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Introduction générale

Introduction générale

Au cours des quinze derniéres années, la lutte contre le terrorisme et le trafic de
drogues est devenue un enjeu sociétal majeur. L'identification rapide et efficace des
colis piégés est, par exemple, indispensable dans les lieux publics trés fréquentés et a
risques, tels que les aéroports et les gares. Avec son odorat exceptionnel, le chien reste
jusqu'a présent le moyen le plus fiable pour la détection d’explosifs, de drogues et de
toutes sortes de matériaux dangereux pour la sécurité environnante. Cependant,
I'utilisation des sensibilités olfactives du chien représente de sérieux inconvénients
(fatigue, colt de dressage, existence de leurre, etc.). Le développement de systemes de
mesures capables de détecter les composés illicites, offrant des alternatives sérieuses,
est devenu essentiel.

Mon travail de recherche, objet de cette thése, porte principalement sur
I'étude de deux types de transducteurs MEMS en diamant combinés a des
biorécepteurs olfactifs spécifiquement impliqués dans la perception et la reconnaissance
des odeurs. Il entre dans le cadre du projet européen SNIFFER (FP7-SEC) ou le CEA-
LIST collabore avec plusieurs équipes internationales pour la réalisation de systémes
de capteurs particulierement innovants, proposant d’utiliser une approche
biomimétique par la fabrication de biocapteurs a base de récepteurs olfactifs pour la
détection de drogues et d’explosifs aux frontiéres aéroportuaires.

Les MEMS de type microleviers et les SAW ont été choisis dans cette étude
pour leurs nombreux avantages dont leur grande sensibilité a détecter tous types de
molécules. Les propriétés physiques et chimiques exceptionnelles du diamant déposé
sur leur surface permettent d’envisager des détecteurs a la fois miniaturisés, robustes
et sensibles.

Dans cette recherche, diftérentes familles de parties fonctionnelles du systéme
olfactif ont été utilisées comme parties sensibles des capteurs, et notamment : des
Ligand Binding Proteins (LBP) et plus particuliérement trois types spécifiques de
protéines se liant aux molécules odorantes : les protéines de liaison aux molécules
odorantes (OBP pour Odorant Binding Protein) et les Major Urinary Protein (MUP),
et des récepteurs olfactifs (OR) (les OBP et des MUP spécifiques ont été fournis par
des partenaires du projet SNIFFER, notamment les universités de Manchester et de
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Padova, les OR par un partenaire de 'INRA de Jouy-en-Josas). L'immobilisation de ces
récepteurs olfactifs OBP, MUP et OR sur la surface des transducteurs MEMS a
constitué le fil directeur de mes travaux dans la conception d'un systéme de nez
électronique biomimétique.

Dans la nature, les OBP sont localisées dans le mucus nasal chez les
mammiféres et au niveau des antennes chez les insectes par exemple. Les MUP sont
une sous-famille de protéines OBP impliquées dans la capture des molécules de
phéromones sexuelles que l'on trouve en abondance dans l'urine et autres sécrétions
animales. Les OR sont localisés sur la membrane des cils des neurones sensoriels
olfactifs qui projettent leurs axones vers le bulbe du systéme olfactif, premier relais de
la perception olfactive dans le cerveau.

Par opposition aux OBP et aux MUP, les OR sont extrémement sélectifs, mais
néanmoins peu stables aux conditions extérieures de par leur structure complexe, ce
qui peut rendre leur utilisation plus délicate sur des systémes électroniques de
détection d’odeurs. Peu de travaux ont été effectués avec les LBP pour I'élaboration de
biocapteurs, la plupart sont réalisés en milieu liquide et trés rarement en milieu
gazeux. Cette these aborde la détection d’odeurs grace aux LBP dans ces deux milieux.
La chimie unique du diamant permet ainsi d'immobiliser ces biorécepteurs a sa surface
des capteurs de fagon covalente et robuste.

L’objectif principal de mes travaux a donc consisté a démontrer I'intérét de tels
transducteurs SAW et microleviers en diamant fonctionnalisés avec des LBP pour des
applications de détection de vapeurs d’explosifs et de drogues.

Cette these s’articule autour de quatre chapitres.

Le premier chapitre décrit le contexte et l'objectif de I'étude. Les principaux
types de biocapteurs existants ainsi que leurs mécanismes de transduction sont
présentés. Cette partie se focalise, par la suite, sur les MEMS de type microleviers et
SAW développés pour ces travaux, et principalement utilisés pour justifier I'utilisation
de ces transducteurs pour la détection de composés odorants. Les procédés de
fabrication du diamant, ses excellentes propriétés physico-chimiques ainsi que son
utilisation dans la transduction chimique sont ensuite détaillés. Le diamant se révele
étre un excellent matériau innovant pour divers autres domaines d’application incluant
Iélectronique, l'optique, I'électrochimie, etc. Certaines de ses propriétés sont, donc,
mises a profit. L’état de I'art des quelques biocapteurs olfactifs existants, comprenant
les protéines LBP apres explication du fonctionnement du systéme olfactif ainsi que le
mécanisme d’action des protéines OBP, MUP et OR, est dressé en fin de ce chapitre,
permettant ainsi de proposer des voies de fabrication de biocapteurs biomimétiques.
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Le second chapitre présente dans un premier temps les conditions de
fabrication des microleviers et des SAW et les conditions spécifiques de synthese du
diamant pour fabriquer ces transducteurs. Dans un deuxiéme temps, la réalisation et
I'optimisation du dépot des LBP sur ces transducteurs sont présentées. Les différentes
voles de greffage utilisées dans ces travaux sont détaillées a cet eftet. Le greffage de
I'acide aminocaproique sur surface en diamant hydrogéné suivi d'un couplage classique
EDC/NHS est la méthode 1 de fonctionnalisation mise en ceuvre dans cette étude. Une
seconde approche d'immobilisation a été investiguée afin de controler 'orientation des
protéines LBP immobilisées en surface. La seconde technique d'immobilisation requiert
le greffage du complexe NTA-Ni et d'un LBP avec une étiquette (tag) 6 histidines. Le
chapitre 2 explicite, dans un dernier temps, les outils utilisés pour caractériser les
greffages et les performances des capteurs ainsi développées. Les dispositifs utilisés
pour caractériser les propriétés de résonance reliées a une détection en milieux liquides
(mesures optiques de vibrométrie laser) et gazeux sont aussi détaillés. Un prototype de
détection, élaboré par diftérents partenaires du projet Sniffer (Airbus, I'université de
Manchester et 'ESIEE), a été utilisé dans le cadre de mes travaux, a I'occasion de tests
de détection proches du terrain avec un large panel d’explosifs et de drogues. La
conception et la fabrication d’une cellule pouvant contenir plusieurs transducteurs de
type microleviers pour une détection en gaz ont été réalisées au cours de cette étude et
sont présentées dans ce chapitre 2.

Le chapitre 3 permet de valider les 2 méthodes de greffage employées par
diverses techniques de caractérisation incluant la spectroscopie XPS, la spectroscopie
de fluorescence, I'imagerie MEB, 'AFM ainsi que la spectroscopie électrochimique
(EIS). L’évolution du déplacement en fréquence de résonance de microleviers a été
utilisée pour suivre les résultats de détection lors de I'exposition a diftérents composés
organiques (le 2,4-Dinitrotolueéne (2,4-DNT), le 4-Nitrotoluéne (4-NT) et le 2-
isobutyl-8-méthoxypyrazine (IBMP), obtenus avec des microleviers en diamants
fonctionnalisés de protéines LBP en mesure liquide. Les performances de ces capteurs
en termes de sensibilité, de limite de détection ou encore du temps de réponse sont
étudiées en fonction des méthodes de greffages utilisées ainsi que des différentes
protéines (OBP ou MUP) immobilisées sur les transducteurs.

Dans le chapitre 4, les caractéristiques des transducteurs SAW fonctionnalisés
par des LBP pour la détection de composés volatils en milieu gazeux ont été
exploitées. Des mesures de détection en milieu gazeux avec des microleviers n'ont pu
étre réalisées que tardivement, par I'intégration de la cellule développée au cours de ces
travaux, au dispositif Sniffer élaboré. Ces mesures ne seront donc pas davantage
mentionnées dans cette these. L'objectif primordial du chapitre 4 est, donc, de
caractériser les propriétés de détection des transducteurs SAW pour chaque LBP
immobilisé, en termes de sensibilité, de cinétique et de reproductibilité, et ce, a I'aide de
tests d’expositions a différents composés volatils. Les mémes approches de greffage,
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décrites dans le chapitre 3, pour immobiliser des LBP a la surface des microleviers
(méthode 1 et 2), ont été utilisées dans ce chapitre sur les SAW. Ceci a permis, d'une
part, d’évaluer la densité des récepteurs greftés sur la surface en diamant par une
approche gravimétrique et d’autre part, de caractériser les capteurs, ainsi réalisés,
exposés a des vapeurs d'IBMP, de 2,4-DN'T et 4-NT dans des conditions contrélées de
laboratoire grace a I'utilisation des tubes a perméation par exemple. La derniére partie
de ce chapitre traite de la détection des composés explosifs de fabrication artisanale et
de drogues, provenant de saisie judicaire, avec les capteurs SAW fonctionnalisés par
des LBP dans des conditions de terrain et semi-réelles avec la méthode d’entrainement
de vapeur par aspiration, et l'utilisation du dispositif’ Sniffer développé au cours de
cette étude. Plusieurs campagnes de mesures ont été menées dans le laboratoire du
CREL (Centre de Recherche, d'Expertise de la Logistique, du Ministére de I'Intérieur).
Les performances des capteurs sont ainsi comparées pour chaque exposition de
composé illicite.

Ces travaux sur I'immobilisation des LBP de type OBP, OR et MUP sur
transducteurs en diamant en vue de leur utilisation pour la conception d'un systéme

biomimétique de nez électronique sont a l'état de l'art, et s’ajoutent donc a la
littérature scientifique dans ce domaine.
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1. Les MEMS en diamant pour la transduction olfactive biomimétique

1.1 Introduction

Ce chapitre décrit dans un premier temps les principaux types de biocapteurs
existants ainsi que leurs mécanismes de transduction. Notre travail porte
principalement sur l'étude de transducteurs MEMS (Micro-Electromechanical
Systems) en diamant combinés a des biorécepteurs spécifiquement impliqués dans la
reconnaissance des odeurs. Ce chapitre se focalisera, par la suite, sur les MEMS
tabriqués a partir d'un matériau innovant, le diamant de synthese. Les excellentes
propriétés physico-chimiques du diamant sont explicitées afin de justifier I'utilisation
de ces transducteurs en diamant pour la détection de composés odorants. La fin de ce
chapitre sera consacrée a la présentation des diftérents types de biorécepteurs de type
Ligand Binding Proteins (LBP). Les LBP utilisées dans cette étude sont des protéines
ayant la capacité de se lier avec des molécules odorantes. Notre étude s’orientera vers
la détection d’odeurs grace aux LBP tant en milieu liquide qu'en milieu gaz. A 'heure
actuelle, peu de travaux sont publiés dans la littérature scientifique sur I'élaboration de
tels biocapteurs a LBP dans ces milieux. En fin de chapitre, un état de I'art de quelques
biocapteurs olfactifs existants s’appuyant sur ce type de protéines sera, néanmoins,
dressé.

