des sites de reconnaissance, ce qui limite 1’utilisation dans certaines

applications chromatographiques.

1.4.5.2 Les particules

La technique d’impression moléculaire dite sphérique permet 1’obtention de
particules sphériques de taille contrélée (micrometre au nanomeétre) sans étapes de broyage
et de tamisage. Ces particules sont obtenues selon différents mode de préparation tels que
la polymérisation par précipitation, en suspension et en émulsion.

Ces microspheres polymériques peuvent étre employées dans de nombreuses
applications mais surtout sont principalement rencontrées en chromatographie en phase

liquide [88].



Etat de I’art 43

1.4.5.3 Les films minces

Les MIPs peuvent également étre synthétisés sous la forme de films minces intégrés
directement a la surface d’un substrat (capteurs, lames de verre, fibres optiques, électrodes,
wafers en silicium, etc.). Un aspect important dans la conception de ces couches minces de
MIPs est que les sites de reconnaissances sont localisés pres de la surface du polymere, ce
qui leur procure un atout majeur pour certaines applications plus spécifiques tels les
capteurs. Nous décrivons ici brievement les différentes méthodes employées afin d’obtenir

un film mince ou une membrane.

1.4.5.3.1Inclusion dans une matrice PVC
Le polymére a empreinte moléculaire est préparé sous forme d’un monolithe dur.
Apres les étapes de broyage et de tamisage, les particules de MIP sont incluses dans une
matrice de polychlorure de vinyle pour préparer un film. Ce mode de polymérisation a été

largement utilisé pour I’¢laboration de colonnes de chromatographie [75].

1.4.5.3.2Méthode sandwich

Cette technique [76] [77] [78] consiste & déposer dans un premier temps, quelques
gouttes de solution prépolymérisée sur le substrat. Une lamelle en verre ou une plaque en
quartz est ensuite positionnée au-dessus de cette solution pendant I’irradiation aux
ultraviolets, afin de répandre la solution sur la surface et de réaliser une polymérisation
sous atmosphére privée d’oxygene pour obtenir une couche uniforme de polymere.

L’épaisseur des films obtenus est liée a la pression exercée sur le dispositif a
enlever, avec une valeur typique de 1’ordre de quelques microns. Le descriptif de cette

technique sera abord¢ dans le chapitre suivant.

1.4.5.3.3 Dépot par enduction par force centrifuge (spin-coating)

Le dépot par force centrifuge [79], [80], de solution diluée est une méthode tres
courante pour la réalisation de films minces uniformes de polymeére sur un substrat donné.
Quelques gouttes de la solution de polymere sont d'abord déposées sur une plaque, qui est
ensuite mise en rotation. La solution se dépose radialement et I’excédent est &jecté hors du
substrat. Le film est obtenu apres évaporation du solvant. L’épaisseur du film est régulée
par la concentration, la viscosité et la vitesse de rotation. Toutefois, la principale limite de
cette technique étant la faible adhérence du film a la surface, il est nécessaire d’utiliser des

promoteurs d’adhérence pour fonctionnaliser la surface. On peut citer par exemple les
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alcane-thiols qui sont connus pour former une monocouche trés stable en surface de I’or ou

encore les silanes [81].

1.4.5.3.4Monocouche auto-assemblée (SAM)

Les monocouches auto-assemblées (SAMs) possedent 1’atout indéniable de pouvoir
modifier une grande variété¢ de surfaces, comprenant les surfaces métalliques, grace aux
outils de la chimie organique et organométallique. La fonctionnalisation des surfaces
notamment or, par les SAMs est une technique assez commune pour réaliser le couplage de
biorécepteurs a la surface des biocapteurs avec les sensibilités et spécificités essentielles a
une reconnaissance biologique performante. La modification de la surface repose sur des
molécules alcane-thiol, et permet le controle de la densité¢ et de la distribution des
biorécepteurs sur la surface. Les liaisons mises en jeu étant des liaisons de coordination, un
certain nombre de précautions sont & prendre pour assurer leur stabilité et empécher le
décrochage des monocouches. De plus, ces monocouches sont trés sensibles a la
température et aux ultraviolets ce qui rend irréalisables les polymérisations radicalaires

[82],[83],[84].

1.4.5.3.5 Silanisation des surfaces

D'autres systémes sont décrits dans la littérature pour associer un polymere
organique a une surface inorganique. C’est le cas de la technique de silanisation qui
consiste a accrocher des molécules fonctionnelles notamment des alcoxysilanes via des
liaisons covalentes a des surfaces solides comme le verre, les wafers de silicium oxydés en
surface ou le quartz. Ces agents de couplage doivent avoir une réactivité a la fois vis-a-vis
des surfaces inorganiques et des molécules bioréceptrices déposées. Les molécules
trifonctionnelles présentent l'avantage, par rapport aux monofonctionnelles, de se
condenser entre elles par formation de ponts Si-O-Si. Les alcoxysilanes sont convertis en
une couche stable de polysiloxane par couplage du groupe hydroxyle sur la surface. Un
inconvénient majeur de ce systéme est 1'existence de réactions parasites d'agrégation et de

polymérisation verticales, qui peuvent conduire a un recouvrement non plan de la surface.

1.4.5.3.6 Electropolymérisation
L’¢lectrodéposition [85], [86] est un procédé électrochimique qui permet d’obtenir
des films minces homogenes de polymeéres sur un substrat qui constitue 1’électrode de
travail, a partir d’une solution électrolyte contenant le monomeére. Ce type de

polymérisation s’appuie sur l’utilisation de monomeres électro-actifs, essentiellement de
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type phénol. Les monomeres sont liés via des liaisons covalentes a la surface par
l'intermédiaire d'un carbone aliphatique dont le choix est vaste (toute surface conductrice
ou semi-conductrice pouvant servir d’électrodes). C’est une technique fréquemment
employée pour 1’¢laboration de capteurs potentiométriques et capacitifs qui nécessitent des
films trés minces. L’épaisseur du film formé est controlée par la quantit¢ de charges
transférées durant 1’électropolymérisation [87]. Différents types de monomeéres peuvent
étre utilisés, D’acrylamide est le plus courant. Les contraintes majeures liées a cette
technique sont le fait qu’elle requiert I’utilisation d’un substrat conducteur et qu’elle est
compatible avec une faible variété de groupements fonctionnels. En outre, la rapidité de la
cinétique de 1’électropolymérisation rend difficile le contrdle de I’épaisseur de la couche

mince.

1.4.6 Applications des polyméres a empreintes moléculaires

Dans notre cas, nous aurons a nous intéresser plus spécifiquement aux techniques
de réalisation de films minces, a partir de protocoles et solutions issues de synthése en bulk
maitrisée par nos partenaires de ’'ICOA.

Les propriétés spécifiques des MIPs en ont fait un outil trés intéressant pour un
grand nombre d’applications, notamment les techniques de séparation et de purification,
I’application aux biocapteurs, 1’utilisation comme catalyseurs et enzymes artificielles [69].

Nous décrirons briévement ces principales applications, dans la mesure ou les
processus mis en jeu peuvent €tre d’intérét pour la réalisation et la compréhension des

biocapteurs.

1.4.6.1 Séparation

Les polymeéres a empreintes moléculaires peuvent étre utilisés par exemple pour la
séparation de molécules d’une solution complexe par extraction en phase solide, ou encore
pour la séparation d’énantiomeres, en tant que phase stationnaire en chromatographie
liquide haute performance (HPLC).

La chromatographie, et plus particulicrement la chromatographie en phase liquide,
est 'une des applications les plus courantes employant les polymeéres a empreintes
moléculaires. Cependant, seuls les MIPs synthétisés sous la forme de particules sphériques
permettent d’obtenir de bonnes performances chromatographiques.

C’est une technique d’analyse qui est aussi utilisée pour I’évaluation des propriétés

de reconnaissance du MIP. Pour cela on compare le facteur de rétention (k) d’une colonne
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de MIP a celui d’une colonne de référence remplie avec du polymére non imprimé (NIP).
Le facteur d’impression noté / est exprimé comme le rapport des facteurs de rétention du

MIP et du NIP.

K
1 =R 13
KN[P ( )

Ce facteur d’impression met en évidence la présence de sites spécifiques de
reconnaissance dans le MIP. Et c’est grace notamment a ces sites spécifiques que le MIP
recomplexe plus fortement 1’analyte que le matériau non imprimé [88].

Les polyméres a empreintes moléculaires ont souvent été utilisés comme phases
stationnaires chirales (MIP-CSP) pour la résolution des solutions énantioméres racémiques
de différents composés [89], tels que les dérivés d'acides aminés[90] [91] [92] et la
détection de drogue[93],[94],[95].

L’extraction en phase solide (SPE) emploie également des MIPs [96], [97]. C’est
une technique qui a pour but d’extraire certaines molécules présentes dans une solution
complexe. L’utilisation des MIPs pour la réalisation de phase stationnaire de type SPE
(MISPE) est tres répandue. Cette méthode réduit considérablement le temps de
prétraitement des échantillons. Le principe du MISPE est basé sur les mémes principales

¢étapes que la technique classique de SPE (cf. Fig. 1-15).

Solution a -

- -
L
analyser - avages Eluant
C— 1 C— 1
Col Li OO -- OO
olonne remplie = = =
de MIP = -. =]
(=] -
< - <
— [E— E— -
l ™ -
- - - -
- m Elution de la molécule

- - empreinte

Molécules non
retenues

Fig. 1-15: Etapes du processus de SPE classique
Au cours de I'étape de remplissage, 1'échantillon est percolé a travers les molécules
de MIP. En régle générale, le solvant utilis¢ doit posséder une polarité similaire a celle
utilisée lors du processus de polymérisation [98]. Cette méthode a été appliquée pour
réaliser l'extraction de composés dans différentes matrices d'échantillons tels que des

¢chantillons biologiques [99],[100],[101], environnementaux [102],[103],[104], dans
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I’industrie agroalimentaire [105],[106]. La premicre application du MISPE a été décrite par
I’équipe de Sellergren en 1994 [107]. Lors de cette étude, ils ont réalisé 1’extraction
sé¢lective de la pentamidine, médicament utilis€¢ pour le traitement du virus du SIDA, dans
des échantillons d'urine. Les MIPs a base de pentamidine ont été préparés par une

polymérisation in situ dans une colonne chromatographique couplée a un systéeme HPLC.

1.4.6.2 Catalyse

Des efforts considérables ont été entrepris pour développer l'utilisation des MIPs a
des applications catalytiques [108], [109]. Ces matériaux polymériques présentent de
nombreux avantages comparés aux biomolécules. En effet, leur sélectivité ¢levée et leur
forte stabilit¢é mécanique et thermique les rend aptes a étre utilisés dans des conditions
réactionnelles extrémes (haute température, milieu acide ou basique). Pour ces raisons, ils
représentent une alternative intéressante aux systémes biologiques (enzymes, systémes
anticorps-antigénes) [110]. Ils sont capables d'imiter la sélectivité et la stéréospécificité des
liaisons d'anticorps et des enzymes qui sont usuellement employés comme catalyseurs dans
la plupart des réactions.

Catalytiquement activés, ces matériaux imprimés peuvent &tre synthétisés en
utilisant des analogues de substrats ou des états de transition lors du processus
d’impression moléculaire [111]. La stratégie de synthése s’inspire des structures des sites
actifs des biomolécules tels que les enzymes (cf. Fig. 1-16).

Leonhardt et Mosbach ont appliqué cette stratégie en 1987 [112] afin d’obtenir des
matériaux a empreintes moléculaires avec une activité estérolytique utilisant des groupes

imidazole coordonnés a des ions cobalt au cours de la polymérisation.
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Fig. 1-16: Mécanisme de catalyse de la défluoration d’une cétone B-fluoré [103]

Trés récemment, Li et al. ont préparé des systémes thermosensibles a 1’aide
d’empreintes moléculaires ayant une activité catalytique pour réaliser une hydrolyse
catalytique du 4-nitrophényl acétate [45]. A basse température (20°C), le polymere ne
montrait aucune réaction de catalyse significative alors qu’a des températures plus élevées

(40°C), ils ont observé une importante activité catalytique.

1.4.6.3 Capteurs

Ces derniéres années, les capteurs chimiques et les biocapteurs ont connu un intérét
croissant dans le domaine de la chimie analytique, pour des applications telles que les
diagnostiques cliniques, l'analyse de l'environnement ou encore l’agroalimentaire. De
nombreux efforts ont été réalisés pour synthétiser des récepteurs artificiels capables de se
lier & une molécule cible avec une affinité et une sélectivité comparable a celles des
systemes naturels. La technologie des MIPs, peut étre également substituée a celles des
anticorps, dans bon nombre d’applications en raison de leur bonne stabilit¢ et de leur
inertie chimique [113]. A ce jour les MIPs ont été couplés avec succes avec différents
types de capteurs [114]. L'intégration de MIPS aux capteurs peut étre réalisée par une
polymérisation in situ [115], en utilisant un initiateur photochimique ou thermique [116],

ou par greffage de surface [117] avec des produits chimiques. L’¢lectropolymérisation
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permet de synthétiser des polymeéres a empreintes moléculaires sous forme de films minces

directement couplés a la surface du substrat [118].

1.4.7 Tableau récapitulatif des types de transducteurs

utilisant des MIPs

Le tableau suivant synthétise les principaux types de biocapteurs dont la couche
sensible est un polymeére a empreinte moléculaire, qui constituent notre objectif principal.
IIs sont classés par type de transduction, en mentionnant des références représentatives
d'études associées.

Les principaux ¢léments relatifs a la méthode de synthése retenue sont également

reportés ainsi que les résultats obtenus en termes de sensibilité ou de seuil de détection.
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Tab. 1-1 : Tableau récapitulatif des différents types de transducteurs utilisant des MIPs

Transducteurs Constituants : Méthode de synthése Seuil / plage de Applications REF
Monomere / molécule N
empreinte/réticulant/initiateur/solvant el
Electrochimiques Ampérométrique EDOT/Morphine - Electropolymérisation Sensibilité : [119]
171,5 pA / cmmM
MAA /Bilirubin / EGDMA/ - Fonctionnalisation: ally- Sensibilité : Application [120]
Benzophenone mercaptan 0,644p1A/mg/dl Meédical
- Photopolymérisation
Potentiométrique MAA / Atrazine / EGDMA/AIBN/ - Synthese en bulk Limite de détection : Santé et [121]
Toluéne - Inclusion dans une matrice 5%x10'M ou 0,1 ppm environnement
PVC
Conductimétrique MAA / Atrazine / TEDMA / AIBN/ - Synthese en bulk Limite de détection : Détection [122]
DMF - Photopolymérisation 5nM d’herbicide
Optiques Fluorescence Allylamine, Acide vinylphenylboronique 0,5-10 uM [123]
/Acide sialique / EGDMA
Chimiluminescence MAA-AA / Lysozyme Limite de détection : 5 Meédical [42]
ng.ml”!
SPR MAA / Theophylline-Caffeine-Xanthine / | - Film mince Limite de détection : 0.4 [124]
EGDMA / Chloroform - Photopolymérisation mg.mL-1
N-(N-propyl)acrylamide, MAA / - Film mince Limite de détection : 10° [125]
Theophylline / N,N’- - Photopolymérisation M
methylenebisacrylamide / Acetonitrile
Piézoélectriques QCM AA/L-Tryptophan / TRIM / Acetonitrile - Fonctionalisation: Limite de détection : [50]
acide thioctique GMA et ester 8.8 uM.
dodécane
- Film mince
- Photopolymérisation
MAA /Ions Cu(Il) / TRIM / ACN / AIBN - Fonctionnalisation : Limite de détection : Détection de [126]
3M NAOH 8.10™* uM. métaux lourds
- Film Mince
Styrene / Benzene, Toluene, Xylene / DVB | - Spin-coating Limite de détection : Détection de [77]
/ Diphenyle / AIBN - Polymérisation a 40°C Ippm contaminants
dans I’eau
SAW O-phenylnediamine / Acide sarin / - Electropolymerisation 1-100 mg / m® Militaire [127]
EGDMA - Film mince
- UV irradiation
Love wave MAA/2methoxy 3 methyl - Spray-coating [128]

pyramizine/ TRIM/Toluene/AIBN

- Photopolymérisation
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1.5Conclusion

Dans ce chapitre bibliographique nous avons présent¢ le biocapteur comme un
assemblage entre des composants organiques biorécepteurs (sondes ou ¢éléments de
reconnaissance biologique) et un composant €électronique assurant la transduction. Apres avoir
décrit les constituants d’un biocapteur, nous avons présenté les moyens et les techniques
utilisés dans la littérature pour leur combinaison.

Afin d’obtenir des biocapteurs de plus en plus sensibles, une nouvelle catégorie de
biorécepteurs, dits de synthese, s’est largement développée ces derniéres années. Les
polymeéres a empreintes moléculaires constituent les plus récents et sans doute parmi les plus
intéressants. La bonne performance des analyses les employant est essentiellement liée a leur
spécificité ainsi qu’a leur robustesse. En effet, la technologie d’impression moléculaire est
considérée comme un outil puissant dans le développement de méthodes d’analyse sélective.
L’affinité et la reconnaissance d’analytes des MIPs sont comparées au systéme anticorps-
antigene. De plus, sa robustesse inhérente, sa simplicité de mise en ceuvre et son faible cott,
en font une alternative potentiellement utile et intéressante pour la détection de petites
molécules a des concentrations tres faibles (femtomolaires) avec une sélectivité comparable a
celles des biorécepteurs naturels.