1.2 Les différents types de capteurs biochimiques

Dans cette partie, les principaux types de capteurs biochimiques sont décrits de
maniére non exhaustive. Ces diftérents biocapteurs seront classés en fonction du type
de transduction en nous appuyant plus spécifiquement sur la famille des MEMS qui
seront utilisés dans la suite de ces travaux.

1.2.1. Définition d’un biocapteur

Un biocapteur est un outil analytique composé d’un élément biologique, appelé
biorécepteur, lié & un transducteur. Le biorécepteur est généralement immobilisé sur la
surface du transducteur et posseéde une grande affinité avec les molécules cibles. Parfois
ces récepteurs peuvent étre tres sélectifs (anticorps [1], aptameres [2], etc.). Dans notre
étude, les biorécepteurs sont des protéines de type LBP. Les protéines LBP sont
diverses (globuline [3], enzyme [4], etc.) et peuvent étre impliquées dans la réalisation
de plusieurs types de biocapteurs [5, 6, 7, 8]. L'information biochimique qui en résulte
est alors convertie par le transducteur en un signal analytiquement utile et exploitable
pour permettre une détection de molécule cible [9]. Les performances d'un biocapteur
sont évaluées a partir de plusieurs parameétres et notamment sa sensibilité, sa limite de
détection, sa spécificité, son temps de réponse, etc.
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La Figure 1.1 présente de fagon schématique le principe de fonctionnement d’un
biocapteur.

@)
U OO
UOOQQ

‘ Transducteur \

Figure 1.1 - Principe de fonctionnement d’un biocapteur

Il existe diftérents types de transducteurs qui se différencient par le procédé
physique qu’ils exploitent pour convertir la détection d'une molécule cible en une
réponse mesurable. Ces principes physiques peuvent étre de nature optique [10, 11, 12]
(par exemple le changement d’indice de réfraction), électrochimique (réactions
chimiques avec des espéces électro-actives) [13, 14, 15], électrique (par exemple
l'utilisation des transistors a effet de champs) [16, 17, 18], gravimétrique (variation de
masse) [19, 20, 21], ou mécanique (variation des propriétés mécaniques en surface) [22, 23,
24]. Les principales familles de modes de transduction sont détaillées dans les sections
suivantes.

1.2.2 Les transducteurs optiques

Une large variété de méthodes optiques a été utilisée pour étre associée aux
systemes de détection des biocapteurs. En effet, les transducteurs optiques sont parmi
les plus utilisés dans le domaine de la biologie. Les principales méthodes de ces
capteurs optiques sont : la mesure de l'absorbance [25], de la chimi-luminescence
[26, 27], de la fluorescence [28], de la résonance plasmon de surface (SPR) [29] ou encore
de l'onde évanescente [30].

Ces capteurs optiques présentent de nombreux avantages : une utilisation simple et
trés précise avec une limite de détection trés basse et la possibilité de répondre
simultanément a plusieurs réactants [31]. Une production en masse et a grande échelle
de ces transducteurs peut étre facilement envisageable. Cependant, ils présentent
quelques inconvénients et fréquemment de longs temps de réponse et I'impossibilité de
les utiliser en temps réel. De plus, ces capteurs sont difficilement miniaturisables.
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Pour les biocapteurs mesurant I'absorbance, I'interaction entre le ligand et I'analyte
se traduit par 'apparition ou la disparition d’'une couleur dans le milieu réactionnel [32].

Pour les biocapteurs mesurant la fluorescence, I'interaction ligand-analyte se traduit
par une émission ou une extinction de fluorescence [33]. La révélation peut, par
exemple, étre liée a l'utilisation d’un marquage par une sonde fluorescente. Un des
marquages les plus fréquents, employé en ingénierie biologique, est 'utilisation de la
Green Fluorescent Protein (GIP), protéine naturellement fluorescente [34]. La Figure
1.2 représente la structure de la GFP [35].

Figure 1.2 - Structure de la GFP [35]

Les mesures liées a l'interaction d’un récepteur biologique avec un ligand en
temps réels (études cinétiques, etc.) sont le plus souvent étudiées par SPR. La mesure
du phénomene SPR (Figure 1.8) peut se faire de deux manieres.

Onde évanescente

Eau

Métal {

LN

Verre

/ \ Onde

Réfléchie

Onde
Incidente

Figure 1.3 - Représentation schématique du phénomeéne de résonance de plasmon sous l'effet d’un rayon
Jlumineux incident [36]
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Elle peut se faire soit par la mesure de la variation de I'angle de résonance. En
effet, les photons de T'onde évanescente entrent en résonance avec les nuages
électroniques d’une fine couche de métal déposée a 'interface appelée aussi plasmon ce
qui va induire une chute de I'intensité du faisceau réfléchi selon un certain angle (angle
de résonance). Cet angle varie proportionnellement a la quantité d’espéces a détecter se
fixant sur les ligands spécifiques a l'interface. Elle peut se faire, d’autre part, par la
mesure de la modulation de la longueur d’onde et/ou de I'angle réfléchi. En eftet, un
taisceau parallele polychromatique arrive a linterface, ce qui va exciter la surface
plasmonique. Cette excitation, du fait du transfert de l'énergie optique et de sa
dissipation sur la couche plasmonique qui I'accompagnent, provoque une modification
de la longueur d’'onde de I'angle réfléchi. La fixation de I'espece a détecter sur les
ligands va induire une variation de la longueur d’onde proportionnelle a la quantité
tixée. Cette variation est due a la modification de I'indice de réfraction induite par la
tixation de I'analyte. Par exemple, H.S. Jang et al. ont mis au point un biocapteur SPR
(une fibre optique) permettant la détection de I'antigeéne prostatique spécifique en tant
que biomarqueur du cancer de la prostate [37].

1.2.3 Les transducteurs électrochimiques

Les capteurs électrochimiques sont trés répandus dans le domaine de la
détection biochimique. La détection électrochimique a pour principe I'oxydation ou la
réduction de molécules électroactives cibles se traduisant par un échange d’électrons a
la surface de I'électrode [38]. Il en résulte un signal électrique utile et exploitable. 11
existe trois types principaux de transducteurs électrochimiques: les capteurs
ampérométriques [39, 40, 41], les capteurs potentiométriques [42, 43, 44] et les capteurs
impédancemétriques [45]. En potentiométrie, un équilibre thermodynamique est établi
entre 1'électrode solide et la solution, ce qui permet de mesurer le « potentiel de repos »
d'une électrode indicatrice sensible & un composé ou ion de la solution étudiée par
rapport a une électrode de référence. En ampérométrie, I'évolution du courant induit
par l'oxydation et/ou la réduction d’espéces électro-actives a un potentiel donné est
mesurée. Enfin, en impédancemétrie, on s’'intéresse a I'évolution de la constante de
transfert de charge de I'électrode de mesure qui évolue en fonction des especes qui
viennent se fixer sur I'électrode.

Les biocapteurs électrochimiques ont pour principaux avantages leur simplicité,
leur colit de revient relativement faible et leur rapidité de réponse. En revanche, ils
peuvent manquer de sélectivité et de sensibilité. On peut souligner le fait que les
composants a détecter doivent étre électroactifs ou étre impliqués dans une réaction
d’oxydo-réduction. Ces types de capteurs électrochimiques sont souvent utilisés dans
le domaine médical [46,47], de 'environnement et de la sécurité comme par exemple
pour la détection de polluants a I'état de trace [48, 15] ou la détection d’explosifs [49].

10
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1.2.4 Les transducteurs a ondes acoustiques

Les capteurs a ondes acoustiques font intervenir le plus souvent une
perturbation de la propagation d’une onde acoustique qui se traduit par un
déplacement de la fréquence de résonance du dispositif. Cette perturbation vient le plus
souvent de I'interaction de molécules avec une couche sensible déposée sur la surface
du matériau. Ces capteurs communément appelés capteurs « gravimétriques »,
mesurent généralement une variation massique a la surface du transducteur bien que
d’autres phénomenes physico-chimiques peuvent contribuer aussi a la réponse. Ce type
de transduction peut en principe s’appliquer a tout type de molécules contrairement a
d’autres transducteurs qui sont limités par certaines spécificités (propriétés optiques,
électrochimiques, etc.).

I1 existe plusieurs types de capteurs gravimétriques. Les capteurs BAW (Bulk
Acoustic Wave) reposent sur la propagation d'une onde acoustique longitudinale ou de
cisaillement dans un substrat piézoélectrique soumis a un champ électrique [21]. Ces
capteurs sont compatibles avec une détection en phase liquide et gazeuse [50]. Un
matériau piézoélectrique posseéde la propriété de se polariser électriquement sous
I'action d'une force mécanique (effet direct) et, réciproquement, de se déformer

lorsqu'on leur applique un champ électrique (effet inverse).

Les microbalances a quartz (communément appelées QCM pour Quartz Crystal
Microbalance) sont un exemple de capteurs BAW les plus couramment utilisés. Un
QCM est un cristal de quartz piézoélectrique taillé en coupe AT et d’épaisseur de
quelques centaines de um [51]. Comme illustré sur la

Figure 1.4 ci-dessous, le QCM est mis en résonnance a I'aide de 2 électrodes, placées de
chaque c6té du cristal, qui viennent exciter un matériau piézoélectrique. La

Figure 1.4 représente de fagon schématique un QCM.

BACK FRONT
QUARTZ GOLD ELECTRODE ELECTRODE ELECTRODE

1.40cm

ELECTRICAL
CONTACT

DEPOSITION
AREA

Figure 1.4 - Schéma d’'un QCM [52,53]

11
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La fréquence de résonance du quartz, pouvant aller jusqu’'a quelques MHz [54],
sera modifiée par le masse d'une espeéce chimique se déposant sur la surface des
électrodes.

Le décalage relatif' de la résonance en fréquence dépend de la masse de ce dépot
suivant I'équation de Sauerbrey [55]. I1 permet de mesurer des masses de I'ordre de
quelques nanogrammes, sa sensibilité massique se situant, en effet, autour de quelques
Hz.ng'. La sensibilité de ces capteurs est limitée par les forts amortissements en
milieu liquide [21]. Les QCM sont tres utilisés dans des disciplines diverses telles que
I'électrochimie [56], la physico-chimie ou la biologie notamment pour caractériser
I'adsorption de protéines [57] et également la détection de gaz toxiques par exemple [58,
59, 60].

1.2.5 Les MEMS

Le premier type de MEMS (Micro-ElectroMechanical Systems) qu’il est
intéressant de mentionner ici est les « FBAR » (Film Bulk Acoustic Resonator). Ceux-
ci appartiennent aussi a la famille des BAW. Un FBAR est un transducteur ayant une
structure similaire a celle d'un QCM mais cette fois-ci avec des dimensions
micrométriques, c’est-a-dire qu’il est également composé d'un matériel piézoélectrique
enfermé par 2 électrodes et isolé de maniére acoustique. Contrairement aux QCM, les
transducteurs FBAR offrent une meilleure sensibilité en milieu liquide due a un
meilleur facteur de qualité. En effet, les QCM subissent trop d’amortissements en
liquide, ce qui diminue leur facteur de qualité. L'onde acoustique générée par les FBAR
peut atteindre une fréquence plus élevée, allant jusqu'au GHz [61]. Les FBAR sont
également plus compactes que les QCM, en épaisseur et en volume, et permettent une
intégration dans des dispositifs issus de la microélectronique.