De méme que pour les biorécepteurs, les transducteurs sont classifiés selon différentes
catégories. IIs sont généralement désignés selon la nature de la méthode de transduction qu’ils
exploitent pour détecter la présence de I’analyte. Malgré I’importance historique des
transducteurs électrochimiques, les premiers utilisés en biodétection, les transducteurs
piézoélectriques occupent aujourd’hui une place importante parmi les principaux types
d’ondes mécaniques susceptibles d’étre exploitées. Parmi les biocapteurs piézoélectriques,
nous avons choisi les ondes de Love comme étant les plus adaptées, qui seront ainsi associées

a un polymere a empreintes moléculaires.
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2 Elaboration des couches minces de polymeéres

non imprimeés

2.1Introduction

Comme nous I’avons vu au chapitre 1, les polymeéres a empreintes moléculaires sont le
plus souvent préparés sous forme de blocs de polymeére appelés monolithes, qui sont ensuite
broyés et tamisés pour obtenir des particules de taille micrométrique. Cette étape de broyage
présente de nombreux inconvénients tels que la production de particules irréguliéres ne
pouvant étre utilisées dans certaines applications et surtout la perte de quantité importante de
la mati¢re polymérique qui engendre une perte des sites de liaisons. Par ailleurs, les MIPs
peuvent également étre synthétisés sous forme de films minces liés a la surface d'un substrat
en déposant la solution de prépolymérisation, contenant les différents constituants
(monomeres, agent de réticulation, molécule empreinte et amorceur), directement sur la
surface, suivi d'une polymérisation in situ. Les modes de dépdts les plus courants sont le
dépot a la tournette (spin-coating), la pulvérisation (spray coating), le dépot par capillarité
(dip-coating) et la méthode sandwich (Cf. Chapitre 1). Le dépot de MIP sous forme de
couches minces uniformes permet un acces rapide de la molécule empreinte aux sites de
reconnaissance, ce qui représente un avantage majeur dans les détections pour des
applications capteurs.

Ce chapitre est consacré aux travaux de mise au point concernant les études réalisées
afin d’obtenir un moyen approprié¢ de déposer localement sur la surface du transducteur des
couches minces de matériau non imprimé (NIP) sur des substrats de tests. Les matériaux
utilisés pour préparer les couches minces de NIP, et plus tard de MIP, sont développés au sein
du laboratoire ICOA (Institut de Chimie Organique et Analytique — CNRS - UMR 6005) de
I’Université d’Orléans.

Nous décrirons dans un premier temps, le choix et la préparation des substrats de test et
les éléments relatifs a la préparation des solutions prépolymeérisées et a la polymérisation. Nous
considérerons ensuite les conditions expérimentales d’élaboration en couches minces de NIP
selon différentes méthodes de dépot. Le but principal est de déterminer les gammes
d’épaisseurs susceptibles d’étre compatibles avec la propagation de 1’onde acoustique (pertes

limitées) tout en autorisant une porosité acceptable. De I’expérience acquise au sein de
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I’équipe, des épaisseurs de quelques micromeétres au plus, avec la possibilité de réaliser des
films d’épaisseur inférieure au micromeétre et reproductibles, sont recherchées. Les films

obtenus sont caractérisé€s essentiellement par profilométrie optique et mécanique.

2.2Préparation du substrat de test

2.2.1 Choix du substrat

Le dépdt de matériaux a empreintes moléculaires sous la forme de couche mince
nécessite la mise au point et la validation d’un protocole de dépdt. Pour cela notre choix de
support de test s’est porté sur des substrats de type silice, appréciés pour les nombreux
avantages qu’ils présentent (faible rugosité, faible cott, matériel durable et grande possibilité
de fonctionnalisation). De plus ces substrats ont I’avantage d’avoir une chimie de surface
proche de celle de nos capteurs eux-mémes équipés d’une couche guidante de SiO; sur le
substrat piézoélectrique de quartz. Les caractéristiques des lames de verres utilisées lors de
cette étape de mise au point des dépdts de film mince de polymere sont les suivantes : 76mm

x 26mm, ép. 1,1mm, bords rodés 90° (Fisher Scientific).

2.2.2 Fonctionnalisation de surface

Un aspect essentiel dans la réalisation d’un capteur intégré est I’immobilisation d’une
couche sensible de détection homogeéne sur la surface du transducteur. Le processus
d’accroche du polymére comporte une premicre étape ayant pour objectif la modification
chimique des groupements silanols de la surface du dispositif. De nombreuses références
bibliographiques soulignent I’importance de cette étape dans [’obtention d’une couche
sensible de MIP [129]. En effet, I’absence de procédure de prétraitement entraine une
mauvaise immobilisation, limitant le couplage avec I’onde et induisant alors une diminution
de la sensibilité du capteur. L’adhésion est favorisée par une fonctionnalisation chimique de
surface qui consiste a immobiliser une couche de molécules fonctionnelles qui est réactive a
la fois vis-a-vis de la surface du substrat et du matériau de reconnaissance. Le choix du

procédé dépend du substrat utilisé et des polymeres a déposer.

2.2.2.1 Activation de surface

Une premiére étape de traitement de surface consiste ainsi en un nettoyage approprié
permettant d’assurer une activation de la silice par contrdle de la mouillabilité de la surface et
ouverture de silanols (fonctions hydroxyles OH sur substrat Si). De nombreuses méthodes de

nettoyage de surface en vue d’une fonctionnalisation, sont rapportées dans la littérature
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(plasma O3 ou N, UV-OZONE, milieu fortement acide ou basique, pyrolyse etc.). Dans le

cadre de cette ¢tude, la méthode qui a été retenue est un nettoyage par un mélange piranha. Le

protocole mis au point est le suivant :

Mettre 20 mL de H, O, (peroxyde d’hydrogene a 30%) dans un bécher en téflon.
Ajouter délicatement en évitant les éclaboussures, 20 mL de H,SO4 (Acide
sulfurique a 95 %)).

Trempage des substrats dans la solution chaude (environ 110°C) et active pendant
15 min.

Pré-ringage + rincage abondant avec de I’eau DI.

Séchage au flux d’azote des substrats.

2.2.2.2 Silanisation

La réaction de silanisation a été largement employ¢ée et développée pour le greffage de

divers groupements sur des substrats. Cette réaction fait intervenir un composé¢ habituellement

nommé agent silanisant. Celui-ci comprend un groupement silane trifonctionnel pour une

liaison covalente avec les groupements silanols présents a la surface des oxydes (lame de

verre, surface SiO, du capteur) et un groupement fonctionnel méthacrylate dans notre cas,

susceptible de pouvoir participer a la réaction de polymérisation (voir Fig. 2-1).

Dans le cadre de ces travaux, un agent de liaison commercial, le 3-(trimethoxysilyl)

propyl méthacrylate appelé également y-méthacryloxypropyltriméthoxysilane (3MPS), a été

retenu. Sa formule chimique est représentée sur la Figure 2-1. C’est un silane trifonctionnel,

neutre qui ne s'ionise pas en solution. Son extrémité Si(OCHj3); (triméthoxysilane) est

destinée a réagir avec les groupements OH sur la surface a fonctionnaliser. Le principe de la

réaction de silanisation est représenté en Fig. 2-2.

OCHg 0
cho—giwo)?cm
OCHs L

Fig. 2-1: Molécule de 3-(trimethoxysilyl)propylmethacrylate
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Le protocole de silanisation comprend les étapes suivantes [130]:

1. Les substrats sont lavés a 1’éthanol afin de chasser les traces d’eau. En effet les silanes
sont sensibles a la présence d’eau qui, en interagissant avec les molécules de silane
pourrait empécher le greffage sur la surface.

2. Ils sont nettoyés avec le solvant de silanisation (toluéne).

3. Silanisation : le substrat est placé dans une solution de silane dilué dans le toluéne

(2 % en vol en 3MPS) toute une nuit a température ambiante.

4. Les substrats subissent un lavage au toluéne, a I’éthanol puis ils sont séchés sous flux

d’azote.

5. Pour finir, ils subissent une étape de réticulation a 1’étuve pendant 30 min a 200 °C

pour stabiliser la couche organique.

* o) OH OH OH OH
Nettoyage

5 &
pu
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[ \/
T f O:'
(] O ~ (&)
5 ° T O
g g : Oz
o o S S
? RS S—5—0o
o ? " OCHs
/’(é PN +
4 o o o Silanisation OH OH OH OH

e e

Fig. 2-2: Schéma représentatif de la réaction de fonctionnalisation

2.3 Eléments relatifs au polymere

2.3.1 Principe de la polymérisation radicalaire
La grande majorité¢ des polymeéres a empreintes moléculaires sont synthétisés par une
réaction de polymérisation radicalaire [131]. C’est une réaction de polymérisation en chaine
qui est caractérisée par trois €tapes distinctes appelées initiation, propagation et terminaison.
L’¢étape d’initiation comprend deux réactions consécutives. La premieére réaction consiste a

générer des radicaux libres dans le mélange réactionnel a partir de I’initiateur radicalaire
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introduit. Afin de former le début de la chaine du polymeére en croissance, le radical est ajouté
a la premiere unité de monomere au cours de la seconde réaction (Cf. équation 2-1). L’étape
d”’initiation conduit a la formation de monomeres activés. C’est une €tape étant donnée sa
lenteur, qui requiert une énergie d’activation importante.

Initiation:Re+M —X_ s RM e (2-1)

Une fois que les chaines de monomeéres sont formées, 1'étape de propagation a lieu. Au
cours de cette étape le réseau polymérique se développe par additions successives d'unités de
monomeres sur le centre actif, ce qui conduit a la croissance de ces chaines. Cette étape est
rapide et n’exige qu’une faible énergie (Cf. équation 2-2).

Propagation: RM, e +M —*—RM
(2-2)

Enfin, lorsque la croissance des macromolécules (chaines) cesse, la phase de
terminaison est atteinte. Généralement, 1’interaction entre deux extrémités de chaine en
croissance met un terme a la formation du polymeére soit par dismutation (Cf. équation 2-3),

soit par recombinaison (Cf. équation 2-4).
Dismutation: RM, e+RM, e —— RM H +RM,
(2-3)
Recombinaison: RM, e +RM, e —*sRM R (2-4)

2.3.2 L’enceinte de polymérisation

Lors de ces travaux, la réaction de polymérisation est initiée par photopolymérisation
sous irradiation UV qui permettra de transformer le film liquide qui sera déposé en un
polymeére tridimensionnel. Ce type d’initiation, présente de nombreux avantages tels qu’une
production de radicaux uniquement sur les zones exposées au rayonnement lumineux ainsi
qu’un controle temporel de la réaction (début et arrét simple, en déclenchant et en arrétant la
source lumineuse). D’autre part, le contrdle de la vitesse d’amorgage peut étre réalisé par le
choix combiné de ’intensité¢ lumineuse et de la température.

Cette réaction de photopolymérisation a lieu sous atmosphere inerte car la présence
d’oxygéne dans le milieu réactionnel empéche la polymérisation d’avoir lieu. En effet
I’oxygeéne moléculaire réagit fortement avec les radicaux libres produits par le photo-
amorceur [132] pour engendrer des péroxydiques (RO2¢) et des hydro-peroxydes (RO2H), qui

ne participent pas a la polymérisation. Ces réactions secondaires aboutissent a une surface peu
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ou pas réticulée. D’ou la nécessité de supprimer 1’oxygeéne du milieu réactionnel en faisant

circulant un gaz inerte tel que I’azote (Cf. Fig. 2-3).

Lampe UV

Porte-substrat

Fig. 2-3: Enceinte de polymérisation sous atmosphére inerte

2.3.3 Solution de prépolymérisation

Des solutions de polymeéres non imprimés (NIP) ont été préparées en premier lieu, afin
de mettre au point un protocole de dépdt en film mince reproductible. Il s’agit de polymeéres
synthétisés dans les mémes conditions que les MIPs mais en I’absence de molécule cible. Le
but final de ces travaux étant d’imprimer des nucléosides, 1’acrylamide (AA) a été retenu
grace notamment a sa forte réactivité vis-a-vis des riboses et des nucléobases via des liaisons
hydrogénes. L’azobisisobutyronitrile (AIBN) constitue I’initiateur, il a été utilisé¢ en quantité
molaire égale a 1% mol de la somme des quantités molaires de réticulant, de monomere
fonctionnel. L’acétonitrile (ACN) a ¢été sélectionné comme solvant porogéne car c’est un
solvant classique qui solubilise un grand nombre de molécules. L’éthyléne glycol
dimethacrylate EGDMA couramment utilis¢ dans nombre de travaux, a été sélectionné
comme réticulant.

Le tableau 2-1 reprend les différents ¢léments utilisés pour la synthése du NIP-
ACN.
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Tab. 2-1 : Détails des éléments de synthese du NIP-ACN

Eléments de synthése du Formules chimiques Raole
NIP-ACN

Monomére : Acrylamide Cx .
- Capacité a créer des liaisons

(AA) H.C \)C])\ hydrogenes.
2
X7 ONH,

Réticulant : Ethyléne - Responsable de la réticulation

glycol dimethacrylate 0 chimique aprées photopolymérisation.
(EGDMA) \/\‘O - Obtention de polymere ayant de
0

bonnes propriétés thermiques et

mécaniques.
Solvant porogéne : - Responsable de la porosité du
Acétonitrile matériau et n’interfere pas avec le
(ACN) H 3'C —C=N complexe de prépolymérisation
(CPP).
- Solubilise les différents
constituants.
Initiateur : - Responsable de I’initiation de la
Azobisisobutyronitrile N\Q H3C CH3 réaction de polymérisation

C N
(AIBN) >< SN N
H,C CH,

Les différents composants (monomere, réticulant, solvant porogeéne) dont les
proportions sont données dans le tableau qui suit (Tab. 2-2) sont introduits dans un tube a
essai. L’ensemble est ensuite dégazé avec du diazote pour chasser le dioxygeéne (O3),
susceptible d'inhiber la polymérisation. Puis, I’AIBN est ajouté. La solution de
prépolymérisation sans I’initiateur (AIBN) peut étre stockée au réfrigérateur pendant 1 mois.

Une fois I’AIBN ajouté il faut I’utiliser immédiatement.
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Tab. 2-2 : Formulation de la composition de la solution prépolymérisée de NIP-ACN

Constituants | Composé | Masse | Densité | Quantité | Masse | Volume | Equivalence
molaire | (g/mL) | de matiére | (mg) (nL) (mol)
(g/mol) (mmol)

Monomeére | AA 71,1 - 0,70 50,0 - leq

fonctionnel

(solide)

Réticulant | EGDMA | 198 1,1135 | 3,51 696,4 | 625 Seq

(liquide)

Solvant ACN - - - - 2000 -

porogéne

(liquide)

Initiateur AIBN 256,3 - 0,042 10,8 - 1% (n

(solide) monomére T 11

rc’ticulant)

2.4Dépbts en couches minces

Nous présentons dans cette partie les résultats expérimentaux des dépdts obtenus selon
les trois méthodes de dépdts de NIP qui ont été retenues, parmi les moyens a notre disposition
susceptibles de présenter un intérét a court terme pour notre objectif de démonstrateur :
méthode sandwich, dépot par pulvérisation, dépot par centrifugation. Ces essais sur lames de
verre nous ont permis d’étudier I’influence des paramétres permettant d’obtenir des couches
minces homogeénes d’épaisseurs nanométriques (entre 200 et 500 nm), jusqu’a quelques
micrometres avec un risque de pertes prohibitives ultérieurement sur le capteur.

Quelle que soit la méthode utilisée, le mélange de prépolymérisation est déposé a la
surface du substrat et suivi d’une polymérisation radicalaire réalisée sous irradiation UV. Les
principaux parameétres a maitriser pour obtenir des dépdts localisés de polymeres a empreintes
moléculaire sur la surface du transducteur, sont les suivants :

- Bonne adhérence du film mince sur la surface des capteurs a ondes acoustiques.
- Compatibilité du processus de dépdt avec les dispositifs a ondes acoustiques.
- Compatibilité de la couche mince avec la propagation de 1’onde acoustique.

- Reproductibilité du résultat.
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2.4.1 La méthode sandwich

2.4.1.1 Principe

Cette technique (cf. Fig. 2-4) consiste a déposer quelques gouttes de solution
prépolymérisée en sandwich entre deux lames de verre. La seconde lame permet d’étaler la
solution et 1’épaisseur du film est typiquement calibrée en fonction de la force d’appui [50].
Elle assure également 1’absence localisée d’oxygene pendant la photopolymérisation.

Les inconvénients majeurs de cette technique sont une faible reproductibilité et une
gamme d’épaisseurs a priori plutdt élevée avec des valeurs supérieures a 1pum, rencontrées
dans la littérature. Néanmoins c’est I'une des premicres méthodes utilisées pour la production

de films minces de MIPs comme biorécepteur pour sa simplicit¢ de mise en ceuvre [78],

[133].

Dépot Irradiation UV
365nm

(44

\ ® _,\_\___

Apres
désassemblage

&

de la solution

Fig. 2-4: Schémas de la méthode sandwich

2.4.1.2 Protocole de dépot

La solution prépolymérisée est déposée sur la surface de la lame de verre qui est
ensuite recouverte par une deuxieme lame de verre. Puis I’assemblage de lames est ensuite
soumis a un rayonnement UV de longueur d’onde de 365 nm pendant 3 h pour réticuler la
couche de polymére. Les deux lames sont ensuite désassemblées et la lame recouverte de film

mince de NIP-ACN est rincée plusieurs fois avec de de 1'acétone et de l'eau distillée pour
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enlever le polymére non réticulé et les solvants encore présents dans le dépdt de polymere.
Une synthése du protocole de dépot relatif a la méthode sandwich est présentée dans le

tableau 2-3.