Si les FBAR peuvent étre classés dans la catégorie des MEMS, il en existe bien
d’autres. Ici, nous nous attarderons uniquement sur les SAW et les microleviers qui
seront utilisés pour nos travaux. En effet, certains microleviers peuvent également étre
utilisés pour réaliser des capteurs gravimétriques. Dans cette étude, on considere que
les SAW (Surface Acoustic Wave) peuvent étre classés dans la catégorie des MEMS.
Les MEMS (en incluant donc les SAW) sont présentés dans les sections suivantes.

12
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1.2.5.a Les SAW

Le principe des SAW est le suivant : une onde acoustique est générée par deux
électrodes déposées en configuration de peignes interdigités (IDT) a la surface du
matériau piézoélectrique de maniere a créer une contrainte mécanique en surface par
I'exploitation du phénomene de la piézoélectricité [62]. Le systéme est alors mis en
résonance. Lorsqu'un composé est piégé sur sa surface, sa présence va perturber la
propagation de I'onde en surface, et modifier la fréquence de résonance du dispositif,
qui est mesurée en continu entre deux électrodes. Cette fréquence dépend directement
de la vitesse de propagation des ondes acoustiques dans le matériau et du pas des
peignes IDT.

Les transducteurs SAW dits « lignes a retard » [63] (Figure 1.5) sont les
transducteurs les plus utilisés. Des peignes interdigités (IDT) vont générer une onde
acoustique qui va se propager a la surface du transducteur. La différence de
polarisation entre deux peignes successifs géneére des contraintes a la surface du
matériau par effet piézoélectrique. Le phénomene inverse se produit au niveau des
électrodes de sortie qui collectent ainsi 'onde propagée. La zone comprise entre les
électrodes d’entrée et de sortie constitue la partie sensible du transducteur. L’ajout de
masse engendre une modification locale des propriétés mécaniques de la surface qui
modifient la vélocité acoustique de l'onde, ce qui augmente le temps que met 'onde
pour parcourir le transducteur. Ce systéme fonctionne généralement dans un circuit
résonant en boucle fermée qui permet d’avoir une mesure en continu.

Electrodes
d’entrée Perturbation en surface

Electrodes
de sortie

Substrat piézoélectrique —

Direction de propagation

Figure 1.5 - Principe de fonctionnement d’'un transducteur SAW a lignes de retard [63]

Les transducteurs SAW de type résonateurs posseédent une conformation de peignes
IDT différente de celles des transducteurs SAW a lignes de retard. Ils ont des
réflecteurs placés a coté des IDT d’entrée et de sorties. L’onde est alors générée par les
IDT centraux et réfléchie par les réflecteurs latéraux et résonne dans une cavité,
réduisant donc les pertes du dispositif. Ce type de SAW sera utilisé tout au long de
notre étude.

13
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Le piégeage des especes cibles sur cette surface modifie les propriétés de propagation
de I'onde acoustique qui sont sensibles a des changements de masse en surface ou de
propriétés mécaniques de couches a la surface. En effet, I'onde de surface d’un
transducteur SAW peut étre perturbée par trois phénomeénes distincts : la perturbation
massique, viscoélastique et acousto-électrique.

L’équation 1.1 décrit la totalité des phénoménes mis en jeu dans la perturbation de
I'onde acoustique de surface : [64]

K? / 1 Conf&
Af: CviscoelAEfOZ _TAl — |f0_ 0

Am (1.1)

Détaillons chaque partie de cette équation.

Les perturbations de I'onde dues a une variation de masse sont décrites grace a cette
équation 1.2:

2
Af = — C";f" Am (1.2)

Ou Afest la diftérence en fréquence en Hz,
fo est la fréquence de résonance en Hz,
Cm est le facteur de sensibilité massique

ps est la densité massique de la surface

Les perturbations de I'onde dues a un effet acousto-électrique sont décrites par cette
équation 1.8:

A == Al ————|fy (13)

Ou o; est la conductivité de surface
Cq est la somme des permittivités diélectriques de I'air et du substrat

Vo est la vélocité acoustique
K est le coefficient de couplage électromécanique
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Les perturbations de l'onde due a un effet viscoélastique sont décrites par cette
équation 1.4 :

_ 2mhe;s 4v -5
v ( 5v2 + v —

Df (14)

Les transducteurs SAW sont classés selon la direction de propagation de
I'onde: dans le plan de surface du matériau piézoélectrique (onde de Rayleigh) ou dans
le plan orthogonal a la surface (onde de cisaillement, onde de plaque ou onde de Love).
Dans le cas des transducteurs a onde de Love, 'onde est contenue dans le plan de la
surface, ce qui sera particuliérement intéressant en milieu liquide. Les Rayleigh-SAW
sont tres sensibles en milieu faiblement amorti mais inadaptés en milieu liquide du fait
du fort amortissement de I'onde de Rayleigh contenue dans le plan orthogonal a la
surface du SAW. Ce type de Rayleigh-SAW sera, donc, davantage utilisé pour la
détection en phase gaz.

Les domaines d’applications sont alors tres variés, et les composés cibles sont
par exemple des vapeurs organiques [65], des gaz inorganiques [66], des composés
biologiques [67] et des vapeurs d’explosifs [68], et ils peuvent étre utilisés dans des
conditions extrémes [69]. Les SAW présentent de nombreux avantages tels que le fait
d’étre miniaturisables, ce qui en fait des capteurs intégrables pouvant étre produits en
masse. Ils offrent des seuils de sensibilité extrémement bas pour un grand nombre de

composés chimiques jusqu'au pictogramme.

1.2.5.b Les microleviers

Les premiers MEMS ont émergé dans les années 60 [70] et sont aujourd hui
considérés comme une technologie fiable présentant de nombreux avantages. En eftet,
cette technologie est potentiellement peu coliteuse, portable, sensible pour la détection
et peut étre fabriquée en masse. La recherche sur la réalisation des transducteurs de
type microleviers a largement augmenté durant ces 10 derniéres années grace aux
techniques de micro-fabrication en salle blanche, ce qui a favorisé I'utilisation des
microleviers, et en particulier pour diverses applications de transduction biochimique
[71]. La forme la plus simple d'un microlevier est une structure en forme de poutre
suspendue en un seul point d’ancrage sur le substrat.

1.2.5.b.i Description analytique du comportement des microleviers

En général, les microleviers se déforment sous la contrainte d'un composé a sa
surface. Cette déflection peut alors étre traduite en signal électrique par le biais d'une
couche piézorésistive intégrée au microlevier ou par interrogation optique.
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Les microleviers ou poutres résonantes peuvent étre utilisés selon deux régimes
de fonctionnement différents : en régime statique [72] ou en régime dynamique [73]. En
régime statique, la déformation de la poutre induite par un diftérentiel de contraintes
surfaciques entre ses deux faces est mesurée. Une des deux faces de la poutre peut étre
passivée tandis que l'autre est fonctionnalisée pour augmenter le différentiel et ainsi
gagner en sensibilité étant donné que les espéces ne vont s’adsorber que sur la face
tonctionnalisée de la poutre. La déflection de la poutre en fonction d’un diftérentiel de
contraintes peut étre modélisé par la formule de Stoney (équation 1.5) [74].

31— I

A
d Ee?

Ac (1.5)

Ou E est le module d’Young
u le coetticient de poisson
Az la déflection de la poutre
Ac le différentiel de contraintes surfaciques entre les deux faces de la poutre
L la longueur de la poutre
e I'épaisseur de la poutre.

En régime dynamique, les poutres sont mises en vibration a la fréquence d’'un
de leurs modes de résonance. Dans de nombreux cas, le premier ordre de flexion est
exploité car il s’agit du mode de vibration le plus facile a observer en terme
d’amplitude de mouvement. I'équation 1.6 met en évidence les quatre parametres qui
sont exploités dans le cas de détection a base de poutres résonantes [71].

f=t 2(1- %) (1.6)

21 | M*

Ou feest la fréquence de résonance de la poutre
m” est la masse effective de la poutre oscillante
k* son élasticité
Q le facteur de qualité traduisant les pertes mécaniques du microlevier.

La sensibilité de I'oscillateur mécanique par rapport a chacun de ces parametres
peut étre évaluée en calculant la dérivée logarithmique partielle de la formule (1.6) par
rapport a chaque paramétre influant.
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Ceci nous conduit a 'équation 1.7 dans laquelle le premier, le deuxiéme et le
troisieme terme représentent la sensibilité de la structure mécanique par rapport a son
élasticité, a sa masse effective et a son facteur de qualité, respectivement.

Afy = (%i—") Ak* + (—% Tfl—‘)) Am* + (W) AQ (1.7)

Grace aux équations précédentes, on peut souligner le fait que plus le module
d’Young est élevé et plus la fréquence de résonance du microlevier le sera aussi. Etant
donné que le module d’Young du diamant est environ 7,5 fois supérieur a celui du
silicium, cette relation implique, qu'a géométrie équivalente, un microlevier
rectangulaire en diamant aura une fréquence de résonance presque 2 fois plus élevée
que celle d'un microlevier en silicium. Considérons alors 2 microleviers, 1'un en
silicium et l'autre en diamant, résonant respectivement a 10 kHz et 20 kHz, et tous les
deux sujets a une masse effective d'environ 10 ng sans affecter la constante d'élasticité
de ces deux transducteurs. Dans ce cas 1'équation nous montre que le déplacement en
fréquence de résonance sera d'environ 400 Hz pour le microlevier en diamant alors que
la variation de fréquence de résonance de microlevier en silicium ce ne sera que de 290
Hz. On peut donc ainsi affirmer que la sensibilité gravimétrique en milieu faiblement
amorti sera plus importante pour un transducteur en diamant.

Notre étude se focalise sur la détection de composés organiques sur des
microleviers en diamant en milieu liquide. Dans un milieu liquide, les déformations
mécaniques du microlevier impliquent une dissipation de l'énergie mécanique en
énergie thermique. Cette dissipation énergétique peut étre quantifiée en utilisant le
tacteur de qualité selon les équations 1.8, 1.9, 1.10:

2 /pE wt?
_ANP (1.8)

1213 ulR (1 + %)

Q

wl
R= |— (1.9)
_ |
5= _— (1.10)
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ou  est la constante relative au premier mode de vibration
w la largeur
11a longueur
t I'épaisseur
E le module de Young
1 la viscosité du milieu

et p la densité du milieu

Ces équations permettent de déduire qu'a méme géométrie et dans un méme
milieu, le facteur de qualité d'un microlevier en diamant serait typiquement trois fois
plus important qu'un micro levier en silicium. Mais en milieu liquide, il faut prendre en
compte dans I'équation la perte énergétique mécanique due a la dissipation.

L'équation (1.6) devient alors I'équation 1.11 :

_ L [k T
foo =3|m0 (1.11)

La variation de la rigidité peut étre décrite par I'équation 1.12:

bop + b
(ED? = (ED)° (1 +3-2 b"“"m)

= (1.12)

La relation entre le coefficient d'élasticité du microlevier rectangulaire et EI est établie
par I'équation 1.13 :

_ 3EI

k= (1.13)

Les équations 1.11, 1.12, 1.13 supposent une faible sensibilité des microleviers
aux variations de stress de surface de l'ordre de quelques centaines de pHz pour des
variations de stress de surface d'environ quelques centaines de mN.m-! pour le cas des
microleviers en silicium [75]. En se reportant a ces dernieres équations, la sensibilité
devrait étre encore plus faible pour le cas d'un microlevier en diamant étant donné
qu’elle est ici inversement proportionnelle au module d"Young, qui est élevé dans le cas
du diamant. En milieu liquide donc, 'avantage du fort facteur de qualité de structures
en diamant serait moindre du fait de leur plus faible sensibilité.
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Etonnement, dans des conditions expérimentales, les variations de la fréquence
de résonance induites par 1'immobilisation d'especes chimiques ou biologiques sur la
surface du microlevier sont plutot reportées dans l'intervalle de quelques centaines de
Hz pour typiquement quelques centaines de mN.m-! en termes de variation de stress de
surface, ce qui va, donc, a 'encontre des résultats attendus expérimentalement [103]. 11
y a donc une certaine incohérence entre les prédictions théoriques et les observations
expérimentales. On ne peut donc affirmer le réel avantage d'utiliser les microleviers en
diamant dans le régime résonnant pour leurs exceptionnelles propriétés mécaniques
dans un milieu liquide qui restent a démontrer et a justifier.

1.2.5.b.ii Exemples de microleviers utilisés pour la détection biochimique

Quelques exemples d'utilisation de microleviers pour des applications de
détection biochimique sont détaillés dans cette section. Les microleviers, utilisés en
biochimie, I'ont été pour détecter des maladies telles que le cancer [76], des virus [77,78],
des séquences d’ADN [79, 80], des bactéries [81], des vapeurs de solvants [82] et des gaz
toxiques [83].

Par exemple, des microleviers en silicium recouverts de polymeére pyraléne couplés a
de la spectroscopie d'impédance électrochimique ont été développés par Zia et al. pour
détecter des phthalates (esters) en milieu aqueux et notamment dans des jus de fruits
[84]. Les phthalates contenus dans certains emballages plastiques sont toxiques pour
I'homme et néfastes pour la santé, a concentrations élevées. L’'analyse des spectres
d’'impédance, la détermination de la conductance du milieu et I'évaluation des
modifications des propriétés diélectriques ont permis une détection de phthalates en
temps réel. Dans cette étude, l'originalité a été de combiner des mesures de
microleviers avec des expériences de caractérisations électrochimiques. La Figure
1.6 ci-dessous illustre le transducteur utilisé.

Figure 1.6 - Photographie du transducteur MEMS exploité par Zia et al. [84]
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Par ailleurs, Timurdogan et al. ont développé des leviers en nickel
tonctionnalisé avec des anticorps pour permettre une détection rapide de I'Hépatite A
et C [85]. Les poutres utilisés par Timurdagan sont présentés sont la Figure 1.7 ci-
dessous.

Electroplated Nickel - _ . 20 am

Figure 1.7 - Microleviers utilisés dans I'étude de Timurdagan et al. [85]

Huang et al. ont aussi développé des poutres permettant d’étudier les
différences viscométriques d’'un milieu en cours du temps pour une détection du
glucose en continu [86]. Le transducteur, ainsi congu, posséde deux diaphragmes
vibrant actionnés par un aimant situé a lintérieur d’une chambre au centre du
microlevier comme on peut le voir sur la Figure 1.8 ci-dessous. L'un est fonctionnalisé
avec de l'acide borique sensible au glucose et T'autre est fonctionnalisé avec une
solution de référence n’ayant aucune affinité avec le glucose. Ainsi les concentrations
de glucose ont pu étre déterminées en étudiant les caractéristiques de vibration des
diaphragmes.

Moving Electrode Permalloy Strips

(b) —1 mm  (C) — 200 M

Figure 1.8 - Microleviers exploités par Huang et al. [86]

Les microleviers les plus étudiés dans la littérature scientifique sont
généralement fabriqués a partir de silicium et ont des longueurs comprises entre
quelques centaines de micrométres et quelques millimétres et des épaisseurs qui

excedent rarement 30 pm.
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Dans de nombreux cas, une fine couche d’or est déposée sur la face sensible de
la poutre pour permettre 'accroche de molécules. Par exemple, Zhang et al. [87] ont
développé un réseau de microleviers recouverts d’'une couche d’or (Figure 1.9) basé sur
le couplage biotine/neutravidine pour la détection de biomolécules (anticorps)
biotinylées. L'étude a permis de montrer la détlection du microlevier lors de I'accroche
des molécules sur la surface fonctionnalisée. Ce méme réseau a été utilisé pour détecter
différents composés simultanément. En effet, ainsi Zhang et al., ont pu fonctionnaliser
chaque microlevier du réseau de transducteurs par une espéce chimique spécifique
ayant des affinités possibles pour une espéce biologique particuliére. Ce réseau de

microleviers est commercialisé par la compagnie Concentris [88].

Figure 1.9 - Réseau de microleviers utilisé par Zhang et al. (a gauche) et schéma (a droite) [87]

Dans cette partie, nous avons vu qu'un grand nombre de transducteurs, basés
sur des techniques optiques, électrochimiques et mécaniques sont utilisables pour la
transduction biochimique. Leurs potentiels d’'intégration et de miniaturisation sont
garantis par la compatibilité de leurs procédés de fabrication avec les techniques de la
micro-électronique. Ces technologies permettent souvent de faire de la détection
directe et en temps réel. Il existe ainsi des transducteurs treés performants qui
répondent a des besoins bien spécifiques. Sur le marché actuel, il n'existe pas de
capteurs répondant au besoin de détecter tous les types de molécules odorantes
provenant de composés explosifs. Les capteurs actuels répondent a des criteres trop
spécifiques, sont limités par certains marqueurs spécifiques employés et ne peuvent
donc pas intervenir dans la détection d’un large panel de composés explosifs.

Dans cette étude, nous visons le développement de ces mémes types de

structures a microleviers en tirant avantage des propriétés physico-chimiques
exceptionnelles du diamant.
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1.3. Le diamant de synthese

Le diamant se révele étre un excellent matériau pour la fabrication de
transducteurs. Les domaines d’application incluent I'électrochimie [89], la détection de
rayonnements de hautes énergies [90], I'optique [91], I'électronique [92] ainsi que la

transduction chimique [93].

Dans cette partie, seront décrits les procédés de fabrication du diamant, ses
propriétés physico-chimiques exceptionnelles et ses avantages pour la fabrication de
transducteurs et de biocapteurs.

1.3.1 Les procédés de fabrication du diamant

Depuis la fin des années 80, le développement des procédés de synthese du
diamant a permis la mise au point de réacteurs permettant I'obtention d’'un matériau
diamant de trés bonne qualité. Ceci a contribué a l'utilisation de ce matériau pour de
nombreuses applications technologiques.

En opposition aux techniques HPHT qui ne permettent que de fabriquer des
petits diamants [94], les procédés CVD (chemical vapor deposition) [95] permettent la
préparation de substrats de diamant, qui permettent d’envisager leur mise en ceuvre
pour la fabrication de films de diamant polycristallin. Ces procédés de syntheése sont
basés sur la réaction sur une surface maintenue a haute température (600-900°C) de
radicaux carbonés, générés dans un mélange gazeux composé d’hydrogene (85 a 99.8
%) et de méthane (15 a 0.2 %). L’hydrogéne ionisé grave de maniére sélective la phase
graphite (sp2) permettant ainsi de favoriser la croissance de la phase diamant (sp3). Il
existe plusieurs catégories de croissance de type CVD, celles a hautes (>300 hPa) ,
moyennes (1-300 hPa) ou basses pressions (<1 hPa). Les techniques CVD a hautes
pressions permettent une homogénéité spatiale de I'ordre du mm avec une grande
vitesse de croissance (proches de 100 pm/heure), celles a moyennes pressions
permettent une homogénéité spatiale de I'ordre du cm avec une vitesse de croissance
de T'ordre du 5 pm/heure en moyenne. Celles-ci regroupent les procédés HFCVD,
RFCVD, MPCVD et DCCVD. Notre étude utilise principalement des procédés
MPCVD (Macrowave Plasma Chemical Vapor Deposition), car cette méthode permet
d’avoir un bon compromis entre la pureté des films de diamant, leur vitesse de
croissance et leur homogénéité spatiale. Ce procédé sera décrit plus en détail dans la
section 2.2.1.

Le diamant de synthése se retrouve sous plusieurs formes (nanocristalline,

monocristalline, polycristalline (Figure 1.10), avec des proceédes de synthése et des
propriétés différentes.
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Figure 1.10 - Images MEB de films de diamant polycristallin.

En fin de croissance, la surface du diamant synthétisé par CVD micro-ondes en
présence d’un plasma riche en hydrogene est terminée par des liaisons hydrogenes, qui
conferent au matériau des propriétés tres hydrophobes.

1.3.2 Les propriétés du diamant
1.3.2.a Propriétés électriques du diamant

Le diamant est un matériau semi-conducteur a grand gap, donc isolant a
température ambiante. Lorsqu’il est terminé hydrogene, des travaux ont démontré un
caractere conducteur de surface, de type dopage de type P, permettant la fabrication de
composants électroniques tels que des diodes [96]. Aussi, lorsqu'une phase vapeur riche
en bore est utilisée lors de la croissance, le matériau peut étre rendu conducteur en
volume. On peut alors T'utiliser comme électrode pour applications électrochimiques
[15].

1.3.2.b Propriétés thermiques

Le diamant est un excellent conducteur thermique avec une conductivité
thermique de 4 fois supérieure a celle du cuivre. Il permet de dissiper la chaleur
générée localement dans des composants électroniques, ce qui peut étre tres utile dans
le domaine de I'électronique ot les composants peuvent subir de fortes élévations de

température [97].

1.3.2.c Propriétés optiques

Le diamant monocristallin est un matériau transparent sur une grande partie
du spectre, du domaine infrarouge au domaine des rayons X. Son indice de réfraction
varie de 2,4 a 2,7 du domaine des infrarouges au domaine des ultraviolets.
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Il a un tres fort pouvoir rétlecteur. Il peut étre utilisé dans la conception de lentilles

notamment pour la fabrication de fenétres laser CO, [98].

1.3.2.d Propriétés électrochimiques

Le diamant dopé au bore (BDD) posséde d’intéressantes propriétés
électroniques qui en font un matériau de choix en électrochimie. En effet, apres dopage
au bore (dopage de type p), le matériau présente une forte réactivité électrochimique
avec une large fenétre de potentiel en milieux aqueux en comparaison a d’autres
matériaux tels que l'or, le platine ou le graphite, pouvant atteindre 3,5 V en solution
aqueuse. Le diamant possede aussi une trés faible capacité de double couche, qui est de
l'ordre de 2 a 8 pF.cm? lui permettant d’avoir un faible courant capacitif. Cette
propriété permet la mesure de courants d’oxydation ou de réduction avec un meilleur
rapport courant capacitif sur courant faradiques, ce qui améliore la sensibilité du
matériau lors de mesures qualitatives ou quantitatives. Du fait de sa forte densité
atomique, le diamant ne s’encrasse qu'en surface par I'adsorption d’espéces organiques,
ce qui réduit le phénomene de fouling [121].