Tab. 2-3 : Syntheése du protocole de dépot de la méthode sandwich

Méthode sandwich
Choix du matériau Lame de verre
Nettoyage Nettoyage des lames de verre

- Nettoyage a I’acétone puis a 1’éthanol des deux lames de
verre.

- Traitement a I’UV-Ozone de I’une des lames.

Dépot - Dépot d’une goutte de 2 pl de NIP sur le substrat

- La2°™ lame recouvre la 1°° lame sur laquelle a été déposée
la solution.

Polymérisation - Polymérisation UV a 365nm pendant 30 min.

Désassemblage - Lalame du dessus est enlevée.

2.4.1.3 Résultats et caractérisation des dépbts

Les mesures d’épaisseurs des films sont réalisées en utilisant un profilomeétre a stylet
(VEECO Dektak 150), un résultat typique est représenté en Fig. 2-5a. Les images des films
minces obtenues a 1’aide de la caméra du profilométre a stylet représentent chacune une zone
de 0,67x4,29 mm”. Les films obtenus sont trés épais (>1um). D’autre part, la séparation des
lames de verre est une étape critique de cette technique par le risque d’arrachage de parties de
polymere partiellement a 1’origine d’inhomogénéité du film (Cf. Fig. 2-6). En effet, le
polymére (zones sombres sur le cliché¢) ne recouvre pas totalement la zone de dépot du
substrat (zones claires), mais forme plutdt de petits amas. Pour limiter ce probléme, il est
important de réaliser un traitement chimique de la lame support afin de garantir une forte
adhésion du polymeére a la surface du support traité. Toutefois, le probleme de séparation des
lames de verres, 1’épaisseur ¢levée des films obtenus (voir Fig. 2-5) et la difficulté de réaliser
des dépdts localisés sur une zone définie, constituent un inconvénient majeur pour la

compatibilité avec les dispositifs a ondes acoustiques.
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Fig. 2-5: Caractérisation par profilometre a stylet et optique intégré, a) profil du bord de la couche
mince de NIP-ACN, b) image de surface (zoom : 600x)
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Fig. 2-6: Schémas de I’étape de séparation des lames de verre de la technique sandwich [134]

2.4.2 La pulvérisation

2.4.2.1 Principe
Cette technique de dépdt consiste a pulvériser sur la surface sensible du capteur une
solution de polymeére. Le banc de dépdt, est constitué d’une valve de la série 780S de chez
EFD (cf. Fig. 2-7), pour laquelle plusieurs parametres de débit et de pression sont réglables
pour ajuster la quantité de solution vaporisée [135]. La principale difficulté de cette technique
de dépot réside [105] dans l'obtention de couches minces homogenes reproductibles. Parmi
les parameétres régissant la qualité des dépdts nous pouvons citer en particulier :
= La distance entre la valve de pulvérisation et le substrat : elle influe sur la
vitesse de dépdt des gouttelettes sur le substrat.
= La pression exercée dans la seringue et la pression du jet de pulvérisation :
leurs valeurs sont variables et peuvent étre comprises entre 0 et 1 bar dans le
corps de la seringue et entre 0 et 2 bar au niveau de la valve de pulvérisation.
= La taille et le temps d’ouverture de la valve : la taille des gouttelettes générées
ainsi que la quantit¢ de matiere déposée dépendent fortement de ces deux
parametres. Pour ces essais, nous les avons fait varier en fonction de la quantité

déposée souhaitée.
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(b)
Fig. 2-7: a) Schéma, b) Photographie de principe du dispositif de dépot par pulvérisation

2.4.2.2 Protocole de dépot

De facon a pouvoir maitriser la qualité¢ du dépdt effectué, il est essentiel d’ajuster les
solutions de polymere et les réglages. La pression de pulvérisation est réglée a 1,5 bar, pour
étre proche du maximum paramétrable et d’obtenir de fines gouttelettes de taille réguliere. De
maniére a ce que le fluide contenu dans la seringue s’écoule correctement, la pression de
poussée est ajustée autour de 0,2 bar. Enfin, I’ouverture de la valve, qui influe directement sur
le débit de fluide pulvérisé, est adaptée afin de délivrer la quantité¢ de fluide nécessaire pour
recouvrir la zone de dépot. Les dépots ont été réalisés sur des lames de verre avec un volume

de 10 mL de solution prépolymérisée. Le tableau 2-4 synthétise le protocole de dépots :
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Tab. 2-4 : Synthése du protocole de dépot de la méthode par pulvérisation

Lames de verre
Caractéristiques : 76mm x 26mm ¢€p. 1,1mm, bords rodés 90°.
1-Nettoyage - Nettoyage a 1’acétone puis a I’éthanol des deux lames
de verre.
2-Dépot - Dépot de 10 mL de NIP sur la lame de verre par
pulvérisation.
3-Polymérisation - Polymérisation UV a 365 nm pendant 45 min.

2.4.2.3 Résultats et caractérisation des dépots

Comme précédemment, la profilométrie mécanique et optique a permis d’étudier la
qualité des dépots. Les clichés de films minces de NIP-ACN sont présentés sur les Figures 2-8
et 2-9. Les images de la Figure 2-8 sont obtenues a 1’aide de la caméra du profilometre a
stylet. Les images de la Figure 2-9 obtenues a 1’aide d’un profilometre optique Veeco,
représentent chacune une zone de 1,3x0,9 mmz, au niveau de la bordure de films de NIP-
ACN. Comme nous pouvons le voir sur les deux figures, les films obtenus sur les lames de
verres sont hétérogenes. Le matériau (zones sombres ou vertes sur les clichés) ne recouvre pas
la totalité du substrat (zones claires ou bleu), mais forme de petits amas. En outre, 1’épaisseur
des films est de ’ordre de 10 um, ce qui est trés épais pour notre application. Cette technique

nécessite également une plus grande quantité (environ 10 mL) de solution comparée aux

autres techniques.

Fig. 2-8: Images de surface de dépot de NIP-ACN par la méthode de pulvérisation au
profilométre a stylet (zoom : 600x)
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Fig. 2-9: Image de dépots de NIP-ACN par la méthode de pulvérisation au profilométre optique
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2.4.3 Le dépbt a la tournette

2.4.3.1 Principe
Le dépdt par centrifugation est une méthode usuelle de dépdt qui permet la réalisation
de films minces par enduction centrifuge. La surface a revétir est fixée a un support motorisé.
Ensuite, un volume de la solution est déposé¢ puis étalé de fagon homogene par force
centrifuge. Le procédé de la méthode spin-coating qui été décrit par Bornside et al. comporte
les quatre étapes suivantes [136] :
- La premicre étape consiste a déposer une quantité de liquide en excés et de
I’étaler lentement sur le substrat (Fig. 2-10(1)).
- Dans la seconde étape, la mise en rotation avec une rampe d’accélération,
génere une force centrifuge qui permet 1’étalement radial du liquide vers
I’extérieur jusqu’a recouvrir la totalité¢ du substrat (Fig. 2-10(2)).
- Le film liquide s’homogénéise en épaisseur et I’exces de liquide est évacué du
substrat par la force centrifuge au cours de la troisiéme étape correspondant a
un palier en vitesse (Fig. 2-10(3)).
- Dans la dernicre étape (gélification), le solvant s’évapore en laissant un film

mince sur le substrat.
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Fig. 2-10: Etapes du processus de dépot par spin-coating

D’aprés ces mécanismes, un film liquide épais et uniforme a tendance a étre formé

pendant la rotation, dont I’épaisseur (e) est décrite par 1’équation 2-5 :

0

e(t) = (2-5)

2,2
N 4pw‘te,
3n
Avec ey I’épaisseur initiale, ¢ le temps de rotation, w la vitesse angulaire, p la densité

1

de la solution, # la viscosité de la solution.

Cette méthode présente 1’avantage d’une grande facilité de mise en ceuvre permettant
d’obtenir un film de polymeére uniforme sur un substrat. Les films sont trés stables et peuvent
généralement étre stockés ou utilisés pour une durée indéterminée. Deux inconvénients
peuvent étre notés. Tout d’abord, la nécessit¢é de promouvoir 1’adhérence en modifiant
chimiquement la surface. De plus, le solvant piégé dans le film de polymeére peut nuire a sa

performance [137].
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2.4.3.2 Protocole de dépoéts

La tournette utilisée au laboratoire IMS est un appareil de marque SUSS Microtech, de

modele CT62 présenté en Fig. 2-11.

capot amovible

Y2 T e

Fig. 2-11: Photographie de la tournette (spin-coater)

Le capot amovible dont il est muni, permet d’isoler de maniére semi-étanche la couche
liquide de I’atmosphére ambiante. La fermeture immédiate du capot apres le dépdt de la
solution sur le substrat, permet de confiner le solvant en ralentissant son évaporation.

Les parametres importants influant sur I’épaisseur et la qualité du dépot sont les
suivants :

-Le temps de rotation qui est paramétrable : nous avons utilisé des valeurs comprises entre
10 et 60 secondes pour tous les dépots réalisés.

-L’accélération programmable, avec laquelle est atteinte la vitesse. C’est un parameétre
influant sur la qualité du dépot, nous avons choisi de tester des valeurs comprises entre 300 et
4000 rpm/s.

-La vitesse de rotation : la tournette utilisée, permet d’atteindre des vitesses de rotation de
7000 rpm. Lors de nos essais, nous avons réalisé¢ les dépots a des vitesses de rotation

comprises entre 400 et 2000 rpm.
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-le volume de solution : ce parametre influe sur la quantit¢ de matiére introduite et sur
I’épaisseur du dépot réalisé. Lors de notre étude, nous avons préalablement recouvert
I’ensemble du substrat de la solution a déposer avant la mise en rotation. Les volumes utilisés
sont compris entre 5 et 20 uL pour les dépodts sur lames de verre.

Une bonne maitrise de ces parameétres conduit a 1’obtention d’un dépdt d’épaisseur tres
homogene.

Avant dépot, les lames sont nettoyées dans des bains successifs d’acétone et d’éthanol.
Elles subissent un traitement sous UV-Ozone pendant 10 min afin d’améliorer le mouillage de
la surface par la solution. Le mélange prépolyméris¢ contenant les différents réactifs est
déposé par centrifugation. Tous les dépdts sont réalisés systématiquement a capot fermé du
début jusqu’a la fin de la procédure de spin-coating. Un programme de dépot a été mis au

point de manicre a obtenir des couches minces homogenes (cf. Tab. 2-5).

Tab. 2-5 : Synthése du protocole de dépot a la tournette de films minces de NIP-ACN sur des lames

de verre

Lames de verres :

(76mm x 26mm ép. 1,1mm, bords rodés 90°)

- Nettoyage a 1’acétone puis a 1’éthanol des deux lames de verre.
- Traitement a ’UV-OZONE de la lame support.

- Réglage tournette pour 2 a 10 pL de solution :

1-Nettoyage

2-Dépot
- v=1000 rpm.
- a=300 rpm/s.
- t=10-15s.

3-Polymérisation |- Polymérisation UV a 365nm pendant 3h sous atmospheére inerte.

Les résultats préliminaires de dépots sans prétraitement des lames de verres, ayant mis
en ¢évidence un probléme d’adhérence, une étape de fonctionnalisation a ¢été ajoutée de
nouveau. Ainsi afin de s’affranchir de ce probleéme d’adhérence et d’améliorer 1’étalement des
solutions, la surface des substrats a été soumise a un traitement chimique de surface, composé
d’une premicere €tape de nettoyage utilisant un mélange piranha, et d’une silanisation pour
obtenir un greffage covalent du polymere a la surface. L’ensemble du protocole de dépot est

synthétisé sur le tableau 2-6.
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Tab. 2-6 : Synthése du protocole de dépot a la tournette de film de NIP-ACN, avec silanisation

Lames de verres :

(76mm x 26mm ¢€p. 1,1mm, bords rodés 90°)

Détails et observations

1-Nettoyage

-Bain piranha (15 min).

-Ringage abondant avec de I’eau DI

puis séchage a I’azote.

-Amélioration de la
mouillabilité de la surface

des substrats.

2-Silanisation

-Lavage au solvant de silanisation
(toluéne).
-Silanisation (2% en vol) toute une

nuit a température ambiante.

-Stabilisation de la couche par recuit

a I’étuve a 200°C pendant 30 min.

-Greffage covalent du
polymére a la surface du

substrat.

3-Dépot

-Réglage tournette pour 2 a 50 pL de
solution :

- v=400-2000 rpm.

- a=300-4000 rpm/s.

- t=10-40s.

4-Polymerisation

-Polymérisation UV a 365 nm

pendant 3h sous atmosphere inerte.

2.4.3.3 Résultats et caractérisation des dépots

2.4.3.3.1Résultats de dépbts préliminaires sans prétraitement

Le tableau Tab. 2-7 résume les conditions testées et les résultats obtenus :
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Tab. 2-7 : Essais de dépot par centrifugation réalisés avec une solution de polymeére non imprimé

sur des lames de verre non silanisées

Tests Vitesse Volume Accélération | Durée Remarques

(rpm) (nL) (rpm/s) O)
1 700 20 300 30 Dépots hétérogenes
2 900 20 300 60 Dépots hétérogenes
3 1000 20 2000 40 Dépots hétérogenes
4 1500 10 300 30 Dépots hétérogenes
5 2000 5 4000 15 Dépots hétérogenes

La Figure 2-12a montre I’épaisseur d’un film mince et la Figure 2-12b, le cliché pris

par la caméra du profilomeétre a stylet d’un dépot de NIP-ACN. Comme nous pouvons

I’observer sur la Figure 2-12b, les films minces obtenus lors des premiers essais, ¢taient pour

la plupart hétérogenes. Quels que soient, le temps de rotation, le volume de solution utilisé, la

vitesse ou 1’accélération, le dépdt résultant a tendance a se localiser sur une partie du support

et ne s’étale pas de mani¢re homogene, ce qui indique une difficulté de la solution a mouiller

le substrat.
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Fig. 2-12: Caractérisation par profilométrie mécanique a) profil du bord de la couche mince de

NIP-ACN, b) image de surface (zoom : 600x)

2.4.3.3.2Influence du prétraitement et limitation de la zone de dépdét

Les résultats de dépots et les différents parametres testés sont synthétisés dans le
tableau 2-8:
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Tab. 2-8 : Essais de dépot a la tournette de films minces de NIP-ACN sur des lames de verre

Tests | Vitesse | Volume | Accélération | Durée | Nombre Remarques
(rpm) (nL) (rpm/s) (s) d’essais
1 3000 15 300 40 12 Dépots homogénes

d’épaisseur = 900 nm

2 3500 20 400 40 7 Dépots homogénes

d’épaisseur = 700 nm

3 4000 10 400 40 8 Dépots homogénes

d’épaisseur = 500 nm

4 4000 10 400 40 4 Dépdbts homogenes

d’épaisseur = 400 nm

5 400 5 400 40 6 Dépdts homogenes

d’épaisseur = 3pm

En comparaison avec les essais de spin coating réalisés sans aucune procédure de
prétraitement, les résultats (Cf. Fig. 2-13 et 2-14) montrent que les dépdts obtenus sont
homogenes et mettent en évidence 1I’importance d’une étape de traitement de surface pour
réaliser des dépdts de bonne qualité. En effet, a chaque fois, les dépots étaient homogenes
avec une bonne reproductibilité. Ces tests préliminaires sur les lames de verre visaient a
démontrer la faisabilité du couplage de matériau a empreinte moléculaire sur des substrats
ayant une chimie de surface proche que celle de nos capteurs. Par conséquent nous avons pu

procéder par la suite au test sur les dispositifs a ondes acoustiques.
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Fig. 2-13 : Caractérisation par profilométrie mécanique a) profil du bord de la couche mince de

NIP-ACN, b) image de surface (zoom : 600x)
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Fig. 2-14 : Caractérisation par profilométrie mécanique a) profil du bord de la couche mince de

NIP-ACN, b) image de surface (zoom : 600x)

De plus, des tests de limitation de la zone de dépot sur les lames de verre en vue du
dépot de NIP-ACN sur le chemin de propagation du capteur a onde acoustique ont été réalisés
en utilisant un film adhésif (Kapton). Il recouvre les zones choisies pendant le dépot afin
d’obtenir un dépdt sur une zone prédéfinie. La solution est ensuite déposée par force

centrifuge. La Figure 2-15 présente une image du film mince de NIP-ACN réalisée avec la
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caméra du profilométre a stylet. Le film recouvre la zone délimitée par le Kapton. Par ailleurs,

les Figures 2-13 et 2-14 montrent I’existence d’effets de bord liés a I’utilisation du Kapton.

Ligne de

démarcation

Fig. 2-15 : Image de surface par la caméra du profilométre a stylet de NIP-ACN avec la limite du

dépot due au masquage par Kapton (zoom : 600x)

2.5 Conclusion

Dans ce chapitre nous avons expos¢ dans un premier temps la méthodologie de
préparation des solutions prépolymérisées ainsi que le protocole de fonctionnalisation
chimique de la surface du substrat par I’intermédiaire d’une couche d’accroche de silane
(B3MPS). Ce protocole de silanisation a permis de coupler de maniére covalente les couches
minces de polymeres non imprimés a la surface du substrat. Comparée a d’autres méthodes
(I’'immobilisation par affinit¢ ou I’immobilisation par des liaisons ioniques), la silanisation
permet un couplage covalent tres stable.