Ce phénomeéne de fouling peut étre caractérisé par spectroscopie d'impédance
électrochimique (EIS pour electrical impedance spectroscopy) au potentiel de repos
pour mesurer cette adsorption d’espéces organiques sur le diamant. On peut ainsi
l'utiliser pour caractériser un greffage chimique ou par exemple un dépdt de couches
organiques comme on le verra dans le chapitre 2.

1.3.2.e Propriétés mécaniques

Le diamant posséde des propriétés mécaniques exceptionnelles dont les
principales sont résumées et comparées a d’autres matériaux dans le Tableau 1.1 ci-
dessous [99].

Tableau 1.1 - Comparaison de propriétés mécaniques du diamant avec celles du silicium [99]

Propriétés mécaniques Si GaAs SiC Diamant
Masse volumique (kg.m?) 2329 5317 3216 3520
Dureté mécanique (GPa) 8,5 7 24,8 100
Module d’Young (GPa) 130-180 85 700 1050-1200
Coefficient de Poisson 0,22-0,24 0,31-0,32 0,1-0,21
Coefficient de dilatation thermique (m.°C™) 2,6.10-6 5,9.10-6 4,7.10-6 1,1.10-6
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Le diamant posseéde le module d"Young et la dureté mécanique les plus élevés
de tous les matériaux, ce qui le rend tres résistant a la fracture et lui permet d’avoir des
fréquences de résonance et des facteurs de qualité importants. Il faut tout de méme
souligner le fait que les propriétés mécaniques du diamant dépendent des conditions de
synthése employées (mélange gazeux utilisé, température de synthese, densité de
plasma, etc.) et peuvent donc étre modifiées selon I'utilisation finale prévue. A titre
d’exemple, on sait que le module d’Young diminue en augmentant la proportion de
méthane dans le mélange gazeux lors de la synthése du diamant [100]. Les propriétés
élastiques peuvent aussi étre modifiées tel que le coefticient de Poisson [101].

1.3.2.f Propriétés chimiques

Le diamant posséde une structure cristalline trés dense et un état d’hybridation
sp3 du carbone. Le diamant présente un intérét important pour les applications
biochimiques. Cest un matériau inerte chimiquement, résistant aux acides et a la
corrosion [102]. Cependant, différents procédés de fonctionnalisation sont possibles sur
la surface du diamant. Diftérents états du diamant peuvent étre explorés (hydrogéné,
oxydé) pour permettre diverses stratégies de greftage. Le but de toutes ces approches
est d'immobiliser chimiquement des molécules d’intérét directement sur la surface du
diamant. Par conséquent, de nombreuses voies pour la fonctionnalisation chimique des
surfaces en diamant sont envisageables. Elles sont décrites plus en détail dans la
section suivante.

1.3.2.g Les voies de greffages sur diamant

La Figure 1.11 ci-dessous résume les différentes stratégies de fonctionnalisation
de surfaces de diamant développées dans la littérature.

| | | | l

OH OH OH (o] o o F F F cl cl cl NH, NH, NH,

| | |
DNPH l I l | | Peptides

ODN
Silanisation Zirconium Estérification Photochimie El"(‘"'o_dm“_l“ Cycloaddition
APTES Sels de diazonium cyclopenténe
l Biotine
Peptides Enzymes Enzymes
ODN ODN

Figure 1.11 - [llustration des différentes stratégies de fonctionnalisation de surfaces en diamant [103]
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Les nombreuses voies de fonctionnalisation incluent des réactions
d’estérification [104], de silanisation ou des réactions basées sur la chimie du phosphate
de zirconium [105] sur surface de diamant préalablement hydrogénée. Il est aussi
possible de modifier la surface du diamant en 'exposant a un plasma.

Le greftage par photochimie consiste généralement a déposer un réactif a la
surface, et la réaction est assistée par rayonnement UV [106]. Il est possible par cette
approche de greffer par exemple des alcénes tels I'acide undecylenique, sur une surface
diamant hydrogénée grace aux UV [107].

Il existe plusieurs méthodes pour obtenir des fonctions oxydées (groupements
hydroxyles, carbonyles) en surface du diamant, mise a part I'oxydation naturelle du
diamant qui peut intervenir avec le temps [108] : les méthodes électrochimiques telles
que l'anodisation, un plasma d’oxygene réalisé sous quelques mBar de pression avec
une puissance de quelques centaines de Watt pendant quelques heures ; ou encore

grace a l'utilisation d’'une lampe UV sous air ou sous oxygene.

Les fonctionnalisations par voies chimiques permettent d’utiliser certaines
réactions issues de la chimie organique. Par exemple, une surface chlorée soumise a des
rayonnements UV sous flux d’ammoniac gazeux a permis d’obtenir une surface aminée
[109]. L'estérification est une technique faisant réagir un alcool et un acide carboxylique
pour former un ester, qui a été utilisée pour greffer une biotine [110] ou encore un
benzophénone terminé acide [111].

D’autres méthodes de fonctionnalisation sont basées sur la réduction
électrochimique de sels de diazonium sur surface en diamant hydrogéné [112] ou oxydé.
Ces méthodes, permettent d’avoir des liaisons C-C trés robustes avec la surface du
diamant [113]. Ces méthodes sont généralement basées sur la réduction
électrochimique de sel de nitrophényl sur une surface de diamant hydrogénée ou
oxydée, puis sur la réduction électrochimique des terminaisons nitro en amine primaire
qui permet I'immobilisation aisée de biomolécules. Par exemple, cette approche a été
décrite, dans la littérature, pour greffer des séquences d’ADN [114] ou des enzymes
[115]. Cependant, ce procédé engendrait la formation d’une multicouche par
polymérisation en cas d’exposition trop longue, qui peut étre génante dans certaines
applications de détection ou quand le transducteur est trés sensible a la masse.

Récemment, il a été montré que des molécules possédant des amines primaires
pouvaient étre immobilisées directement, en une étape, sur des surfaces hydrogénées
de diamant [116]. Les réactions sur surface diamant hydrogéné constituent un gain de
temps substantiel puisqu’il s’agit de I'état de surface en fin de croissance du diamant de
synthese.
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Il a été montré que la liaison entre la surface du diamant et les molécules immobilisées
était tres forte. Cette réaction est directe, covalente, rapide et controlée grace au temps
de greftage. Elle a été utilisée dans le cas de fonctionnalisation du diamant par de la
biotine aminée et du ferrocéne. L'immobilisation covalente des amines aliphatiques sur
diamant hydrogéné a été détaillée dans le brevet de Mailley et al. [117]. Le mécanisme
de greffage a été explicité comme une réaction de type substitution nucléophile
impliquant une formation de carbanions a la surface du diamant en présence d’ions
hydroxydes OH- en solution. En effet, les carbones de la surface du diamant jouent le
role de carbanions et I'amine celui du nucléofuge. Ainsi la réaction de I'amine protonée
avec le carbanion engendra un relargage d’ammoniac et un greftage carbone-carbone
(C-C) covalent du composé aliphatique sur la surface du diamant. Un grand nombre de
différents composés organiques avec une terminaison amine peut ainsi étre utilisé pour
réaliser ce greffage. Cette technique de fonctionnalisation a été mise ceuvre par
Bongrain et al. sur des poutres en diamant, avec 'utilisation de 'acide aminocaproique
représenté sur la Figure 1.12 ci-dessous.

O
OH

NH,

Figure 1.12 — Molécule d’acide aminocaproique

OH

Figure 1.13 — Greffage d’acides aminocaproique sur diamant hydrogéné

Bongrain et al. ont déja démontré 'efficacité de ce greffage grace a la mise en
évidence de la protonation et de la déprotonation du groupement carboxylique [93].
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Des analyses X-ray Photoelectron Spectroscopy (XPS) ont permis par ailleurs de
valider ce greftage. Bongrain et al. ont réussi a suivre I'évolution de la fréquence de
résonance de 8 poutres de dimensions identiques au cours de I'étape de
fonctionnalisation du diamant hydrogénée pour trois concentrations d’acide
aminocaproique différentes (10 pM, 100 pM et 800 uM), comme on peut le voir sur la
Figure 1.14 ci-dessous. Il a été prouvé que la cinétique d’augmentation des fréquences
de résonance était liée a la concentration d’acide aminocaproique. En effet, I'évolution
la plus rapide est observée pour une concentration de 800 uM et décroit visiblement
lorsque la concentration d’acide amino-caproique est diminuée.
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Figure 1.14 - Variation de fréquence de résonance de 3 poutres de dimensions identiques au cours de
I'étape de fonctionnalisation pour trois concentrations d’acide amino-caproique différentes (10 pM, 100
uM et 800 uM) [93]

Dans cette étude, ce procédé de greffage sera utilisé pour fonctionnaliser les
surfaces de nos structures SAW et microleviers en diamant car cette procédure de
greffage est simple et efficace et permettra par la suite d'immobiliser aisément nos
biorécepteurs LBP. En effet, étant sensible a la masse des composants, il est important
que la couche sensible des capteurs soit la plus fine possible, et que le greffage associé
soit le plus proche de la monocouche comme c’est le cas ici [93]. De plus, il est
important d’avoir les greffages les plus stables possibles afin que les capteurs puissent
durer dans le temps, ce qui a été prouvé dans la littérature pour cette
tonctionnalisation d’amines primaires.

28



1. Les MEMS en diamant pour la transduction olfactive biomimétique

1.8.3 Utilisation du diamant pour la transduction biochimique

Nous avons montré dans les sections précédentes que le diamant possede de
nombreuses propriétés électriques, thermiques, optiques et d’excellentes propriétés
mécaniques et chimiques. Grace aux propriétés de greffage démontrées plus haut, il
apparait dorénavant comme une plateforme innovante pour la fabrication de
biocapteurs.

Ainsi, afin de permettre de bénéficier de ses propriétés électrochimiques, le
diamant dopé au bore (BDD) pour la réalisation d’électrodes a permis d’eftectuer des
capteurs de composés biochimiques tels que le glucose [118], les lectines [119], TADN

[120] de méme que certains composés explosifs [49].

Par exemple, Weng et al. ont réussi a détecter I'hybridation de I'ADN
complémentaire sur une électrode en diamant préalablement fonctionnalisé par de
I’ADN a simple brin complémentaire a de faibles concentrations (10" g.mL"') en
utilisant une approche impédancemétrique [120]. Une réponse beaucoup plus faible a été
observée en ajoutant I'ADN non complémentaire, méme a dimportantes
concentrations.

Un autre exemple de cas d’utilisation d’électrodes BDD pour la détection
d’éléments biologiques en milieu liquide est I'étude de Kiran et al., qui permet une
quantification de I'acide urique contenu dans I'urine en utilisant la voltamétrie cyclique
(CV) [121]. La détection peut étre réalisée quasiment en continu étant donné que
I'électrode peut étre activée dans l'urine et permettre a nouveau de quantifier 'acide
urique. Le temps nécessaire a l'activation d’une électrode est de 300 ms et le temps
d’acquisition d’'un spectre CV est de moins de 200 ms.

Grace a ses propriétés électriques, le diamant a été utilisé pour I'élaboration de
capteurs de type solide state [122]; de capteurs catalytiques grace a ses propriétés
thermiques; de capteurs photoniques grace a ses propriétés optiques [123], et de
capteurs MEMS de types microleviers [124] grace a ses propriétés mécaniques. Grace
aux abondantes méthodes qui permettent diverses stratégies de fonctionnalisation de
la surface du diamant, ce substrat a donc été, a de nombreuses reprises, utilisé pour le
développement de capteurs chimiques et biochimiques en phase liquide et plus
récemment utilisé aussi en phase gaz tels que pour les transducteurs gravimétriques

SAW [125].
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Le développement des MEMS en diamant est une thématique de recherche qui
a été explorée par plusieurs chercheurs au laboratoire LCD : Bongrain, A. ; Chevalier
E.; Scorsone E. et Tard B. Avant mes travaux, des études prospectives ont donc été
réalisées sur la réalisation de ces transducteurs et leur fonctionnalisation pour la
détection de quelques composés chimiques. Ils seront ici utilisés pour la détection de
composés biochimiques en utilisant des voies de fonctionnalisation différentes basées
notamment sur I'immobilisation des LBP (Ligand Binding Protéines).

1.4 Les MEMS en diamant

1.4.1 Etat de I’art sur les microleviers en diamant

La Figure 1.15 ci-dessous compare le facteur de qualité de microleviers en diamant et
en silicium. Pour des géométries équivalentes, on observe que le microlevier diamant a
un facteur de qualité plus important que celui en silicium, comme évoqué
précédemment.
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Figure 1.15 - Comparaison du facteur de qualité (Q) entre un microlevier en diamant et en silicium
d’épaisseur 4,6 um [126, 127, 128]

Cette propriété, combinée a la dureté mécanique du diamant, a par exemple
permis d’utiliser le diamant pour le revétement de pointes AFM [129] ou de dispositifs
de MEMS RF pour la fabrication d’interrupteurs [130] ou pour des applications de

capteurs de pression (membrane).
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Concernant la fabrication de biocapteurs, Ahmad et al. ont eftectué un dépot de
nanodiamant sur des réseaux de poutres en silicium et ont montré une bonne
sensibilité au dinitrotoluéne (DNT) (un analogue de structure du trinitrotoluene
(TNT)) d’environ 0,77 Hz/ppb [131]. Ahmad et al ont ainsi comparé dans leur étude les
caractéristiques physiques, mécaniques et la sensibilité de détection de poutres en
silicium avec et sans nanodiamants déposés. Ils ont noté que la constante d’élasticité
est multipliée par 7 environ et une meilleure sensibilité avec la présence de
nanodiamants sur la poutre.

Les poutres en diamant polycristallin développées par Bongrain et al. ont
exploité différentes voies de greffage pour immobiliser diftérents composés chimiques
et biorécepteurs [93, 103, 124]. Le diamant a été dopé pour permettre I'électro-greffage
de composés a la surface pour la détection de 'ADN. Ils ont pu démontrer que des
séquences d’ADN pouvaient étre détectées de maniére spécifique, en temps réel, en
utilisant des microleviers en diamant opérant en régime dynamique. L'immobilisation
de ces derniers se traduit par une variation de fréquence de résonance de la poutre.
Une comparaison de I'évolution de la réponse d’'un microlevier a la séquence d’ADN
non complémentaire et a la séquence d’ADN complémentaire a été effectuée pour
approuver les résultats de détection d’ADN. Un exemple de détection de séquences
d’ADN, en utilisant un microlevier en diamant, est présenté sur la Figure 1.16 ci-
dessous. Une importante variation de fréquence de résonance est ainsi observée lors de
I'accroche d’une séquence d’ADN complémentaire sur la surface du microlevier
contrairement a l'ajout d’une séquence d’ADN non complémentaire, ol aucune
modification n’est observée [103].
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Figure 1.16 - Comparaison de I'’évolution de la réponse d’un microlevier a la séquence d’ADN non
complémentaire (rouge) et a la séquence d’ADN complémentaire (vert) [103]

N

La dénaturation de brins d’ADN a aussi été détectée grace a cette méme
technique. La Figure 1.17 présente la comparaison de variation de réponses d'un
microlevier aprés dénaturation des brins d’ADN.
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Figure 1.17 - Comparaison de la variation relative de fréquence de résonance entre la poutre de mesure
avec de 'TADN immobilisée et la poutre de référence nue avant et apres dénaturation de brins ’ADN

[103]

Ce dispositif a aussi été capable de mesurer la protonation et la déprotonation
d'un acide carboxylique grefté sur sa surface [93] ce qui montre sa remarquable
sensibilité. En effet, en fonctionnalisant leurs microleviers en diamant avec des
tonctions acide carboxylique, Bongrain et al. ont pu corréler la variation de fréquence
de résonance de effectuant des cycles de pH, la
protonation/déprotonation de ces terminaisons [93] (Figure 1.18).
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Figure 1.18 - Réponse en fréquence de résonance en fonction du pH de deux poutres fonctionnalisées
par I'immobilisation de 'acide amino-caproique a 800 pM au cours de deux cycles de pH [93].

Dans ce cas précis, Bongrain et al. ont donc réussi a montrer que 'on n’est pas
sensible a la masse dans un milieu liquide mais plutot sensible a d’autres phénoménes
qui entrent en jeu tels que les contraintes de surfaces. Les microleviers permettent
donc d’obtenir des informations supplémentaires telles que la nature des interactions
entre la molécule cible et la surface du microlevier.
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1.4.2 Etat de I’art sur les SAW en diamant

Dans la littérature, le diamant est peu souvent exploité comme substrat pour
I'élaboration de transducteurs a ondes acoustiques. Lorsque c’est le cas, cest
exclusivement pour ses propriétés de vélocité acoustiques dans le but de réaliser des
résonateurs a tres hautes fréquences. Pour cela, d’autres matériaux, tels que des
couches de ZnO ou d’AIN, sont généralement déposés sur une couche trés plane de

diamant.

L’utilisation du diamant comme couche mince sensible reste une approche
originale développée au LCD et présente de nombreux avantages tels que la maitrise
de I'élaboration de couches minces, la surface en carbone permettant de nombreuses
voies de greftage, la stabilité de la surface et 'importante surface développée grace aux
dépots de nanoparticules de diamant sur la surface.

Ici, une fine couche de nanodiamants est déposée sur le dessous du matériau
piézo-électrique par couplage électrostatique. Les travaux préliminaires effectués au
LCD par Chevalier et al. ont prouvé qu'une simple modification chimique, en oxydant
la surface du diamant par exemple, peut affecter trés significativement la réponse du
SAW a un stimulus chimique [132]. La Figure 1.19 ci-dessous compare la réponse de
SAW recouverts d’une couche en diamant oxydé ou en diamant hydrogéné, a des
expositions de vapeurs d’éthanol, d’amine, de DNT et de diméthyl-méthylphosphonate
(DMMP). Cette figure montre ainsi les variations de sensibilités a ces composés en
tfonction de I'état de surface du diamant.
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Figure 1.19 - Réponses de SAW en diamant, oxydé et hydrogéné a des expositions respectives
d’éthanol, NH3, DNT et DMMP [132].
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Suite a ces travaux, Chevalier et al., ont développé une couche sensible a base
d’une porphyrine pour la détection de vapeurs nitro-aromatique tels que le 2,4-
dinitrotoluene (2,4-DNT). Ces SAW en diamant fonctionnalisés ont permis une
détection tres sensible reproductible et réversible du DNT (de l'ordre du ppb). La
couche de diamant a permis de multiplier par 10 la réponse des capteurs, par rapport a
un capteur SAW sur lequel la porphyrine était directement déposée sur la surface du
SAW. Par la suite, Tard et al, ont réalisé des capteurs SAW en diamant
fonctionnalisés avec d’autres groupements chimiques et ont exploré leurs
performances pour la détection de gaz toxiques tels que le DMMP, le DNT, le TNT et
des gaz de guerre tels que le gaz moutarde et le gaz sarin. Pour tous les capteurs SAW
en diamant développés par Tard et al., les réponses de détection furent relativement
rapides, réversibles et reproductibles [125]. Ci-dessous la Figure 1.20 montre la
réponse des SAW en diamant avec des terminaisons ¢—(CF3).-OH pour permettre la
détection de 7,4 ppm de DMMP [125]. Ici, cette fonction a été choisie pour la grande
affinité des groupements @—(CI'3),-OH avec les organophosphorés.
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Figure 1.20 - Réponse de deux capteurs SAW en diamant fonctionnalisés par des terminaisons ¢-
(CF3).-OH a trois expositions successives de 7,4 ppm de DMMP (débit 200 mL/min) [125]

B. Tard a étudié lors de ces travaux l'influence de certaines terminaisons de
surfaces relativement simples sur la réponse des SAW a diftérentes vapeurs afin de
mieux comprendre les mécanismes de détection. En résumé, on peut souligner que la
réponse a I'adsorption d'un composé a la surface du SAW peut étre corrélée a une
perturbation gravimétrique ou a une perturbation viscoélastique (due a un changement
du module d'Young de la couche). La perturbation acousto-électrique, due a la
modification de la conductivité de surface, reste un phénomene négligeable sur la
réponse dans ce cas précis.

Dans cette section, les deux types de transducteurs MEMS en diamant, les
microleviers et les SAW ont été présentés plus en détail pour justifier leur utilisation
dans notre étude et montrer leur potentiel pour la détection de composés biochimiques.

34



1. Les MEMS en diamant pour la transduction olfactive biomimétique

Nous avons vu par ailleurs que la chimie du carbone permettait de nombreuses
fonctionnalisations de la surface du diamant. Dans le cadre d'un projet européen FP7
SNIFFER, nous collaborons avec plusieurs équipes pour la réalisation de biocapteurs a
base de récepteurs olfactifs de type OBP et MUP pour la détection de drogues et
d’explosifs aux frontiéres aéroportuaires. Tres peu de travaux existent sur ce domaine
d’application, c’est pourquoi nous allons nous focaliser sur I'immobilisation de
biorécepteurs LBP sur transducteurs en diamant de type SAW et microleviers pour la
détection de drogues et d’explosifs. En effet, il a été montré dans la littérature que ces
types de LBP sont des protéines trés prometteuses pour la détection de petites
molécules organiques [133].

1.5 Les récepteurs Ligand Biding Proteins (LBP)

Comme nous l'avons vu dans la section 1.2, un capteur biochimique est
généralement composé d'un transducteur et d’'une couche sensible qui permettent la
détection de composés spécifiques grace a I'immobilisation de biorécepteurs. Les
biorécepteurs utilisés ici sont des protéines de types LBP et plus particulierement trois
types spécifiques de protéines se liant aux molécules odorantes : les protéines de liaison
aux molécules odorantes (OBP pour Odorant Binding Protein), les Major Urinary
Protein (MUP) et les récepteurs olfactifs (OR).

Les odorants sont de petites molécules organiques qui peuvent émaner de
composés tels que les explosifs. Par conséquent, il y a un intérét croissant pour
I'émergence de technologies permettant I'évaluation rapide et non invasive des
composés odorants volatils. Essayons tout d’abord de comprendre le fonctionnement
du systéme olfactif ainsi que le mécanisme d’action des protéines OBP, MUP et OR
afin de saisir comment fonctionne un biocapteur olfactif biomimétique.