Parmi les différentes techniques de dépot a notre disposition, les résultats de dépots
obtenus nous ont amenés a sélectionner un dépot a la tournette (spin-coating), adaptée pour
I’obtention de films minces homogenes d’épaisseurs controlées sur des substrats de tests. En
vue du dépdt local de polymere sur le chemin acoustique des capteurs, nous avons réalisé des
tests de dépot sur des zones prédéfinies en utilisant du Kapton.

Ainsi, apres la validation du protocole de dépot reproductible sous forme de couches
minces homogeénes (200 nm), nous allons procéder aux mémes tests sur des capteurs a ondes

acoustiques qui seront exposés au chapitre suivant.
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3 Intégration du film mince sur le capteur

3.1Introduction

Pour les diverses applications des capteurs a ondes acoustiques a la détection et a la
caractérisation de milieux, la stabilité des parameétres de propagation de l'onde acoustique
représente l'un des parametres les plus importants. Ainsi, toute variation d'un ou plusieurs
parametres physico-chimiques extérieurs tels que le dépot d’un film mince de polymere,
modifiera les caractéristiques de propagation de 1'onde.

Dans le chapitre précédent, nous avons déterminé le dépot par centrifugation comme
méthode de dépdt permettant d’obtenir les meilleurs résultats. Les premicres expériences
réalisées sur des lames de verre, ont ainsi permis de définir les parameétres permettant
d’obtenir des couches minces homogenes. A partir de cette base, un premier objectif était de
trouver un moyen appropri¢ de déposer localement sur le chemin acoustique du transducteur,
un matériau a empreinte moléculaire, compatible avec la propagation de 1’onde acoustique.
Ces essais ont pour dessein de montrer la faisabilit¢ et I’intérét de la réalisation d’une
plateforme de détection a partir de 1’association d’un matériau a empreinte moléculaire et
d’un dispositif & ondes de Love.

Dans ce chapitre dans un premier temps, nous présenterons brieévement les
caractéristiques des capteurs a onde de Love utilisés lors de ces travaux. Ensuite, nous
détaillerons les résultats du couplage des films minces de polymeéres (NIP-ACN, MIP/NIP-
DMSO) a la surface du capteur a onde acoustiques, avec 1’adaptation du protocole présenté au
chapitre précédent, au changement de support puis au changement de solvant qui sera
nécessité par le passage au polymere imprimé avec une cible commerciale, sélectionnée
parallélement par le partenaire ICOA. Nous exposerons également les caractérisations
¢lectriques des dispositifs apres dépodts, pour valider la propagation de I’onde, ainsi que les
caractérisations des films par profilométrie et microscopie électronique a balayage qui
permettront notamment de valider I’extraction des empreintes puis leur recapture par les films

MIP.
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3.2Le capteur a onde de Love

3.2.1 Structure de la ligne a retard
Les dispositifs a ondes de Love utilisés dans le cadre de ces travaux sont ceux développés et
réalisés selon un protocole établi en collaboration entre I’'IMS et la plateforme technologique
du LAAS (Laboratoire d’Analyse et d’Architecture des Systétmes UMR CNRS 8001) de
Toulouse. Les capteurs ont une €paisseur totale de 500 um. Comme déja abordé au chapitre 1,
ils sont constitués de deux lignes a retard, qui comportent chacune un transducteur d’entrée
qui génere 1’onde ¢lastique par effet piézoélectrique inverse, tandis que le transducteur de
sortie transforme de nouveau cette onde mécanique en signal électrique, par effet

piézoélectrique direct.

_ |Quartz
_|sio,

_|Tr'an54:| ucteurs

T

W

Fig. 3-1: Capteur a onde de Love [48]

Les principales caractéristiques des lignes a retard sont décrites ci-dessous (Cf. Fig.
3-1):

- Le substrat en quartz, de coupe cristallographique AT (angles d’Euler :0°, 121.5°,
90°), choisie pour conférer au capteur a onde de Love une sensibilit¢ maximum, et une
propagation perpendiculaire a X qui permet de générer des ondes purement transverses

horizontales.
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- Les transducteurs composés de 44 paires d’électrodes interdigitées (IDTs) (Figure 2-
1-A) et de deux plots de contacts (Figure 2-1-B), sont, en général, réalisés par dépdt de
couches minces en Titane/Or déposées par évaporation sur le substrat. La périodicité spatiale
des ¢électrodes (ou doigts), A est de 40 um. L’ouverture des transducteurs, W, est de 40A.

- La couche guidante est un ¢élément essentiel du fonctionnement du dispositif a ondes
de Love. Cette couche permet de confiner I’énergie acoustique et augmente ainsi la sensibilité
a I’effet de masse du capteur a ondes de Love. C’est une couche de SiO;, de 4 a 5 um
d’épaisseur typiquement déposée par PECVD (Plasma Enhanced Vapor Deposition) a une
température (300°C) inférieure a la température de changement de phase du quartz. A la suite
de ce dépot, la couche est gravée chimiquement, aprés une nouvelle étape de
photolithographie, afin de libérer les contacts ¢lectriques. Le choix du SiO, est justifié par les
nombreux avantages suivants :

- bonne rigidité

- faibles pertes acoustiques,

- bonne stabilité chimique et mécanique (résistance a de nombreux traitements
chimiques),

- célérité acoustique inférieure a celle du quartz,

- compatibilité avec les milieux biologiques,

- possibilité de fonctionnaliser sa surface,

- réutilisable.

3.2.2 La sensibilité a I'effet de masse

Le principe de détection d'especes cibles par les capteurs a ondes acoustiques s’appuie
principalement sur l'effet de masse, ou de maniére plus générale sur un effet mécanique. C'est-
a-dire que la sorption d’especes entraine une modification des propriétés physico-chimiques.
Il s’ensuit une perturbation de I'onde acoustique et notamment un changement de sa vitesse de
phase et une variation de la fréquence d’oscillation comme illustré en Figure 3-2.

La sensibilité¢ a D’effet de masse est définie comme la variation relative de vitesse
ramenée a la variation de masse surfacique due au dépdt ou a une modification de la couche
sur le chemin de propagation de 1'onde acoustique. Cette sensibilité est définie par la relation
suivante [107][138] :

V, Ap,b

(3-1)

Avec :
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- AV = V-V, la variation de vitesse,

- Vo : la vitesse de phase du dispositif initial sans couche sensible ou avec couche non
modifiée,

-V, . la vitesse de phase du dispositif apres effet de masse ou avec couche modifiée,

- Apo : la masse volumique de la couche sensible ou sa variation,

- b : I’épaisseur de la couche sensible,

= capteur'"nu"
= = capteur avec couche mince

200 -

100

Phase |S,| (°)
(—]

-100

-200

h

117.2 117.4 117.6

Fréquence en MHz

Fig. 3-2: Décalage de la réponse de phase en transmission suite a un ajout de masse sur le capteur

a onde acoustique

3.2.3 Caractérisation électrique des capteurs a ondes de Love
Les changements des conditions de propagation de 1'onde de Love se traduisent par
une modification de la vitesse et une atténuation de I'onde. Ces mesures ont été réalisées au
moyen d'un analyseur de réseaux ANRITSU MS4623B (voir Fig. 3-3), pour nous permettre de
controler le bon fonctionnement des dispositifs et de préciser leurs caractéristiques

notamment en ce qui concerne les pertes d'insertion.
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Fig. 3-3: Caractérisation des capteurs a ondes de Love a I’analyseur de réseau

3.2.3.1 Réponse fréquentielle

Les réponses en transmission Sy, soit le gain en amplitude et en phase caractéristique
d'une ligne a retard a ondes de Love en fonction de la fréquence, sont présentées en Figure 3-
4. La réponse en gain permet de retrouver une fréquence de résonance proche de 117 MHz qui
correspond a la fréquence de fonctionnement attendue. Les niveaux des pertes d’insertions
s’¢élevent a -35 dB. La ligne de base qui se rapporte au niveau de bruit, est rejetée a des
valeurs de -100 dB. En outre, nous pouvons remarquer la bonne linéarité de la phase dans

toute la bande de transmission.
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Fig. 3-4: Réponse fréquentielle observée a l'analyseur de réseau: (a), amplitude, (b) phase

3.2.3.2 Réponse temporelle

La réponse temporelle en transmission du dispositif de test est obtenue en transposant
dans le domaine temporel par transformée de Fourier inverse, les résultats obtenus dans le
domaine fréquentiel. La Figure 3-5 représente une réponse temporelle typique de la ligne a
retard. Le pic principal de la réponse (marqueurl) représente 1’onde acoustique. Ce signal est

retardé du temps mis par I’impulsion générée par le transducteur d’entrée pour atteindre le
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transducteur de sortie, et il présente un retard de 1,98 ps. Ce retard peut étre déterminé a partir
de la vitesse de phase de 1’onde et de la distance centre a centre Lce des deux électrodes

interdigitées par la relation suivante :

L

T=-c (3-2)
l/f

Avec :

- L. : distance centre a centre des deux électrodes

-V, : vitesse de phase de I’onde
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Fig. 3-5: Réponse temporelle observée a l'analyseur de réseau d’un capteur a onde de Love

3.3Elaboration et caractérisation de la couche mince de
NIP-ACN

3.3.1 Protocole de dép6t
La formulation de la solution de prépolymérisation est la méme que pour les dépdts
sur des lames de verre. Cependant, le protocole a pu étre adapté au dépot sur les dispositifs a
ondes acoustiques afin d’obtenir des dépots localisés sur la zone de propagation de I’onde

(chemin acoustique).
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Représentation du masque de
kapton

Fig. 3-6: Localisation de la couche mince de polymére a empreinte moléculaire sur la zone centrale

de la double ligne a retard et dessin du masque de kapton

Un film polyimide adhésif de 50 pm d’épaisseur (Kapton®™) a été déposé de part et
d’autre du capteur laissant libre une bande de la largeur de la zone active (voir Fig. 3-6) avant
dépot du polymere. L’utilisation de ce ruban de Kapton, présente 1’avantage de ne pas altérer
le substrat lorsqu’il est retiré. Il est également simple a utiliser et posséde une bonne stabilité
mécanique et chimique. Pour limiter au maximum les effets de bord, le Kapton est retiré

rapidement juste apres le dépot.
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Tab. 3-1 : Synthése du protocole de dépot de NIP sur les capteurs

-Bain piranha (15min).

-Ringage abondant a I’eau DI puis séchage a 1’azote.

-Lavage au solvant de silanisation (toluéne).
-Silanisation (2% en vol) une nuit a température ambiante.

-Stabilisation de la couche par recuit a I’é¢tuve a 200°C pendant 30 min.

-Réglage tournette pour 2 & 50 puL de solution :
- v=1000-3000 rpm.
- a=300-4000 rpm/s.
- t=10-40s.

-Polymérisation UV a 365 nm pendant 3h sous atmosphere inerte.

3.3.2 Résultats et caractérisation
3.3.2.1 Mise au point des paramétres de dépot

Apres application du masque polyimide, les dépdts sur les capteurs a ondes
acoustiques sont réalisés a I’aide de la technique de centrifugation (spin-coating) selon le
protocole synthétisé sur le tableau 3-1. Suite au changement du support de test, les premiers
résultats utilisant les paramétres sélectionnés lors des dépdts sur lames de verre n’étant pas
concluants, nous avons alors procédé¢ a de nouveaux tests en ajustant les parametres de la
tournette (vitesse de rotation, nombre de paliers de vitesse, accélération et durée) afin
d’obtenir des films minces homogenes. Les résultats de ces essais ménent a des dépdts
homogenes avec une grande gamme dans les €paisseurs obtenues, celles-ci étant comprises

entre 17 um et 200 nm. L’ensemble des résultats de dépots réalisés, est présenté au tableau 3-

2.



Intégration de la couche de matériaux a empreintes moléculaires sur le capteur 88

Tab. 3-2 : Résultats des dépots a la tournette, réalisés avec une solution de NIP-ACN sur des

dispositifs a ondes acoustiques

Capteurs 1 2 3 4 5 6
Vitesse V=400 1000 1000 2000 V=400 1500 2000
(rpm) V,=1000 V,=2000
Accélération | 4000 4000 4000 4000 2000 2000 2000
(rpm/s)
Durée (s) T,=10 40 20 20 T,=13 10 10
Tz =5 T2 =5
Quantité 5 30 10 30 30 40 50
(nL)
% en vol du | 2 2 2 2 2 2 2
silane
Remarques Polymeére Polymére | Polymere | Polymere Polymére | Polymére | Polymere
épais : épais : épais : trés fin : fin : trés fin : tres fin :
17pm 8 um 6 nm 200 nm 500 nm 350 nm 220 nm

3.3.2.2 Caractérisation électrique des capteurs a ondes

acoustiques a base de NIP-ACN

Les capteurs équipés de ces couches minces de NIP-ACN ont ainsi été caractérisés
¢lectriquement sous analyseur de réseau ANRITSU avant et aprés dépdt, afin de contrdler le
bon fonctionnement des capteurs lors de leur réception, et de quantifier le déphasage et
surtout les pertes liées au dépdt des films minces de polymére et vérifier que celles-ci
demeurent acceptables pour un fonctionnement avec la boucle d’oscillation.

Les Figures 3-7 et 3-8 présentent les réponses fréquentielles en transmission §,; en
gain et en phase du capteur r26b06 et du capteur r22 a04, avant et apres dépot du polymere
non imprimé d’épaisseur 200 nm et 6 um respectivement. On note une bonne linéarité¢ de la

phase dans la bande de transmission (cf. Fig. 3-7 b et Fig. 3-8 b), typique d’une ligne a retard.
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Les réponses en gain montrent une fréquence de résonance proche de 117 MHz pour le
capteur r26b06 et 115 MHz pour le capteur r22a04.

On n’observe pas d’augmentation des pertes d’insertion significative pour le capteur
r26b06, mais une légere variation de la fréquence de résonance. La courbe de phase
permettant de déterminer la diminution de fréquence Afy (a phase constante) liée au dépot du
film mince, est de I’ordre de 50 kHz pour une épaisseur d’environ 200 nm.

En revanche, pour les films plus épais (€paisseur 6 um), la réponse du capteur 122 a04
apres dépot de la couche, montre une augmentation des pertes de 22 dB et une variation de
fréquence de 160 kHz (cf. Fig. 3-8).

Ces résultats permettent de conclure qu’a partir de 6 um, les pertes d’insertions sont
trop importantes et pourraient devenir prohibitives pour un fonctionnement en oscillateur.
Néanmoins, les films épais de polymeres contiennent plus de pores et présentent ainsi une
surface active plus importante qui permettrait d’obtenir une plus grande sensibilité¢ du capteur.

Pour exploiter au mieux le potentiel des capteurs a base de MIP, un compromis est essentiel.

Par la suite, nous avons choisi de limiter 1’épaisseur du polymere a 200 nm. Les

conditions ayant permis 1’obtention de cette épaisseur avec les meilleurs résultats sont :

- une vitesse de 2000 rpm,
- untemps de 20 sou 10 s,

- une accélération supérieure ou égale a 2000 rpm / s.
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Fig. 3-7: Réponse fréquentielle en transmission S,; avant et aprés dépot de la couche de

MIP-ACN (200 nm) du capteur r26b06, a) gain, b) phase
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Fig. 3-8: Réponse fréquentielle en transmission S ,; avant et aprés dépot de la couche MIP-ACN
(6 um) du capteur r22 a04, a) gain, b) phase
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3.3.2.3 Influence de la quantité de solvant porogéne sur les dépoéts

en couches minces

(@) (b)

Fig. 3-9: Image par profilomeétre a stylet du film mince de NIP-ACN, a) avant diminution, b) aprés

diminution de la quantité du solvant porogéne

Les couches minces de NIP-ACN obtenues sont pour la plupart non homogenes sur la
zone de dépot du polyméere. Comme nous pouvons 1’observer sur la Figure 3-9a, un grand
nombre de petits amas, suivi de vide, sont visibles a la surface du capteur, le polymére ne
recouvrant pas toute la zone. Nous avions déja rencontré ce probléme sur quelques cas, lors
des tests préliminaires sur les lames de verres. Néanmoins ce phénomene est plus récurent

pour les dispositifs a ondes acoustiques.

Par ailleurs, la composition de notre solution prépolymérisée étant celle utilisée pour
la synthése de NIP sous format monolithique (Bulk), elle conduit a un faible contrdle de la
porosité en couche mince. En effet, comme nous 1’avions décrit au Chapitre 1, le pourcentage
total en solvant porogene dans le mélange de polymérisation constitue un parametre
primordial qui permet de déterminer les caractéristiques du réseau poreux, et donc celle de la
taille et du volume des pores. Ce parametre nécessitait donc un ajustement pour obtenir un
matériau avec une distribution poreuse adéquate. Pour cela nous avons divisé par deux la
quantit¢ de solvant (volume initial = 2mL, volume actuel = ImL) dans la composition du
mélange réactionnel (cf. Tab. 2-2). Cette diminution de la quantité de solvant porogéne nous a

permis d’obtenir des dépdts avec une distribution poreuse homogene (voir Fig. 3-9b).