1.5.1 Principales caractéristiques du systéme olfactif

On peut considérer que le systéme olfactif consiste en un vaste ensemble de
détecteurs. Chacun d'entre eux est chargé de signaler la présence d'une forme
moléculaire particuliére, qui peut étre présente sur plusieurs molécules odorantes
différentes. Il existe deux voies d'olfaction. Par voie externe, en inspirant par le nez, on
appelle cela I'olfaction directe. Mais aussi par voie rétronasale, les molécules odorantes
se trouvant dans la bouche remontent lors de I'expiration au sommet de la fosse nasale
et viennent balayer la zone sensible.

Chez les vertébrés, la muqueuse olfactive est le siege de la perception des
molécules odorantes. Elle est localisée dans la cavité nasale. Les molécules odorantes,
présentes dans lair, sont captées par les protéines de transport, les OBP, puis
conduites a travers le mucus vers le récepteur olfactif transmembranaire, les OR.
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Le récepteur OR active alors une protéine G intracellulaire qui libére sa sous-
unité activée. Celle-ci va initier la production de messagers chimiques, notamment
I'adénosine monophosphate cyclique a partir de T'adénosine triphosphate, via
l'activation de l'adénylate cyclase. La cascade d'événements se poursuit par la
modification de I'état de polarisation de la membrane, effectuée par échange d’ions CI-,
Na* et Ca®* [134]. La Figure 1.21 ci-dessous résume le processus de perception des
odorants par le mucus olfactif [135].
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Figure 1.21 - Mécanisme d’action simplifié du systéme olfactif [135]
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1.5.2 Les OBP

1.5.2.a Localisation

Les OBP semblent étre des protéines de transport de molécules odorantes.
Elles sont localisées dans le mucus nasal des vertébrés (~10 mM) [136,137] et dans la
lymphe sensillaire pour les insectes (~10 mM) [138]. Les OBP font parties de la classe
des lipocalines [139]. Elles ont été découvertes entre 1981 et 1982 par 1'équipe de Pelosi
[140]. Les OBP d’insectes (13-16 kDa [141]) ont été découverts récemment en 2007 et
ont des morphologies assez diftérentes des OBP de mammiféres par exemple. Ils se
trouvent plutot au niveau des antennes des insectes [142]. De nos jours, diverses OBP
ont été identifiées chez de nombreux vertébrés comme la vache [143], le porc [144, 145],
le lapin [146], la souris [147], le rat [148], le xénope (amphibien) [149], I'éléphant [150] et
aussl 'étre humain. [151]

1.5.2.b Structure

De maniére classique, la structure tridimensionnelle des protéines est établie et
vérifiée par des techniques comme la cristallographie aux rayons X, la microscopie
électronique et la spectroscopie de résonance magnétique nucléaire (RMN) [152]. Une
tois établies, les structures des OBP sont stockées dans une banque de données sur les
protéines du Research Collaboratory for Structural Bioinformatics (PDB pour Protein
Data Bank). Les OBP sont des petites protéines d’environ 150 acides aminés possédant
une cavité hydrophobe composée de 8 feuillets ff et d’'un pont disulphure chez les
mammifeéres [152]. Chez les insectes, on parle souvent de protéines de liaison aux
phéromones (PBP pour pheromon binding protein) et leur cavité hydrophobe est
composée de 6 hélices a et de 3 ponts sulfure-sulfure (S-S) [153]. La Figure 1.22 ci-
dessous illustre diftérents OBP provenant de diverses especes [154].

Figure 1.22 - Représentations des structures de 'OBP de vache (a), TOBP de porc contenant un odorant
(thymol) a I'intérieur de sa cavité (b) et 'TOBP de I'insecte Bombyx mori (c) [155, 156, 157].
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1.5.2.¢c Caractérisation

La premiére caractérisation des OBP date de 1989 [158]. Des expériences de
compétition réalisées avec le 2-isobutyl-3-méthoxypyrazine IBMP [8H] (c’est-a-dire
incubée avec un ligand radioactif marqué au tritium) ont permis de mettre en évidence
une grande variété d'odorants capables de lier 'OBP [159]. En effet, 'OBP interagit
avec des odorants de structures chimiques tres différentes (terpenes, aldéhydes, esters,
composés aromatiques) pour des affinités apparentes de liaison qui s'échelonnent de 0,2
a 100 mM [160]. L'IBMP est le principal ligand utilisé pour caractériser de nouveaux
OBP. Cette molécule odorante est dépourvue de signification biologique chez I’animal,
puisque sa perception ne déclenche pas de réponse comportementale spécifique. Elle a
été choisie pour son seuil de détection particulierement bas chez 'Homme et est
considérée dans la littérature comme une référence de détection. Cest un odorant
rappelant I'odeur du poivron.

1.5.2.d Propriétés vis-a-vis des odorants

Les OBP ont la propriété de se lier de fagon réversible a des odorants variés par
leur taille et leur classe chimique [161]. Principalement en charge du transport des
molécules odorantes jusqu'aux récepteurs olfactifs, les interactions OBP-ligand
peuvent varier et ne sont pas toutes exploitées ni connues a ce jour. En effet, le role
des OBP n’est toujours pas complétement compris [144] et le mode de relargage de
I'odorant reste obscur [162]. On ne sait pas encore si 'OBP relargue I'odorant quand
elle se trouve a proximité de I'OR ou sil se forme un complexe entre OBP/Odorant
avec 'OR qui faciliterait la transmission de I'odorant [163]. L.e mécanisme d’action
simplifié d'un OBP transportant une molécule odorante vers le récepteur olfactif est
représenté dans la Figure 1.23 [164].

Hydrophobic odorant

OBP b

Aqueous environment

Cytoplasm

Figure 1.23 - Mécanisme d’action simplifié des OBP [164]
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Plusieurs interactions sont donc possibles, conduisant soit a une activation du
récepteur en présence d’odorant, soit a I'inactivation et a I'élimination de la molécule
odorante par une enzyme de dégradation [165]. Dans ce modele, 'OBP pourrait se lier
plusieurs fois a une molécule odorante avant ou apres l'interaction de celle-ci avec le
récepteur et une molécule odorante pourrait interagir avec plusieurs récepteurs avant
d’étre inactivée. Ce schéma assigne donc aux OBP des propriétés multifonctionnelles:
solubilisation, transport et protection vis-a-vis des enzymes de dégradation. Chez les
insectes, les OBP seraient plus que de simples transporteurs. Elles participeraient
activement au filtrage et a la reconnaissance des signaux olfactifs a la périphérie des
neurones sensoriels. Chaque OBP aurait un répertoire de ligand établi avec une affinité
déterminée pour une molécule odorante ou une série chimique spécifique [158]. Il faut
cependant rappeler qu’aucune molécule odorante spécifique ne présente une spécificité
extréme avec un OBP en particulier. Le role des OBP est de pouvoir se lier a
différentes classes de molécules odorantes. D’ou leur utilisation pour notre étude de

transduction olfactive.

Il existe une cavité hydrophobe profondément enchassée dans chaque OBP qui
se referme lors de la fixation de ligand [166]. La cavité représente le site de liaison
principal avec les molécules odorantes. La fixation de ligand provoque donc un léger
changement conformationnel de 'OBP mais peu important chez la plupart des OBP
[167, 168] sautf pour 'OBP de rat qui semble souligner une modification de conformation
assez importante lors de linteraction ligand-OBP [148]. Sur la base de structures
cristallines obtenues entre 'OBP et des odorants de différentes familles chimiques, le
type et la nature des interactions ont pu étre décrits dans la littérature.

Le degré de similarité varie de 20 a 40 % entre deux différentes espéces [169], en
effet les OBP provenant de deux vertébrés présentent peu d’homologies dans leurs
séquences primaires. Cependant, certaines d’entre elles présentent plus d’homologie :
I'OBP-II de souris et 'OBP-I de rat sont homologues a 80 % [170]. En effet, il est
possible que deux OBP extraites du méme animal présentent moins d’homologies entre
elles qu'avec des OBP extraites d’autres especes.

1.5.3 Les MUP

1.5.8.a Localisation

Les MUP sont une sous-famille de protéines OBP impliquées dans la capture
des molécules de phéromones sexuelles que l'on trouve en abondance, en dehors du
mucus nasal, dans l'urine et d'autres sécrétions de nombreux animaux [171]. Ce sont
donc aussi des protéines de la classe des lipocalines qui sont secrétées par le foie et
excrétées vers I'urine otl leur concentration peut atteindre 10 mg/mL [172].
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1.5.3.b Historique

Entre 1932 et 1933, un certain nombre de scientifiques, dont Thomas Addis,
ont découvert indépendamment les uns des autres, que certains rongeurs avaient des
protéines dans leurs urines [173, 174, 175]. Toutefois, il a fallu attendre les années 1960
pour que les principales protéines urinaires de souris et de rats soient décrites en détail
[176, 177].

1.5.8.c Structure

Les MUP ont une structure caractéristique faite de huit feuillets f
antiparalléles formant une sorte de tonneau ouvert, avec des hélices a aux deux
extrémités [178]. Elles ont par conséquent, une forme caractéristique de gant,
comprenant une poche qui peut fixer de petits composés chimiques organiques [179]. La

Figure 1.24 ci-dessous illustre un MUP de souris [180].

Figure 1.24 - Représentation de la structure d’'un MUP de souris contenant un odorant (N-phényl-
naphthylamine (NPN)) a I'intérieur de sa cavité [180]

1.5.3.d Fonction principale et propriétés vis-a-vis des phéromones

Les animaux terrestres vivent dans un monde d’odeurs qui les renseignent sur
leur environnement, leurs congénéres et leur partenaire sexuel. Ces informations
peuvent les avertir d'un danger immédiat ou les aider a choisir leur nourriture par
exemple.

Les MUP sont capables de se lier spécifiquement a des ligands volatils, comme
la 2,3-dihydroexo-brevicomine et le 2-set-butylthiazole [181], dont I'activité phéromone
chez la souris femelle est bien connue. Ces molécules odorantes agissent comme des
phéromones males « modificatrices de comportement » puisque leur perception peut
déclencher chez la femelle une puberté précoce ou inhiber le développement d’ceufs
técondés par un autre male [182].
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Par instinct, I'animal plonge son museau dans l'urine déposée par ses
congéneres et le complexe MUP-phéromone arrive alors au contact du mucus nasal et
des récepteurs olfactifs. Les protéines MUP jouent de multiples réles dans la
communication chimique entre animaux, servant de transporteurs et de stabilisateurs
de phéromones chez les rongeurs et les porcs par exemple. On a démontré qu'elles
provoquaient un comportement agressif chez les souris males et qu'une protéine
spécifique retrouvée dans l'urine de souris male était sexuellement attirante pour les
temelles. Elles peuvent également fonctionner comme des signaux entre des espéces
différentes: des souris affichent une réaction de peur instinctive a la détection de MUP
provenant de prédateurs comme les chats et les rats. On a également démontré que les
MUP de souris servaient de stabilisateurs de phéromone, permettant une libération
lente du produit qui prolonge la durée de vie des phéromones urinaires volatiles
utilisées par les males pour marquer leurs territoires [183].