3.3.2.4 Profilométrie mécanique
La Figure 3-10 présente 1’épaisseur du film mince de NIP-ACN réalisée, mesurée avec

un profilometre a stylet. Le film présente une épaisseur d’environ 200 nm avec une bonne
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homogénéité. On peut néanmoins remarquer des effets de bords liés a I’utilisation du Kapton
malgré son retrait directement apres le dépot de la solution. Nous avons considéré que 1’effet
de cette surépaisseur localisée, étant donnée sa largeur de quelques dizaines de nanometres
par rapport a la longueur d’onde de 40 um de la ligne a retard, était négligeable en premicre

approximation sur la réponse du dispositif.
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Fig. 3-10: Caractérisation par profilométrie mécanique a) profil du bord de la couche mince de

NIP-ACN (220 nm) sur le capteur, b) image de surface (zoom : 600x)

3.4Elaboration et caractérisation de la couche sensible de
MIP/NIP-DMSO

Comme mentionné en introduction générale, les polymeéres a empreintes moléculaires
sont utilisés dans de nombreux travaux comme couche sensible comportant des sites de
reconnaissance spécifique d'espeéces ciblées. La mise au point du procédé¢ de dépot
reproductible en couche mince de NIP-ACN sur les capteurs a ondes acoustiques nous a
permis de proposer un protocole de dépdt en couches minces en adaptant le protocole de
dépot sous format bulk.

L’objectif final étant d’imprimer et de détecter des nucléosides modifié€s urinaires par
une approche de type « Capteur », et les nucléosides modifiés urinaires ainsi que le MIP
correspondant étant en cours de réalisation, nous nous sommes orientés vers le dépot d’un
MIP commercial visant la détection d’un nucléotide (AMP : adénosine monophosphate).
Cette ¢tape avec une cible commerciale disponible visait a évaluer le comportement du

capteur ainsi équipé¢ et d’étudier les phases d’extraction et de recapture de la molécule
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empreinte, constituant la phase clé de la faisabilité du capteur. Pour mener a bien cette étude,
nous avons été amenés a modifier la formulation de la solution, avec le choix d’un nouveau
solvant porogéne (DMSO en remplacement de I’ACN) et 1’ajout d’un co-monomere, ce qui a
nécessité une nouvelle adaptation des parameétres de dépot afin d’obtenir les épaisseurs

escomptées (environ 200 nm).

3.4.1 La molécule empreinte
Comme nous venons de le mentionner, le choix de la molécule empreinte s’est donc
porté sur un nucléotide : I’adénosine-5-monophosphate. Les nucléotides sont des molécules
essentielles qui constituent les unités de base dans les acides nucléiques. Les nucléotides et
nucléosides forment une famille de molécules impliquées dans la communication
intercellulaire. De nombreux exemples de MIPs employant des bases nucléotides ont été
reportés dans la littérature [147] [148] [149].
La structure générale de la molécule d’adénosine monophosphate est schématisée sur
la Figure 3-11. Cette molécule est constituée d’un sucre a cinq carbones (ribose), de I'une des

5 bases azotées (I’adénine pour I’AMP) et la liaison d’un groupement phosphate.
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Fig. 3-11: Schéma et structure générale de I’adénosine monophosphate

3.4.2 Préparation de la solution prépolymérisée
Le choix du monomere fonctionnel est un facteur clé dans la formulation du polymére,
car c’est lui qui interagit fortement avec les fonctions chimiques de la molécule empreinte.
L'acrylamide (AA) a été conservé comme monomere car ¢’est I'un des meilleurs monomeres
fonctionnels qui permet de complexer par liaisons hydrogéne les nucléobases et les riboses.
Afin d'obtenir une bonne sélectivité, un autre monomeére (co-monomere) a été introduit dans

la formulation de la solution, le 2-diméthylamino-éthyl-méthacrylate (DMAEM) pour créer
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des liaisons ioniques avec le groupement phosphate de I'AMP. L’utilisation de ’EGDMA
¢tant trés courante dans nombre de travaux de publications, il été sélectionné a nouveau
comme réticulant. Le choix du solvant porogene s’est porté¢ sur le DMSO comme solvant
organique capable de solubiliser la molécule d’AMP, d’ou la notation MIP/NIP-DMSO. Enfin
nous avons repris I’AIBN comme initiateur en quantité molaire égale a 1% mol de la somme
des quantités molaires de réticulant, de monomere fonctionnel et de template. Le polymere
non imprimé (NIP-DMSO) a été synthétis¢ dans les mémes conditions mais sans I’ajout de la
molécule empreinte. La constitution de cette solution prépolymérisée pour le MIP-DMSO est

synthétisée dans le tableau 3-3.

Tab. 3-3 : Formulation de la composition de la solution prépolymérisée de MIP/NIP-DMSO

Constituants Fonction Masse | Densité | Quantité | Masse | Volume | Equivalence
molaire | (g/ml) | de (mg) | (uL)
(g/mol) matiére
(mmol)
X Monomeére
Acrylamide fonctionnel : | 71 - 0,70 15 - 10 eq
(AA) (solide)
. . Co-
2-(diméthylamino) | =~ o e | 157 0,934 0,02 3,3 3,5520 leq
éthylméthacrylate (liquide)
(DMAEM)
. Réticulant :
Ethyléne glycol- (liquide) 198 1,1135 3,51 696,44 | 625 55 eq
dimethacrylate
(EGDMA)
.. Template :
Adénosine (solide) 347 - 0,02 73 - leq
monophosphate
(AMP)*
Dimethylsulfoxide | oL/ 1" 1000 1mL
(];nn}[go); sulfoxide porogéne : - - - - m
(liquide)
L. . Initiateur :
Azobisisotyrinitrile (solide) 256 - 0,04 10,8 - 1% (n
(AIBN) monomére+ n
réticulant)

3.4.3 Protocoles de dépét de la couche mince de MIP/NIP-DMSO

Le protocole de dépot du MIP-DMSO sous forme de couche mince, est synthétisé dans

le tableau 3-4:
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Tab. 3-4 : Synthése du protocole de dépot de MIP/NIP-DMSO sur les dispositifs a ondes

acoustiques

Capteurs
(dimensions : 24 mm x 15 mm, ép. : 0.1 mm)

1 —Nettoyage - Bain piranha (15 min).
- Ringage abondant avec I’eau DI puis séchage a 1’azote.

2-Silanisation - Lavage au solvant de silanisation (toluene)
- Silanisation (2% en volume) une nuit a température ambiante.
- Stabilisation de la couche par recuit a I’étuve a 200°C pendant 30

min.
3-Dépot - Réglage tournette pour 20 pL de solution :
- v=1000 a 2000 rpm.
- a=1000 a 4000 rpm/s.
- t=10,20s.
4-Polymérisation - Polymérisation UV a 254 nm pendant 1h30 sous atmosphére inerte.

3.4.4 Protocoles d’extraction et de réinsertion de la molécule

empreinte

3.4.4.1 L’étape d’extraction de la molécule empreinte

L’¢étape d’extraction est une étape importante dans la synthése des matériaux a
empreintes moléculaires qui requiert 1’optimisation des conditions opératoires afin d’obtenir
des taux d’extractions quantitatifs idéaux. Sa mise en ceuvre repose sur le systeme étudié. Le
role du mélange d’extraction est de favoriser les interactions solvants / molécule empreinte
(template) afin de faciliter 1’extraction de la cible de la matrice polymérique. En effet, le
mélange de solvant choisi doit permettre la rupture des liaisons entre le monomeére
fonctionnel et la molécule cible, et selon la nature des interactions, plusieurs choix de solvants
sont possibles. Cependant, la plupart des interactions mises en jeu sont généralement des
liaisons hydrogénes et les solvants utilisés pour 1’extraction sont polaires. Les mélanges de
solvants les plus rencontrés sont ainsi des mélanges acétonitrile/acide acétique, ou
méthanol/acide acétique [12,13]. Dans notre cas, ¢’est un mélange méthanol/ammoniaque.

Pour la phase d’extraction, nous avons placé le capteur dont la zone sensible est
recouverte d’une couche de MIP/NIP dans un bécher (cf. Fig. 3-12) et suivi le protocole
suivant.

Ce protocole consiste a préparer la solution d’extraction en mélangeant 4 mL

d’ammoniaque (hydroxyde d’ammonium: 37%) dans 70 mL d’eau ultra pure. A ce mélange
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est ajouté, 30 mL de méthanol. Les substrats sont ensuite immergés dans cette solution
pendant toute une nuit dans le réfrigérateur a (+4°). Puis ils sont rincés abondamment avec
I’eau ultra pure (4 fois) et lavés au méthanol afin d’éliminer les particules fines du polymeére.
Le dispositif est alors récupéré et séché au flux d’azote. Le polymére dépourvu d’empreintes
moléculaire (NIP), subit également cette phase d’extraction afin d’éliminer toutes molécules

non liées au réseau du polymere.

il B

0
P==1

Toute une nuit
au

réfrigérateur
(+4°C)
d’extraction '
Capteur avec une —_— ;
couche de MIP ’ (| Iil
N\ FI |\. — ’

Fig. 3-12: Schéma du dispositif utilisé pour I’étape d’extraction

3.4.4.2 L’étape de réinsertion de la molécule empreinte

L’¢étape de la recapture de la molécule empreinte a également été réalisée dans des
conditions statiques, en 1’absence de tout flux continu de solvant.

Elle consiste a placer le capteur recouvert de couche mince de MIP apres 1’étape
d’extraction dans une solution de concentration connue en molécule. Pour notre étude, nous
nous limiterons dans un premier temps a une concentration d’empreintes (AMP) égale a 5
mg/L soit 5000 ppm ou encore 14 mM. La méme expérience est réalisée avec un polymere
non imprimé (NIP).

Les capteurs sont successivement immergés dans les différentes solutions, Le

protocole suivi est le suivant :

1 ére

étape : solution tampon 1 mL (acide acétique/ hydroxylamine) 1 mM, pH 7

2éme

étape : solution de nucléotides 1 mL (solution tampon + 5 mg/L de

nucléotides)

3™ étape : solution tampon 1,5 mL (AcOH/NH,OH), 1 mM, pH7
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4°™ &tape : solution de lavage pour éliminer les composants restants 1mL

(ammoniaque/méthanol) (70/30 : v/v)

3.4.5 Caractérisation des couches minces de MIP/NIP-DMSO

A TD’issue des dépots de ces couches minces, plusieurs voies de caractérisation des
films obtenus ont été entreprises. Les différents moyens de caractérisation mis en ceuvre, et

les résultats obtenus sont exposés ci-dessous.

3.4.5.1 Caractérisation électrique des capteurs a ondes
acoustiques a base de MIP/NIP-DMSO

Afin d’étudier I’'influence des dépdts de couche mince de MIP/NIP-DMSO, placés sur
le chemin sensible du capteur a onde acoustique, la réponse électrique des dispositifs avant et
apres 1’étape de dépot est relevée a I’analyseur de réseau. La Figure 3-13 montre la réponse en
transmission Sy; en gain et en phase du capteur avant et aprés dépot, pour un polymeére
imprimé (MIP-DMSO) d’épaisseur 200 nm. Le minimum de pertes d'insertion apparait a la
fréquence 117,5 MHz. Comme pour le dépot de NIP-ACN, nous observons sur cette figure un
faible décalage en fréquence (Fig. 3-13 b) et peu de variation sur le gain maximum (Fig. 3-13
a) et donc pas d’augmentation des pertes d’insertions. Nous pouvons ainsi considérer que le
dépot du film de MIP-DMSO d’épaisseur 200 nm, n’influe que trés peu sur la réponse
fréquentielle des capteurs, qui restent ainsi adaptés pour une utilisation ultérieure en montage

oscillateur, dans le cadre d’un fonctionnement en temps réel.
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Fig. 3-13: Réponse fréquentielle en transmission S ,; typique, avant et aprés dépot de la couche

mince de MIP-DMSO (200nm), a) gain, b) phase
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3.4.5.2 Profilométrie mécanique et optique
Les caractéristiques morphologiques et 1’état de surface des films minces de MIP-
DMSO ont été caractérisés par profilométrie mécanique et optique (Veeco). Les épaisseurs

des films minces ont également été systématiquement mesurées par ces deux techniques.

(a)
X Profile
X:0.6494 mm
urm v ~
0.60—
X 0.3080 mm X 0.9574 mm
Z:0.2344 um Z-00178 um
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Fig. 3-14: Observation par profilométrie optique des films minces de MIP-DMSO (avant
extraction), a) image 3 D, b) profil 2 D
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Le protocole de dépdt a permis d’obtenir des films de NIP/MIP-DMSO présentant de
bonnes caractéristiques. Comme nous pouvons le voir sur la Figure 3-14a, 'utilisation du
profilomeétre optique (Veeco) permet de visualiser les structures en 3D. L’image obtenue
représente une zone de 1,3x0,9 mmz, au niveau de la bordure des films minces. En outre, cette
technique permet, d’estimer 1’épaisseur des dépots (Fig 3-14b, profil X) et 1’état de surface
(rugosité : cf. Fig. 3-14b, profil Y). L’analyse des coupes met ainsi en évidence I’homogénéité

du film mince.

3.4.5.3 Microscopie électronique a balayage (MEB)

La microscopie ¢€lectronique a balayage (MEB) est une technique classiquement
employée dans I’analyse des surfaces. Elle permet notamment d’étudier la morphologie de la
surface (et certaines propriétés chimiques de la plupart des matériaux solides). Cette méthode
de caractérisation offre une trés grande profondeur de champ et donne des vues qualitatives de
1’état des surfaces d’une grande utilité.

L’analyse par microscopie ¢électronique a balayage a été réalisée sur des échantillons
de wafer de silicium en utilisant le méme procédé de dépdt que pour les capteurs a ondes
acoustiques. Ces clichés nous ont permis de visualiser les formes et les tailles réelles des
pores des MIPs. L’observation microscopique de la surface des polyméres a empreintes
moléculaires obtenue dans ces conditions, a révélé la présence d’une structure poreuse avec
des sections de pores de dimensions différentes dans les couches minces de MIP (Fig. 3-15 a

3-18).
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Fig. 3-15: Clichés MEB de couches MIP-DMSO avant extraction de la molécule empreinte en
fonction de I’épaisseur : a) et ¢) 1 um, b) et d) 400 nm
L’analyse par microscopie ¢€lectronique a balayage (MEB) avant 1’étape d’extraction
montre des échantillons possédant une faible distribution poreuse (Cf. Fig. 3-15a et 3-15b).
Sur les clichés Fig. 3-15b et 3-15d, 1’aspect obtenu semble représenter la molécule empreinte

encore fixée aux pores spécifiques de la matrice polymérique
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Fig. 3-16: Clichés MEB de couches MIP-DMSO aprés extraction de la molécule empreinte, en
fonction de épaisseur : a, c et e) 200 nm, b, d et f) 1,4 um

Comme nous pouvons I’observer sur les clichés de la Fig. 3-16 (a, b, c, d, e, f), les

dépots de MIP-DMSO apres 1’étape d’extraction de molécule empreinte (femplate), réalisée
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selon le protocole proposé précédemment (§ 3.4.4), montrent une certaine variation dans la
forme et le diamétre des pores pour un méme film de polymére. En comparaison avec les
images avant extraction, sur ces clichés nous observons une distribution poreuse beaucoup
plus importante. Les Figures 3-16a et 3-16b, montrent que le film aprés extraction présente
une densité et une distribution macroporeuse caractéristiques du diméthylsulfoxide (DMSO)
qui est un solvant a faible pouvoir solvatant générant des mésopores et des macropores [139].
De plus nous avons observé que la morphologie des films (taille et densité poreuse) varie en
fonction de leur épaisseur (Cf. Fig. 3-16 c, d, e, f). En effet, nous observons clairement la

présence de pores plus importants en taille et en densité pour les films d’épaisseur 1,4 pm

comparé aux films plus minces d’épaisseur 200 nm.

a) ! O

@°
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Fig. 3-17: Clichés MEB de couches MIP-DMSQO apreés recapture de la molécule empreinte

Les clichés présentés en Figure 3-17a et3-17b, correspondent aux échantillons de MIP-
DMSO apres ’étape de réinsertion des molécules empreintes. L’analyse de ces photos révele
que les pores semblent remplis de nouveau car on observe une coque qui recouvre les pores,

comme attendu apres la recapture des molécules empreintes.
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Fig. 3-18: Clichés MEB de couches minces de NIP-DMSO : a) bord du film de NIP-DMSO, b) sur
la couche de NIP-DMSO

Les images MEB réalisées pour les couches minces de NIP-DMSO sont présentées sur
la Figure 3-18. Ces images manquent de netteté, en raison de I’homogénéité du dépdt qui ne
posséde aucune aspérité sur laquelle faire la mise au point. Le film obtenu est parfaitement

lisse et homogéne.

3.5Conclusion

Ce chapitre a exposé 1’¢laboration d’un procédé de dépdt par centrifugation de
polymeres a empreintes moléculaires sous forme de films minces sur des capteurs a ondes
acoustiques. Ainsi, le protocole utilisé précédemment pour le dépdt de NIP-ACN a été adapté
au dépot de MIP commercial visant la détection d’un nucléotide (AMP : adénosine
monophosphate) notamment en utilisant le diméthylsulfoxide comme porogene.

Les caractérisations ¢€lectriques des dispositifs a ondes de Love recouverts de ces
couches minces de MIP-DMSO et NIP-DMSO, ont été effectuées au moyen d'un analyseur de
réseau. Ces résultats de caractérisation présentent des niveaux de pertes compatibles avec
notre application, et ainsi valide la faisabilité et 1’efficacité du couplage entre les dispositifs a
ondes acoustiques et les polymeéres a empreintes moléculaires. Le ratio du solvant déterminant
la porosité résultante de polymeére a été étudiée afin de comprendre I'apport dans la structure
poreuse du polymere a empreinte moléculaire et modifiée pour obtenir une porosité adéquate.

De plus, I’étude de la morphologie et de 1’état de surface des films de MIP/NIP-

DMSO a été réalisée par imagerie MEB. Ces images ont permis d’évaluer la porosité des
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films minces et d’apprécier les différences de morphologie du MIP entre les étapes précédant
et suivant I’extraction et la recapture de la molécule empreinte.

L’¢étape suivante consiste a mettre en évidence la formation d’empreinte moléculaire et
d’¢étudier la morphologie de ces couches minces de MIP/NIP-DMSO en réalisant des

caractérisations sous gaz. Cela fera 1’objet du prochain chapitre.
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4 Application a la détection de gaz

4.1Introduction

Nous avons vu aux chapitres précédents, 1'élaboration et la caractérisation de couches
minces de MIP/NIP couplées aux capteurs a onde de Love. Pour réaliser ces couches minces
homogenes de polyméres, une méthode de dépdt par centrifugation a été mise au point.

Ce chapitre est consacré aux caractérisations sous gaz de dispositifs a ondes de Love a
base de polymeres non imprimés (NIP-ACN/DMSO) et imprimés (MIP-DMSO). Le banc de
test comportant la cellule de test et le générateur de gaz sont présentés. Les capteurs équipés
de ces MIPs/NIPs déposés en couches minces homogenes uniquement sur le chemin de
propagation de 1’onde acoustique, ont ét¢ soumis a des mesures de détection en milieux
gazeux (toluéne et éthanol) pour étudier dans un premier temps leurs propriétés structurales
telles que la porosité, la surface spécifique, et dans un second temps la reformation de la
rupture des liaisons entre molécule d’intérét et le MIP.

Par ailleurs, les résultats expérimentaux obtenus avec les capteurs équipés de ces
couches minces de MIPs/NIPs sont comparés aux résultats obtenus au cours des travaux

antérieurs avec des capteurs recouverts de films minces mésoporeux.

4.2Banc de test

4.2.1 Cellule de test

Une cellule de test [6] a ét€¢ mise en ceuvre afin de réaliser des tests en milieux gazeux
et ultérieurement en milieu liquide. Elle est représentée sur la Figure 4-1.

Les lignes a retard dont le chemin acoustique est recouvert de films minces de
matériaux a empreintes moléculaires (MIP/NIP-DMSO), sont placées directement sur la
partie inférieure de la cellule de test, qui comporte trois ¢léments encastrables:

- 1’¢lément inférieur sur lequel est positionnée la ligne a retard

- I’¢élément intermédiaire constitué¢ de pointes de touche a ressort qui sont au contact

avec les plots de connexion du capteur. Ces pointes sont reliées a des connecteurs

radiofréquences de type SMB. Les deux parties inférieures sont en laiton.
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- 1’¢élément supérieur est en inox pour I’utilisation en milieu gazeux avec deux
ouvertures de 6 mm de diametre pour la circulation du gaz et comporte également un

joint permettant d’assurer I’étanchéité de la cellule.

Fig. 4-1: Cellule de test

4.2.2 Electronique de conditionnement

AMPLIFICATEUR —

- ATTENUATEUR
VARIABLE
(0. +15V)
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: / __— COUPLEUR

CONTROLEUR CVI

Fig. 4-2: Schéma du montage en oscillateur d’une ligne a retard[48]

La ligne a retard, placée dans la cellule de test décrite précédemment, est connectée
dans la chaine de rétroaction d’un amplificateur (Cf. Fig. 4-2), formant ainsi un oscillateur, qui
permet de convertir en temps réel, les variations de vitesse de propagation de 1’onde
acoustique dues a I’action de parametres extérieurs en variations de fréquences. Le signal a la

sortie de la ligne a retard est amplifi¢ avec une chaine amplificatrice faible bruit, atténué de
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manieére variable et filtré. Un coupleur permet de prélever une partie de ce signal pour en
mesurer la fréquence a l'aide d'un fréquencemetre (Agilent Technologies, HP53132A, 255
MHz Universal Counter) a base de temps thermostatée. La fréquence de fonctionnement du
dispositif est proche de 118 MHz. La stabilité a court-terme de I’oscillateur est de I’ordre de 1
Hz/s.

Les conditions d’oscillation sont déterminées par les équations de Barkhausen en gain

et en phase :
Glignedretard + Gampliﬁcateur + Gautreséléments = OdB (4'1)
L
v,
Avec :
- 2rnf, V“ : déphasage introduit par la ligne a retard (fy : fréquence d’oscillation, Lcc :
p

distance centre a centre des transducteurs et Vp : vitesse de phase de I’onde de Love),
- ®@ipr : déphasage introduit par un transducteur,
- @ : déphasage introduit par la chaine amplificatrice,
- n: entier naturel.
Le gain de I’amplificateur doit étre supérieur aux pertes introduites par la ligne a retard
(eq 4-2). Un gain de boucle voisin de 1’unité assure une oscillation harmonique (eq 4-1). Pour
plus de détails concernant I’¢électronique de conditionnement le lecteur pourra se référer aux

travaux de thése de N. Moll [63].

4.2.3 Générateur de vapeurs

Au laboratoire IMS, les vapeurs de gaz appliquées aux capteurs, sont générées par un
équipement développé par la société Calibrage (voir photographie en Fig. 4-3 et schéma du
principe en Fig. 4-4). 1l est composé d’un four qui assure la génération d’une vapeur a
concentration et a débit donnés et d’un étage de dilution permettant de régler la concentration
de la vapeur dans un gaz porteur (I’azote) et enfin d’un étage de régulation du débit.
L’appareil est pilot¢ par DI’intermédiaire d’un automate programmable, permettant la
génération de séquences d’échelons de concentrations programmées par un pupitre de
commande.

Le four chauffe un cylindre (saturateur) rempli du polluant désiré (éthanol et toluene),

en phase liquide, balay¢é par un flux de gaz porteur (azote) a débit constant. La concentration
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de gaz ainsi générée est fixée par la température du four. L’azote permet de disposer d’une
concentration variable de gaz en sortie du four, en diluant une partie du gaz grace a 1’étage de
dilution. Ainsi, en ajustant la quantit¢ d’azote, la concentration finale en polluant est

maitrisée. Le dernier étage permet d’obtenir un débit fixe [150].

Fig. 4-3: a) Photographie du générateur de vapeur de type PUL110, b) saturateur
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Fig. 4-4: Schéma de principe du générateur de vapeurs [150]
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4.3Validation sur polymére non imprimé

Dans I’objectif de déterminer les propriétés mécaniques des films minces de NIP-ACN
(porosité, surface spécifique), une série de mesures de détections de composé€s gazeux
volatiles (COV) a été réalisé. Lors de ces tests, les dispositifs a ondes de Love sont montés
dans la cellule de test en configuration oscillateur. Ils sont alors exposés aux séquences de
concentrations d’éthanol et de toluéne afin de vérifier leur sensibilité et observer la
dynamique de réponse. Les variations de fréquence de résonance des capteurs par rapport a la
variation de concentration considérée sont mesurées. Ces tests ont été conduits avec un débit
total de 0,1 L.min™', sous azote. La séquence des paliers de concentration d’éthanol et de
toluéne typiquement utilisée, est détaillée dans le tableau 4-1. Chaque palier dure 20 minutes,
permettant ainsi au régime permanent de s’établir.

L’unité ppm signifie partie par million, c'est-a-dire que I’on a 1 molécule polluante
parmi un total d’un million de molécules. La conversion de la concentration en mg/m” vers les

ppm molaires est donnée par 1’équation (4-3) :

C (mg /m’ ) xV,
C, (ppm)=—= (4-3)
4
Mg
Avec :
- C,: concentration du gaz,
-V : volume molaire du gaz
- M, : masse molaire du gaz.
Tab. 4-1 : Séquences de concentration des vapeurs d’éthanol et de toluéne
Paliers 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Toluéne /
Ethanol 30 1000 30 2000 30 3000 30 4000 30
(mg/m’)
Toluéne
8 265 8 531 8 797 8 1063 8
(ppm)
Ethanol 16 | 531 16 | 1063 | 16 | 1594 | 16 | 2126 | 16
(ppm)

Les résultats typiquement obtenus sont représentés en suivant.
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4.3.1 Résultats sous COV avec les couches minces de NIP-ACN

La Figure 4-5 présente les réponses en fréquence enregistrées en temps réel, d’un
dispositif a ondes de Love muni d’une couche de NIP-ACN d’¢épaisseur 200 nm et d’un
capteur sans couche sensible utilisé comme référence, soumis a différentes concentrations de

toluene et d’éthanol.
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Fig. 4-5: Comparaison des variations de fréquence typiques en temps réel d’un capteur avec une
couche sensible de NIP-ACN et d’un capteur nu, soumis a différentes concentrations de toluéne et

d’éthanol

Les courbes de cette figure montrent que la présence de gaz induit une variation quasi-
instantanée de la fréquence d’oscillation des capteurs, suivie d’un état stable apres quelques
secondes. Cette diminution de fréquence est en cohérence avec 1’ajout de masse sur la zone
sensible du dispositif a onde de Love di a I’adsorption du gaz dans la structure poreuse du
film mince de NIP-ACN.

Nous avons constaté que ces variations de fréquences, liées a 1’adsorption des
molécules de COV a la surface des pores du film de NIP-ACN, sont plus importantes pour
I’éthanol que pour le toluéne. Cette différence de 1’énergie d’interaction de la surface du film
de NIP-ACN avec les polluants, a été attribuée a la force de la liaison physico-chimique des

molécules d’éthanol et de toluéne avec la surface poreuse [151]. La matrice polymérique est
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majoritairement constituée par le réticulant (EGDMA) qui posséde des groupements
carbonyles. La partie alcool de la molécule d'éthanol interagit fortement avec ces
groupements carbonyles a la surface des pores du polymeére en formant des liaisons
hydrogénes tandis que l'interaction du toluéne et des pores est principalement due aux
¢lectrons de sa liaison . D’autre part, I’encombrement stérique de la molécule de toluéne est
plus important que celui de la molécule d’éthanol, ce qui augmente la probabilité de sorption
de cette derniére. En ce qui concerne la désorption, l'immobilisation stérique de la

molécule de toluéne semble étre la raison principale de la différence de temps de désorption

observée.
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Fig. 4-6: Variations de fréquence en régime permanent de capteurs avec une couche mince de NIP-
ACN (200 nm) soumis a différentes concentrations d’éthanol et reproductibilité des résultats. Les
valeurs moyennes et les barres d'erreur ont été calculées a partir de 4 expériences avec

différentes lignes a retard

Les réponses du dispositif de référence (capteur nu) montrent des variations de
fréquence de valeurs assez proches (200 et 250 Hz) pour les deux gaz, quelle que soit la
concentration de COV introduite. Comme il pouvait étre prévisible, le capteur sans couche
sensible présente de plus faibles variations que le capteur avec une couche de NIP-ACN, qui

présente une certaine porosité (non spécifique) susceptible d’offrir une surface d’interaction

plus grande.
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Les résultats de détection de polluants (toluéne et éthanol) obtenus avec 4 capteurs
équipés de films minces de NIP-ACN ont été comparés entre eux et a ceux obtenus a I’aide de
capteurs nus (référence). Les variations relatives de fréquence en régime permanent en
fonction de la concentration sont représentées sur les Figures 4-6 et 4-7. Ces graphiques

présentent une assez bonne reproductibilité des résultats. De maniére générale, 1’éthanol

induit des variations plus grandes que le toluene (facteur 2 environ).
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Fig. 4-7: Variations de fréquence en régime permanent de capteurs avec une couche mince de NIP-
ACN (200 nm) soumis a différentes concentrations de toluéne et reproductibilité des résultats. Les
valeurs moyennes et les barres d'erreur ont été calculées a partir de 4 expériences avec

différentes lignes a retard
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4.3.2 Résultats sous COV avec les couches minces de NIP-

DMSO et comparaison avec les couches minces de NIP-ACN
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Fig. 4-8 : Variations de fréquence de capteur doté d’une couche mince de NIP-DMSO,

exposés a différentes concentrations d’éthanol et de toluéne

Suite au changement de solvant porogeéne détaillé précédemment (Cf. Chapitre 3.4.2),
les couches minces de NIP-DMSO ont été é€galement caractérisées sous gaz (€thanol,
toluene). La Figure 4-8 présente les réponses en fréquence de I’oscillateur en temps réel. Les
résultats font apparaitre de nouveau que la détection de COV engendre une variation relative
de fréquence dépendant des concentrations introduites. De plus, les variations de fréquence
obtenues sous toluéne sont de nouveau beaucoup plus faibles que celles obtenues sous

éthanol.



Application a la détection sous gaz 116

= =NIP-DMSO ETH —NIP-ACN ETH

0 '(‘b‘ h (-
-500 - o
g 1000 T
s - J
< .
- - ‘-
-1500 4 ~
-2000 r T T T T T
0 40 80 120 160
TEMPS ( min)
(a)
ENIP-ACN ETH h= 200 nm ANIP-DMSO ETH h=200 nm
12 "

;'E 9 -

£

£

E ]

= - A

= 6

-:: | rFY

=a - A

3 -
i rFy
0 , r r r .
0 500 1000 1500 2000 2500

CONCENTRATION (ppm)

(b)

Fig. 4-9: Comparaison des variations de fréquence d’un capteur équipé d’une couche mince de
NIP-ACN et d’un capteur avec une couche de NIP-DMSO, exposés a différentes concentrations

d’éthanol, a) en temps réel, b) en régime permanent



Application a la détection sous gaz 117

—NIP-ACN TOL - -NIP-DMSO_TOL

0
=200
o -400
=
=
= 600 -
'800 1 1 T 1 T 1 T T
0 40 80 120 160
TEMPS (min)
(@
. - ENIP-ACN_TOL_h =200 nm ANIP-DMSO_TOL_h =200 nm
4 4
2 :
AR :
0 v T T T r T T d
0 300 600 900 1200

CONCENTRATION (ppm)

(b)

Fig. 4-10: Comparaison des variations de fréquence d’un capteur équipé d’une couche mince de
NIP-ACN et d’un capteur avec une couche de NIP-DMSO, exposés a différentes concentrations de

toluéne, a) en temps réel, b) en régime permanent

Les réponses aux tests de gaz (éthanol, toluéne) des couches minces de NIP-DMSO

sont également reportées sur les Figures 4-9 et 4-10 en temps réels et en régime permanant,
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superposées aux réponses des capteurs €quipés de couches minces de NIP-ACN présentées au
§ 4.4.1. Nous remarquons que les diminutions de fréquence avec les films minces de NIP-
ACN sont nettement plus importantes que celles obtenues avec les films minces de NIP-
DMSO, d’un facteur proche de deux pour 1’éthanol et presque trois pour le toluéne.

La différence observée peut s'expliquer par la capacité d’adsorption de polluants dans
les structures macroporeuses, liée a la superficie de la surface apparente et surtout a la
présence de micropores. En effet, les micropores jouent un role beaucoup plus important dans
le mécanisme d'absorption des analytes, que les mésopores et macropores. De plus, le
diméthylsulfoxide est a I’instar de 1’acétonitrile un porogene a faible pouvoir solvatant et
génére ainsi une porosité similaire. Cependant d’apres les résultats obtenus pour les détections
sous gaz, il semble raisonnable de considérer que la porosité des films minces de NIP-ACN et
de NIP-DMSO tout en étant assez proches ne sont pas identiques, avec un nombre de

micropores plus élevé dans les films de NIP-ACN que dans les films de NIP-DMSO.

4.4Validation sur polymeéres imprimés (MIP-DMSO)

4.4.1 Résultats des caractérisations sous gaz

Les capteurs €quipés de couches minces d’épaisseurs égales a 200 nm de MIP/NIP
seront caractérisés sous gaz. Les variations de fréquences obtenues avant et aprés extraction,
puis apres recapture seront comparées entre elles et a celles obtenues avec les couches de NIP.
La comparaison de ces résultats permettra d’évaluer la rupture et la reformation de liaisons
entre la molécule empreinte et la matrice polymérique. Des variations de fréquence plus
importantes avec le MIP apres 1’étape d’extraction que celles obtenues avec le MIP avant
extraction et avec le NIP, sont attendues liées a la porosité dues a la formation de sites de
reconnaissance spécifique dans les couches minces de MIP.

Comme précédemment, les dispositifs a ondes de Love montés dans la cellule de test
en configuration oscillateur ont été exposés aux mémes séquences de concentrations d’éthanol

et de toluéne (cf. Table 3-1 au chap.3).
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4.4.1.1 Résultats sous COV avant ’extraction de la molécule

empreinte
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Fig. 4-11:Variations de fréquence d’un capteur recouvert d’une couche mince de MIP-DMSO

avant l’étape d’extraction, soumis a 4000 mg/m3 de toluéne et d’éthanol

La répétabilité¢ de la réponse a été estimée en effectuant une série de tests a une
concentration de 4000 mg/m’ de toluéne et d’éthanol, pour un méme capteur recouvert d’une
couche mince de MIP-DMSO avant 1’étape d’extraction. Les variations de fréquence sont
représentées sur la Figure 4-11. Ces résultats montrent que 1’on obtient une bonne répétabilité
de la réponse pour un échelon de concentration donnée.

Les réponses fréquentielles des capteurs équipés de MIP et NIP-DMSO aux deux gaz
(éthanol, toluéne) ont été¢ étudiées et comparées. Ces réponses sont représentées sur les
Figures 4-12 a 4-15. Comme attendu, nous observons une variation de fréquence quasi-
instantanée a chaque introduction de gaz correspondent aux variations de la vitesse de 1'onde
induites par I’effet de masse ou un effet mécanique au sens large. De méme que pour les tests
avec couches de NIP-ACN et NIP-DMSO, nous constatons que les variations de fréquence
avec les films de MIP-DMSO augmentent avec la concentration en COV et que la cinétique
de sorption est légerement plus élevée pour 1’éthanol que le toluene (voir Fig. 4-12). La
stabilisation de la fréquence nécessite quelques minutes pour le toluéne et moins d’une minute

pour 1’éthanol.
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Fig. 4-12: Variations de fréquence d’un capteur équipé d’une couche de MIP-DMSQO avant I’étape

d’extraction soumis a différentes concentrations de toluéne et d’éthanol
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Fig. 4-13: Comparaison des variations de fréquence de capteurs, nu, avec une couche de NIP-
DMSO (200nm) et avec une couche de MIP-DMSO (200nm) avant extraction soumis a différentes

concentrations d’éthanol
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Fig. 4-14: Comparaison des variations de fréquence de capteurs, nu, avec une couche de NIP-
DMSO (200nm) et avec une couche de MIP-DMSO (200nm) avant extraction soumis a différentes

concentrations de toluene

Les Figures 4-13 et 4-14 représentent les réponses typiques en temps réels,
respectivement a 1’éthanol et au tolueéne, de capteurs, nu, avec film NIP-DMSO, avec film
MIP-DMSO avant extraction. Ces réponses sont synthétisées sur la Figure 3-15, qui
représente 1’ensemble des variations de fréquence moyennes en régime permanent, obtenues
ave différents capteurs. De nouveau, nous observons une assez bonne reproductibilité des
résultats. Si nous retrouvons également une forte diminution de la réponse sous toluéne du
capteur a film NIP-DMSQO, attribuée en particulier a I’encombrement stérique de la molécule
par rapport a des pores de petites taille, nous observons parallelement que les réponses des
capteurs a films MIP-DMSO au toluéne et a 1’éthanol sont assez similaires entre elles.

Ainsi, dans le cas du MIP-DMSO, la différence d’encombrement stérique des
molécules ne semble pas induire de différence importante sur les réponses, ce qui est en
accord avec le fait qu’une grande partie du volume corresponde a des pores larges et occupés

par la molécule empreinte, comme visualisé sur les clichés MEB (§ 3.4.5.3).
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Fig. 4-15 . Variation de fréquence relative en régime permanent pour différents capteurs équipés de
films minces de NIP-DMSO et MIP-DMSO avant extraction (200 nm) et d’un capteur nu a

différentes concentrations (a) toluéne, (b) éthanol
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A partir de ces résultats, il apparait raisonnable de proposer d’utiliser ultérieurement
comme référence un capteur a film MIP-DMSO, avant extraction de la molécule empreinte,

susceptible de représenter la réponse non spécifique du dispositif.

4.4.1.2 Résultats apreés les étapes d’extraction et de recapture de la

molécule empreinte
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Fig. 4-16: Variations de fréquence d’un capteur avec une couche de MIP-DMSO (aprés extraction

et recapture de la molécule empreinte) soumis a 4000 mg/m’ d’éthanol et de toluéne (répétabilité)

Comme pour les résultats obtenus avant 1’étape d’extraction, la Figure 4-16 montre
une bonne reproductibilit¢ de la réponse pour le méme échelon de concentration (4000
mg/m’) caractérisée par une succession de variations de fréquences identiques.

Rappelons, que les MIP sont généralement préparés a partir de polymeres
réticulés contenant des cavités spécifiques. Ces cavités sont
créées par copolymérisation de monomeéres réticulants et de monomeéres fonctionnels autour
d’une molécule empreinte. Apres la polymérisation, la molécule en question doit étre retirée
pour laisser son empreinte possédant des sites de reconnaissances spécifiques a 1'analyte dans
le matériau. Elle est de nouveau réintroduite afin de reformer les liaisons avec le MIP de

maniére non covalente.
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Fig. 4-17: Variations de fréquence de capteur avec une couche mince de MIP-DMSO soumis a

différentes concentrations d’éthanol (avant, aprés extraction et aprés recapture)
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Fig. 4-18: Variations de fréquence de capteur avec une couche mince de MIP-DMSO soumis a

différentes concentrations de toluéne (avant, aprés extraction et recapture).
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Les capteurs ont également été soumis aux séquences de polluants afin de vérifier la
rupture et la reformation de la liaison molécule empreinte-monomeére fonctionnel lors des
¢tapes d’extraction et de recapture. Les Figures 4-17 et 4-18 présentent les résultats
enregistrés en temps réel de la fréquence de 1’oscillateur pour des expositions aux différentes
concentrations d’éthanol et de toluéne. La encore pour les deux gaz, nous retrouvons le méme
type de réponse avec une variation de fréquence qui dépend de la concentration du gaz.

Les courbes montrent que la sensibilité est plus importante apres 1’étape d’extraction
du template de la matrice polymérique. L’extraction de la molécule empreinte du réseau
polymérique entraine en effet une augmentation de la surface spécifique des films minces et
donc une augmentation de la sensibilité du dispositif.

La propriété des polymeres a empreintes moléculaires a reformer des liaisons avec les
molécules a partir desquelles ils ont ét¢ synthétisés, est la caractéristique la plus importante de
ces matériaux. De ce fait, comme nous pouvons 1’observer sur les courbes des deux figures
précédentes, il apparait nettement que la sensibilité rediminue légérement apres ’étape de
recapture, sans toutefois revenir complétement a la sensibilité avant extraction. Ces résultats
sont cohérents si 1’on considére que l’effet de masse ou mécanique plus élevé di a
I’augmentation de la surface sensible, apres I’extraction du MIP, rediminue dans une moindre

mesure apres recapture, les sites n’étant alors pas nécessairement tous réoccupés.
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Fig. 4-19: Comparaison des variations de fréquence de capteur recouvert de couche de MIP-DMSO
(apreés extraction) d’épaisseurs différentes (200 nm et 600 nm) soumis a des concentrations

d’éthanol

La Figure 4-19 compare la réponse de dispositifs avec des couches minces de MIP-
DMSO de deux épaisseurs différentes, a des séquences d’éthanol de concentration croissante.
Dans les deux cas, les courbes montrent des variations de fréquence qui augmentent avec la
concentration de gaz polluant. En général, les films plus minces de MIP présentent des
réponses un peu plus rapides par rapport aux films plus épais. Cependant de maniére
qualitative, les deux films minces de MIP (200 nm et 600 nm) s'équilibrent en une minute
environ suivant l'augmentation des concentrations de COV. L’augmentation de 1’épaisseur de
la couche de polymére se traduit surtout par une augmentation de la réponse du capteur,
comme nous pouvions le prévoir. En effet, les films épais contiennent une plus grande
quantité de sites de reconnaissance, ce qui se traduit par une surface spécifique plus grande et
donc une sensibilité plus élevée. Néanmoins, tripler 1’épaisseur du film de MIP n’engendre
pas un triplement des variations de fréquences. Cela peut s’expliquer par le fait que certains
sites dans le cas d’une épaisseur plus importante, demeurent stériquement inaccessibles aux
especes cibles. De plus, les films épais présentent un effet de masse plus ¢€levé qui peut
augmenter les pertes d’insertions et compromettre la propagation de 1’onde acoustique. Ce

paramétre nécessite donc un ajustement adéquat.
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Fig. 4-20: Comparaison des variations de fréquence en régime permanent de capteurs équipés de

films minces d’épaisseurs différentes (200 nm a 600 nm) soumis a des concentrations d’éthanol, a)

MIP-DMSO (apres extraction), b) NIP-DMSO
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La représentation des courbes de variations en régime permanent sur la Figure 4-20
permet de mieux visualiser et d’étudier I'impact de I’augmentation de I’épaisseur des films
minces (MIP/NIP-DMSO) sur le comportement des capteurs aux tests de sorption sous
éthanol.

Les courbes des couches de MIP-DMSO montrent pour la plupart, des diminutions de
fréquences plus importantes pour les valeurs de concentrations plus €élevées et une sensibilité
qui augmente avec 1’épaisseur et avec la concentration, dans la gamme observée.

En ce qui concerne, les couches de NIP-DMSO, nous avons obtenu des profils de
réponses qui augmentent de manicre plus homogeéne avec 1’épaisseur et la concentration en
restant toujours inférieures aux réponses avec films MIP-DMSO (aprés extraction) a
conditions équivalentes. Un début de saturation est visible pour toutes les épaisseurs, aux

fortes concentrations, contrairement au comportement observé avec les films MIP-DMSO.

4.4.2 Synthése et influence des tests sous gaz
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Fig. 4-21: Variations de fréquence relative de capteurs dotés de couches minces de NIP et de MIP-
DMSO (apres extraction) d’épaisseur 200 nm soumis a différentes concentrations d’éthanol. La
reproductibilité est indiquée par des barres représentant ’écart-type autour de la valeur moyenne

pour 4 tests effectués avec des capteurs différents

La Figure 4-21 montre les variations de fréquence relative en régime permanent en
fonction de la concentration en éthanol, de dispositifs dotés de couches minces de NIP-DMSO

et de MIP-DMSO avant ’étape d’extraction et apres extraction et recapture de la molécule
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empreinte. Ces réponses sont reproductibles et semblent augmenter presque linéairement avec
la concentration de gaz polluant.

La comparaison des réponses ici superposées des dispositifs équipés de NIP-DMSO et
de MIP-DMSO apres 1’extraction de la molécule empreinte montrent bien que les couches de
MIP-DMSO induisent de plus forte variations de fréquence comme nous pouvions le prévoir
grace notamment a un volume poreux plus important et une plus grande surface spécifique.
En effet la capacité¢ d’adsorption des vapeurs est fortement liée aux surfaces spécifiques des
matrices polymériques [152].

Comme le démontre ce comparatif des variations relatives en régime permanent,
’utilisation des détections de polluant comme outil de caractérisation permet de mettre en
évidence la formation d’empreintes moléculaires au sein des couches minces de MIP-DMSO.
Ce dernier point est illustré par les variations relatives qui sont beaucoup plus importantes
pour les couches de MIP-DMSO apres extraction de la molécule empreinte que pour les
couches de NIP-DMSO. Etant donné que la composition chimique des polyméres imprimés
(MIP) et des polymeres de controle (NIP) sont presque identiques, la différence de variation
de fréquence observée suggere que des sites spécifiques de reconnaissance moléculaire sont
formés a I’intérieur du réseau du MIP comme souhaité. Ces résultats indiquent que les cavités
formées en utilisant 1’adénosine monophosphate comme molécule empreinte, créent une
surface spécifique plus importante dans le polymeére imprimé entrainant ainsi une
augmentation de la porosité et donc de 1'adsorption de molécules par rapport aux polymeres
de controle (NIP).

La Figure 4-22 représente, de maniére analogue les résultats des tests avec des films
MIP-DMSO aux trois étapes (avant et aprés extraction, aprés recapture), en réponse au
toluéne. De nouveau, les réponses sont assez proches de celles obtenues sous éthanol, et la

reproductibilité est assez satisfaisante.
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Fig. 4-22: Variations de fréquence relative de capteur doté de couche sensible de MIP-DMSO
(avant et apres extraction et recapture) d’épaisseur 200 nm soumis a différentes concentrations de
toluéne. La reproductibilité est indiquée par des barres représentant l’écart-type autour de la valeur

moyenne pour 4 tests effectués avec des capteurs différents

Ainsi, ces résultats font clairement apparaitre que les variations relatives de fréquence
dépendent fortement de la présence ou de 1’absence de la molécule empreinte du réseau

polymérique quel que soit le polluant testé.

4.5 Analyse comparative avec des films mésoporeux

4.5.1 Polymeéres non imprimés : NIP-ACN et NIP-DMSO

La surface spécifique généralement importante que présentent les matériaux a
empreintes moléculaires constitue la propriété structurale motivant son utilisation dans la
conception des biocapteurs. Pour déterminer et évaluer cette structure poreuse (surface
spécifique, porosité) de ces couches minces de polyméres (MIP/NIP), nous avons cherché a
¢tablir une relation avec des films mésoporeux dont les caractéristiques poreuses ont été
¢tudi¢es. Ces essais par comparaison avec des travaux antérieurs menés sur des films
mésoporeux [150] [151], nous ont permis d’évaluer ou de confirmer certaines propriétés

mécaniques (état de surface et morphologie poreuse) de notre couche de NIP-ACN/DMSO.
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Les matériaux mésoporeux utilisés lors de ces tests ont été élaborés avec des couches

d’oxydes de titane (FT) comportant une porosité et une surface active estimées

respectivement a 43% et 4 312 m*/cm’, et de deux couches de silice mésoporeuses ayant des

tailles de pores différentes (FS, CS). La couche FS posséde une porosité similaire a celle de la

couche FT et une surface active de 720 m*/cm’ tandis que la couche CS présente une porosité

et une surface active estimées a 48% et 2 1132 m?*/cm’. D’autre part, les valeurs typiques des

surfaces spécifiques des polymeres a empreintes moléculaires sont comprises entre 100 et 400

m?/em’ [27], donc nous pouvons avancer que la surface active des couches de NIP est proche

de celle de la couche d’oxyde de titane.
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Fig. 4-23: Variations de fréquence normalisées pour les capteurs recouverts d’une couche mince de

NIP et de couches mésoporeuses (FT, FS, CS) pour différentes concentrations d’éthanol
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La Figure 4-23 présente les variations relatives de fréquence en régime permanent des
couches mésoporeuses (silice, oxyde de titane) et des couches de NIP-ACN/DMSO obtenues
en utilisant les mémes séquences de détection et le méme composé volatil (éthanol). Les
couches de silice (FS, CS) induisent de plus grandes variations de fréquence que les couches
de titane (FT) et les couches de NIP. Cette différence de variation peut s’expliquer par une
présence de micropores plus importante dans les couches de silices que dans celles du titane,
ce qui indique une plus grande sensibilit¢ et donc des variations de fréquences plus
importantes pour couches de silices [24]. De plus, les variations relatives de fréquence en
régime permanent des couches de NIP, beaucoup moins importantes que celles obtenues pour
les couches de silices mésoporeuses, sont du méme ordre de grandeur que celles obtenues
avec des couches de titane mésoporeuses.

Au cours de ces essais, les faibles pressions générées (0,003-0,036) en vapeur
saturante indiquent que le phénoméne de sorption se produit principalement dans les
micropores. Par ailleurs, la porosité du film mince des matériaux a empreintes moléculaires
est fixée par la nature du solvant porogene. Dans notre cas, nous avons vu que 1’acétonitrile
par exemple come le diméthylsulfoxide (DMSO) sont des solvants de faible pouvoir solvatant
et dont la distribution de la porosité est caractérisée par une large proportion de mésopores (2-
50 nm) et de macropores (largeur supérieure a 50 nm) due a la cinétique de séparation de
phase qui se produit plus tot que d'ordinaire. Les résultats obtenus indiquent une présence plus
faible de micropores dans la structure des films minces de NIP-ACN/DMSO en comparaison
des couches de silices mésoporeuses, d’ou une sensibilit¢ proche de celle du titane

meésoporeux.

4.5.2 Polymeéres imprimés : MIP-DMSO

Comme dans le paragraphe précédent, nous avons comparé les résultats de détection
sous gaz obtenus avec les couches de MIPs avec les travaux antérieurs menés sur des films

meésoporeux.


http://www.mediadico.com/dictionnaire/definition/produit
http://www.mediadico.com/dictionnaire/definition/tot
http://www.mediadico.com/dictionnaire/definition/ordinaire
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Fig. 4-24: Variations de fréquence normalisées par rapport a I’épaisseur des couches minces
poreuses pour les capteurs recouverts de couches minces de MIP et de couches mésoporeuses de

TiO; pour différentes concentrations d’éthanol

Les variations de fréquences normalisées sont reportées sur la Figure 4-24. De
nouveau, ces tests nous ont permis d’évaluer les propriétés mécaniques de nos couches
minces de MIP-DMSO. En effet les variations de fréquence obtenues en utilisant les mémes
séquences de détection et les mémes composés volatiles, sont du méme ordre de grandeur que
celles obtenues avec des couches de titane mésoporeuses comme pour les couches de
polymeres non imprimés. De la méme fagon, cette similarité est en accord avec les propriétés
du solvant utilisé, favorisant la présence de mésopores (2-50 nm) et de macropores (largeur
supérieure @ 50 nm), au détriment de micropores. Ainsi, comme pour les couches de
polymeéres non imprimés (NIP-ACN/DMSO), la sensibilité des films MIP-DMSO est proche

de celle du titane mésoporeux.

4.6 Conclusion

Ce chapitre a rapporté les tests de détection au gaz sur des capteurs a base de

polyméres a empreintes moléculaires. Ces tests nous ont permis de confirmer quelques
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résultats. Les dispositifs a ondes élastiques de surface a base de matériaux imprimés ou non
imprimés, réagissent au contact d'un gaz. Cette réaction se traduit par une variation de
fréquence qui dépend de la concentration de la substance analysée. Plus la concentration du
gaz augmente, plus la variation de fréquence est importante.

D’autre part, I'effet de I'impression moléculaire a été démontré par la comparaison de
la porosité de la matrice polymérique imprimée et celle de la matrice non imprimée. Pour
finir, nous avons mis en évidence la rupture et la reformation de la liaison molécule empreinte
/ monomere fonctionnel lors des étapes d’extraction et de recapture.

Grace a tous les tests réalisés, nous avons montré la faisabilité de 1’association de
capteur a de Love et de la technologie a empreinte moléculaire avec notamment une bonne

sensibilité.
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Conclusion générale

Ces travaux constituaient une premicre étape d’une étude plus large visant a
développer un capteur a onde de Love a base de polyméres a empreinte moléculaire pour la
détection de biomarqueurs urinaires du cancer colorectal. L’intérét de 1’assemblage de ces

deux technologies a été souligné lors de 1’état de 1’art.

En premier lieu, nous avons développé un procédé de dépots reproductibles en
couches minces de polymeéres non imprimés (NIPs). Pour ce faire, différentes méthodes de
dépots (spin-coating, spray-coating, méthode sandwich) pour produire un film mince ont été
envisagées et testées. L’étude de chacune d’elles a permis de retenir la technique de dépdt par
centrifugation (spin-coating) pour [’obtention de films minces de NIP, homogenes et
reproductibles sur des substrats de tests. La polymérisation est réalisée en absence d’oxygene,
par une technique d’insolation par ultraviolet dans une chambre inerte, sous circulation
d’azote pendant toute la durée de la polymérisation. Ces films minces polymériques ont été

caractérisés par profilométrie mécanique et optique.

Par la suite, le précédent protocole a été adapté au dépot de polymeres imprimés (MIP)
visant la détection d’un nucléotide commercial (AMP : adénosine monophosphate). La
préparation volumique des solutions de MIP et NIP avec un nouveau solvant porogene, et les
parametres de dépot appropriés a savoir, la vitesse, I’accélération, le temps et la quantité ainsi
que les conditions de polymérisation optimales afin de réaliser des films en couches minces

localisés sur le chemin acoustique de nos capteurs, ont été revus.

D’autre part, il est apparu nécessaire de trouver un traitement de surface adapté pour
que la solution adhére au substrat. Ainsi, nous avons procéd¢ a une fonctionnalisation de la
surface par mélange piranha qui ¢limine les résidus organiques et régénere par oxydation les
groupes hydroxyles (groupe OH), suivie d’une silanisation qui permet d’obtenir une
polymérisation homogene par greffage covalent du polymeére. Enfin, nous avions un probléme
d’homogénéité du film auquel nous avons remédié par des changements de la viscosité de la

solution et des parametres de dépdt cités précédemment.

Au terme de cette partie des travaux, deux protocoles ont ¢té¢ mis au point :
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- dépdts du polymere non imprimé (NIP) a base de solvant acétonitrile (ACN),
- dépdts du polymeére imprimé et non imprimé (MIP/NIP) a base d’AMP comme

molécule empreinte et de dimethylsulfoxide (DMSO) comme solvant.

Par ailleurs, une étape de caractérisation structurale, typiquement par visualisation
optique (profilométrie) et microscopie électronique a balayage (MEB), a été réalisée pour
mesurer 1’épaisseur des dépdts et étudier leur état de surface (taille des pores, densité poreuse,
etc...). Des caractérisations a I’analyseur de réseau des capteurs avant et apres dépdt de la
couche mince, ont également été réalisées, sous air. Les courbes en transmission (parametre
S»1) au voisinage de la fréquence de résonance, ont montré la quasi-absence de pertes
supplémentaires dues au dépot du film de MIP/NIP (ACN ou DMSO) pour des films minces
d’¢épaisseur proche de 200 nm. Ces ¢léments valident la compatibilit¢é du film avec la
propagation de I’onde, ainsi que la possibilit¢ de fonctionner en oscillateur, comme prévu

pour le dispositif final.

Dans I’objectif d’évaluer le comportement du capteur intégrant une couche sensible de
matériaux a empreintes moléculaires, des séries de tests de détection sous gaz (toluene,
¢thanol) ont été réalisées, avec des capteurs équipés de ces polymeéres déposés en couches
minces homogeénes, limitée sur le chemin de propagation de 1’onde acoustique. Ces résultats
nous ont permis d’une part d’étudier les propriétés (porosité, surface spécifique) de ces
matériaux de maniere comparative avec des travaux antérieurs menés sur des films
mésoporeux et d’autre part de confirmer et d’évaluer les interactions entre la molécule
empreinte et le polymeére lors des différents processus d’extraction et de réinsertion de cette
derniére. Une caractérisation plus compléte de ces propriétés de reconnaissance serait
nécessaire notamment en termes de spécificité et sélectivité et surtout en termes de constantes

d’association du polymere avec la molécule empreinte.

A la suite de cette caractérisation sous gaz, le principe du capteur a ainsi pu étre
validé, ouvrant la voie a l'application en milieu liquide (microfluidique) pour la détection de
nucléosides urinaires (5 ppm) dans le cadre des travaux de thése de Naima Lebal débutés
parallelement. Le développement d’un nouveau process pour le dépdt de MIPs pour la
détection spécifique de nouvelles molécules empreintes (pseudo-uridine, 8-OH2’dG) est en

cours.
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En perspective de ces travaux de these, d’un point de vue du systéme de détection, un
travail important reste encore a réaliser méme si les capteurs a base de MIP, ont montré des
propriétés intéressantes. En effet, les avancées récentes en nanotechnologie et en science des
nanomatériaux ont permis le développement de capteurs nanométriques qui surpassent les
biocapteurs conventionnels. De nombreux travaux de recherches qui utilisent des aptameres
[153] [154] [24] et des nanoparticules (nanobilles, nanotubes, etc.) [155], [156],[157] comme

¢léments de reconnaissance moléculaire sont ainsi relatés dans la littérature.
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ANNEXE 1 : Matériel salle blanche

Tournette Suss-Microtec RC8

Turbulence flow ]| ~ Substrate

Systeme "GYRSET®" :

» Couvercle: atmosphere saturée en solvants
*  Dépot plus uniforme, moins d'effets de bord

* Limite la quantité de résine

Maximum Sulsirate Size
RCBGYRSET 3 wpio @ Control Utilitims
RCB GYRSET 5 wploF @ T e Ranes 0-55= . :]'::
Specd Regulabion Tachometric prEszune -
RCB GYRSETS up fo 8" 26" _ . Nitogen &_Obar
Exhaust 600 limin
Maximum Speed (10 rpm steps) A
RCEGYRSET3 7 000 rpm '
== = = Power 190230 AC  Conforming fo:
- | Smm Corsumption 03k  Ewropean Machine Norms CE certification
FCA standard plate ?mm requency 4-63Hz EMC anet capakiliy
= SEMI specifications

Maamum acceleration 5 000 pmis
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Insoleuse UV-Ozone

Modele 42 Jetlight, JETLIGHT COMPANY INC.

SLIDE

ADJUST & ACRDSS
CARRIER CUIDE

63 X 63 TRAY

M-0FF  SWITCH
\ POWER LIGHT
| TIMER KNOB

| “TIME INDICATOR
START-STOP SWITCH

Spécifications :

* Taille (Max) : Largeur : 9, Longueur: 18; Hauteur : 9.5

* Besoin en énergie : 115 Volts, 60 Hz., 3 Amps

* Type de lampe : Lampe mercure a faible pression de vapeur(Low Pressure Mercury
Vapor Grid)

« Lamp de sortie : 28,000 puW /cm’, 254 nm (From 6mm Dist.)

Taille de la plaque de ’'UV-OZONE : 6.5" X 6.5"
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Profilométre mécanique Dektak

Spécifications:

Longueur de balayage simple de 55mm (2.16pouces)

Mesures sur de plus grande distances possible par «stitching» (voir la section Options
installées)

Accepte les substrats jusqu’a 200mm (8 pouces) de diametre (fig.1). Des adaptateurs
pour petits échantillons sont disponibles selon la configuration courante (voir la
section Configuration).

Epaisseur maximale de substrat de 90mm (3.5 pouces)

Reproductibilité de 0.6nm a 1 sigma sur saut de marche de 0.1um

Plage verticale de de 1mm (0.039po) (option a plage étendue)

Résolution verticale de 0.1nm (pour la plage de 6.55um)
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Profilométre optique Veeco 9080

Specifications:

Analyse de donnée 2D and 3D

Plus de 200 outils d’analyses et de visualisations

Analyse de surfaces aussi bien rugueuses (en mode confocal) que lisses (en
mode interférométre a balayage vertical — VSI) et trés lisses (en mode
interférometre a décalage de phase — PSI). Le mode réflectometre
spectroscopique permet la mesure et I’analyse de couches minces transparentes
Objectifs du microscope : 1 a 100x

Résolution verticale: 0.1nm (en mode PSI)

Analyse spécifique et utilisation de boite a outils standard
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ANNEXE 2 : Composés chimiques

L’acrylamide : fiche de sécurité internationale
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L’éthyléne glycol dimethacrylate (EGDMA) : fiche de

sécurité internationale
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@OOH B3
N g
Diméthacnyiate d'éfyléne
C1oH1404CH,=CICH,C(OJOCH,CHOC(OC(CH,1=CH,
Masse mokécuaire: 1982
N'ICSC: 1270
N°CAS :97-90-5

N*RTECS : QZ£400000
N*CE :607-114-00-5
.10,1995&\1.:&1!&:-'1:1

Nertiation, aspraton locale ou prtection ramm
respratore

IGarts de protecton. Viltements de protection.  [Retioer les vilements contaminds. Rincer o loer |
b3 peau dbondarmment 3 Neau ot 3u siron.
r:mm

DFVFRSFMFENTS & FLIITFS
| 2 un BASLME Perie of orporer on beu sir |symocie %
R 3637
S @

WOIR IMPORTANTES INFORMATIONS AL DOS
ICSC: 1270 Pt Sare LS S8 L (OSSO e G S et e st o 8 G i § g e 1) T

Fiches Internationales de Sécurité Chimique

DIMETHACRYLATE D'ETHYLENE-GLYCOL KCSC: 1270

ASPECT PHYSIOUE. APPARENCE VOES

LIOUDE NCOLORE. (¥} Pt dore g Toepar pr ou b
ey Ls peas

DANGERS PHYSICUES

LS oeurs e SO Dan Slabalsdes of Douent Doy e s SALATION:

aris AuCure MO On ne pesdt dre Jornde Y L Seiie b Lgueolio une
CONCentrat on Sangereute Sand Far et atwerts lors do Neaporst on 2o

DANGERS CHIMIQUES: cotte substance & 20°C

La subsiarce Dot pobyTrdnser
EFFETS DES EXPOSITIONS DE COURTE DUREE:

DEXPOSITION PROFESSIONNELLE (LEP) La substance o5t rriarte DOUr los yous of ket WOt resOeicres.

LIMITES

Pas Se TLV étatie

EFFETS DES EXPOSITIONS PROLONGEES OU REPETEES:

Un COMtact rigtd Ou Drokond Dot Causer une Seralilaston Cutarde




Annexe 2 145

AIBN : fiche de sécurité internationale
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Dimethylsulfoxide (DMSO) : fiche de sécurité internationale
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Acétonitrile : fiche de sécurité internationale
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ANNEXE 3 : Microscope électronique a balayage
(MEB)

Principe

Le fonctionnement du microscope est basé sur I’émission d’¢lectrons produits par une
cathode et la détection de signaux provenant de I’interaction de ces électrons avec
I’échantillon (électrons secondaires et rétrodiffusés). Un faisceau primaire d’électrons de
diametre compris entre 5 et 20 nm et d’énergie allant de quelques kev a 50 kev est focalisé sur
I’échantillon (sous vide). Ce faisceau est balayé sur la surface a étudier par un systéme de

déflexion (Figure 1.7).

Filament Chauf. fil.
Alimentation
3 hauwte tension
Wehnelt: HT 5 a 40 kv
Anode =
k al
Condensaur 1
Générateur
e balayage
Condenseur 2
Bobines de
balayage
Focalisation || =
"' <]
Spectroméire }:
. Détecteur w L
Objet d'électrons
secondaires |l |l |l I]ﬂ |] E

Figure : Principe du microscope électronique a balayage.

Les ¢lectrons émis par I’échantillon sont détectés par un scintillateur couplé a un

photomultiplicateur. Le signal obtenu est amplifi¢ et sert a moduler I’intensité du faisceau
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d’un oscilloscope dont le balayage est synchrone avec celui du faisceau primaire. A chaque
point de la zone balayée sur 1’échantillon correspond donc un point sur 1’écran de
visualisation. L’image est obtenue séquentiellement point par point en déplagant le faisceau
d’¢lectrons. Le grandissement s’obtient en changeant les dimensions de la zone balayée. Le
contraste de I’image observée provient pour 1’essentiel des différences de relief qui existent
sur I’échantillon. Trois composants entrent en jeu [1] :

1. ’effet de 1’angle d’inclinaison de la surface de I’échantillon avec la direction du

faisceau incident. L’émission des électrons secondaires augmente lorsque cet angle

diminue.

2. effet d’ombrage : le détecteur, monté latéralement sur le microscope, est dans une

position telle que toutes les parties de 1’échantillon ne le “voient” pas sous la méme

incidence. Le détecteur peut “voir” dans les trous ou derriere les arétes, mais dans ce

cas I’intensité recue au détecteur est plus faible ; les régions cachées au détecteur

paraissent donc plus sombres.

3. Peffet de pointe : I’émission secondaire est plus intense sur les pointes ou sur les

arétes fines.

Le microscope ¢lectronique a balayage du laboratoire PHASE est un appareil de
marque JSM 35 CF. Il est caractérisé par une résolution de 5 nm (distance de travail 15 mm)

et une profondeur de champ de I’ordre de 30 um ( x 1000).

Avantages et inconvénients de la technique MEB

La taille des échantillons a analyser représente un des grands avantages du MEB, qui
peut aller de quelques micrometres cubes a quelques centimétres cubes. Le MEB a la
particularité d’offrir une grande profondeur de champ allant jusqu’a plusieurs centaines de
microns.

Par contre, les systémes standard souffrent d’un certain nombre d’inconvénients
connus, tels que :

- Lamise sous vide.

- Les difficultés de calibration.

- L’échantillon doit étre conducteur ou rendu conducteur par dépdt d’une couche mince
d’or de 10 a 30 nm d’épaisseur (en général) afin d’éviter I’accumulation des charges
¢lectriques qui risque de créer des champs parasites et de perturber I’image.

- 1l faut s’assurer que [’échantillon soit de nature a supporter le bombardement

¢lectronique souvent intense dans le vide. La majeure partie de 1’énergie primaire du
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faisceau est dissipée sous forme de chaleur dans I’échantillon, ce qui peut entrainer

une dégradation ou une fusion locale. Ce sera le risque avec les polymeres (la résine

photosensible par exemple) ou les échantillons biologiques.

Remarque :

Avec les MEB récents du type “environnementaux”, grdce a des détecteurs
performants, on peut observer des échantillons hydratés ou contenant des substances volatiles
sans préparation préalable. D’ailleurs, les ions positifs produits par les collisions entre les
¢lectrons et les gaz présents dans la chambre d’observation sont attirés vers la surface de
I’échantillon de maniere a annuler en grande partie des effets de chargement. Si de nouvelles
formes de contraste intéressantes ont été constatées dans ces conditions, la qualité des images
reste néanmoins réduite par rapport a un MEB a haut vide. La résolution est moins bonne par

rapport a celle d’'un MEB normal, mais cela est compensé par 1’observation d’un objet réel.
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RESUME

Ces travaux de recherches concernent I’association de la technologie des polymeéres a
empreintes moléculaires aux dispositifs acoustiques a onde de Love afin de réaliser un
biocapteur dans le cadre d’un projet ANR Tecsan.

La premiere partie de ces travaux de thése a adressé plus spécifiquement la mise au
point d'un protocole de dépot localisé de polymeres imprimés (MIP) et non imprimés (NIP) en
films minces compatibles avec la propagation de I'onde élastique.

La seconde partie des travaux a visé une caractérisation des films et des capteurs ainsi
réalisés, par microscopie a balayage et par mesures de détection sous gaz. Des éléments
relatifs aux propriétés mécaniques(porosité, surfaces spécifiques) des MIPs et NIPs, avant
extraction de la molécule cible, puis aprés extraction et apres recapture, ont permis de valider

le principe du capteur, ouvrant la voie a I'application en milieu liquide.

Mots clés :

Onde de love, MIP, Films minces, Capteurs

ABSTRACT

This work deals with the association of molecularly imprinted polymers technology
and love wave devices in order to develop a biosensor in the frame of ANR project, Tecsan.

The first part of this work concerned the development and the validation of a protocol
for localized deposition of imprinted (MIP) and non-imprinted (NIP) polymeric thin film
compatible with the propagation of acoustic wave.

The second part exhibited the characterization of the coated sensors, by scanning
microscopy and deep gas characterization. The proposed characterization technique gives
information on surface morphology and porosity of thin MIP films before extraction of the
target molecule, then after extraction and after rebinding. It allowed hence, the validation of
the sensor principle. These results constitute a good background for future application in

medium liquid.

Keywords:
Love wave, Polymer, MIP, Thin film, Sensors
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