1.5.4 Les récepteurs olfactifs (OR)

1.5.4.a Historique et structure

On doit la premiere découverte des récepteurs olfactifs (OR) a Linda Buck et
Richard Axel en 1991 [184].

La liste des OR, qu'ils soient complets ou partiellement identifiés, est large et il
vaut mieux faire référence, a défaut de catalogue, a la base de données sur les OR
(Olfactory Receptor DataBase) [185]. Cette base de données décrit a ce jour plus de 500

OR chez plus d'une vingtaine d'especes allant de la drosophile a I'homme [186].

Les OR sont de petites tailles (environ 300 résidus d'acides aminés) [187], avec
des boucles intra- et extracellulaires avec des segments terminaux tres courts. La
Figure 1.25 ci-dessous représente un OR de souris [188]. Les OR sont par opposition
aux OBP et aux MUP extrémement sélectifs, mais néanmoins peu stables aux
conditions extérieures de par leur structure complexe, ce qui rend leur utilisation
davantage délicate sur des systemes électroniques de détection d’odeur.

19 + heptanol

Figure 1.25 - Représentation de la structure d’un récepteur olfactif S19 de souris contenant un odorant
(heptanol) aux sites de liaison
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1.5.4.b Localisation

Les OR sont des récepteurs couplés aux protéines G ayant pour ligands des
molécules odorantes. Les récepteurs olfactifs sont localisés sur la membrane des cils
des neurones sensoriels olfactifs qui projettent leurs axones vers le bulbe olfactif,
premier relais de la perception olfactive dans le cerveau [184].

1.5.4.c Propriétés

L’interaction d’'un récepteur olfactif avec son ligand odorant provoque un
changement de conformation du récepteur, qui induit son interaction avec la protéine
G, et initie une cascade de signalisation intracellulaire. Un potentiel électrique est
généré, qui se propage le long de 'axone et parvient jusqu'au cerveau ou I'information
relative a 'odorant détecté est décodée [189]. Un récepteur est trés sélectif par rapport
a une molécule odorante et évolue dans un environnement membranaire
biologiquement plus complexe que celui des OBP et des MUP. Les OR sont capables
de détecter les molécules odorantes dans l'air mais aussi lorsqu’elles sont diluées dans
'eau.

Pour résumer, les OBP, MUP et OR ont de grandes affinités avec les molécules
odorantes. Quelques études tentent de réaliser des transducteurs a base de ces
protéines pour diverses applications telles que I'agroalimentaire pour la détection de
salmonellose dans la viande de beoeut [190] et la protection de I'environnement pour la
détection de composés polluants. Dans la section suivante, les principaux types de
transducteurs existants fonctionnant avec des OBP, des MUP et des OR, sont décrits,
de maniére non exhaustive.

1.5.5 Etat de I'art des biocapteurs constitués de LBP

L’étude des récepteurs olfactifs a donné une impulsion pour une nouvelle
génération de biocapteurs, a base de protéines olfactives, plus spécifiques et plus
sensibles que d’autres types de biocapteurs.

Les caractéristiques propres des récepteurs olfactifs permettent potentiellement
d’envisager l'obtention de capteurs ayant une trés grande spécificité vis-a-vis des
odorants et une sensibilité extréme, puisque les seuils de détection physiologique des
récepteurs sont tres bas, jusqu'a 10-'* M [191]. Toutefois, la préparation des récepteurs,

leur transfert et leur immobilisation sur des surfaces a 1'échelle micro- ou
nanométrique, constituent des défis pour aboutir a un tel biocapteur.
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La possibilité d'immobiliser des OR, des OBP et des MUP sur un support
solide, préalablement biofonctionnalisé, a été récemment explorée pour assembler les
éléments sensibles d’'un nez bioélectronique et créer un biocapteur olfactif [192, 193, 194,
195] : c'est-a-dire un dispositif associant un support sur lequel sont greffés des
récepteurs olfactifs, des OBP ou des MUP permettant la reconnaissance de I'odorant
recherché, et un transducteur permettant de transformer I'événement de
reconnaissance en un signal physique mesurable.

Il peut donc envisager plusieurs techniques afin d’immobiliser les biorécepteurs
LBP sur la surface de transducteurs. Immobiliser des LBP sur diamant n’a jamais été
vu dans la littérature : les travaux de cette these ont été a I'origine d’une des premiéres
démonstrations de l'approche. De nombreuses autres équipes ont principalement
travaillé sur des surfaces en or pour I'immobilisation de LBP sur différents types de
transducteurs : QCM [196], FBAR [197], etc. Un exemple type d’'immobilisation de LBP
sur surface en or est explicité dans cette section. Cependant, dans certains cas,
différents matériaux ont été utilisés pour I'immobilisation d’OBP ou d’OR par exemple:
film de ZnO [197], silicium [198], nanotubes de carbone (CNT) [199], etc., que nous
détaillerons par la suite.

Les LBP ont souvent une séquence d’amine qui permet leur immobilisation par
voie chimique sur les surfaces des transducteurs via ce groupement d’amine primaire.
Dans la littérature, la méthode la plus couramment utilisée pour immobiliser les OBP
sur une surface en or est la génération de monocouches auto-assemblées (SAM pour
Self-Assembled Monolayer). Cette étape vise a fonctionnaliser la couche d’or du
capteur a l'aide de thiols via la formation de SAM par incubation. Le groupement de
téte (-SH) interagit de maniére covalente avec l'or selon la réaction (1.14). Le
groupement thiol -SH (nommé aussi mercaptan) est attaché a un atome de carbone.

R-SH + Au - R-S-Au + Ht + e (1.14)
Pour ce faire, I'immersion du transducteur pendant plusieurs heures dans une
solution d’acide est nécessaire. Différents acides peuvent étre utilisés tels que l'acide

lipoique ou encore l'acide 16-mercaptohexadecanoique (MHDA) pour la formation des
SAM. Ces acides sont représentés ci-dessous sur la Figure 1.26.

OH
Y o
S SH

Figure 1.26 - Représentation de I'acide lipoique (a gauche) et de I'acide MHDA (a droite)
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Le groupement fonctionnel de queue carboxyle (~COOH) constituera un site
d’accueil privilégié, apres activation, pour 'accroche covalente des biorécepteurs LBP
comme représenté sur la Figure 1.27 suivante.

Groupement fonctionnel de queue @

" Chaine apolaire carbonée constituée

de groupements alkyles -CH,

Groupement polaire de téte

Figure 1.27 - Schéma explicatif de I'accroche des SAM sur une surface d’or.

L’activation consiste en une réaction chimique avec le couplage classique 1-
ethyl-3-[3-dimethylaminopropyl]-carbodiimidehydrochloride/sulfo-N-hydroxy-
succinimide (EDC/NHS), qui va remplacer la partie hydroxyle —OH des groupements
tonctionnels carboxyles —COOH par des groupements succinimides, nécessaires a la
réaction d’accroche des biorécepteurs. L'accroche des LBP s’effectue via le groupement
amine -NH2. Les étapes du couplage EDC/NHS sont détaillées dans la Figure 2.23 de
la section 2.3.1. Cette technique d’immobilisation est aussi bien utilisée pour
I'immobilisation de MUP, d'OBP que pour les récepteurs olfactifs. Ainsi les fractions
de membranes d’OR peuvent étre, eux aussi, ajoutés et immobilisés sur une surface de
SAM sur un transducteur en or.

1.5.5.a Les biocapteurs existants constitués d’OBP

D’autres moyens subsistent pour déposer une importante quantité de LBP a la
surface d’'un matériau : 'adsorption physique ou physisorption qui met en jeu des
liaisons faibles, du type forces de van der Waals. Ainsi I'équipe de Zhao et al. a déposé
des gouttes de solution d’OBP a la surface ZnO d’un transducteur de type FBAR pour
permettre une physisorption plus ou moins importante selon le temps d’adsorption
plus ou moins long [197]. Cette technique est généralement plus utilisée pour les OR
que pour les OBP car les récepteurs olfactifs sont connus pour étre biologiquement
plus complexes, plus difficiles a avoir en grande quantité et aussi plus laborieux a
manipuler pour un greffage précis sur des surfaces complexes. Trop de pertes seraient

engendrées.
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Cest pourquoi cette technique simple de physisorption reste trés employée
pour I'immobilisation d’'OR sur transducteurs car il suffit de déposer des fractions de
membranes d’'OR et de les laisser sécher a la surface. Cependant cette technique est en
général réversible.

Les OBP peuvent étre immobilisées sur la surface des transducteurs pour des
applications multiples : contrdle alimentaire pour un contrdle de qualité (présence de
substances toxiques ou nocifs pour I'homme [190]), suivi environnemental (controle
qualité de l'eau et de l'air [200]), sécurité aux frontieres (détection de substances
toxiques, dangereuses, ou illégales tels les explosives [201]), et le diagnostic médical
(détection précoce du cancer du sein [202], diabéte [203], etc.).

Il existe plusieurs techniques pour détecter la liaison entre une molécule
odorante et une protéine OBP immobilisée en surface du capteur. En eftet, cette liaison
ligand-OBP peut étre mesurée par un transducteur grace au changement des
propriétés électriques ou thermiques de la protéine, de son indice de réfaction apres
liaison, a la masse rajoutée sur le capteur du ligand 1ié a 'OBP ou au déplacement d’une
sonde fluorescente préalablement fixée sur le site de liaison de 'OBP.

On peut mesurer l'aftinité d'un OBP envers un ligand par des mesures de
compétitivité de liaison. Une sonde fluorescente, telle que le 1-aminoanthracéne (1-
AMA) par exemple, est utilisée pour de telles expériences. Dans un premier temps, on
mesure 'affinité de 'OBP avec la sonde fluorescente 1-AMA. L’aftinité décrit la force
d'une interaction non-covalente entre la protéine OBP et le ligand qui se fixe sur un
site a sa surface. Elle se mesure quantitativement par le biais de la constante d'équilibre
association/dissociation (forme liée et non-liée au ligand). La sonde est excitée par
tfluorescence et son spectre d’émission est enregistré. Une sonde liée a 'OBP n’émettra
pas le méme signal qu'une sonde non liée a 'OBP. La quantité exacte de sonde
fluorescente et d’OBP dans le milieu sont connues. Ainsi les interactions entre 'OBP et
la sonde fluorescente 1-AMA peuvent étre suivis en mesurant l'intensité de I'émission
de fluorescence du milieu qui augmente durant I'ajout d’aliquotes de 1-AMA dans le
milieu. Une fois la constante de dissociation (Ki.ama) estimée, I'affinité du ligand est
aussi mesurée par compétitivité de liaison : en mesurant l'intensité de I'émission de
fluorescence du milieu qui diminue durant I'ajout d’aliquotes de ligand dans le milieu.
Ainsi la constante de dissociation (Kp) du compétiteur (ligand) est calculée a partir de
la valeur 1Cjo en utilisant I'équation 1.15 :
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Kp = —ocsl__ (1.15)

1-AMA
1+ fa-amaj
Ki-amMA

[IC50] étant la concentration inhibitrice médiane,
[1-AMA] la concentration des 1-AMA libres, non liées,
Ki-ama la constante de dissociation de I'1-AMA avec ’OBP

Plusieurs études ont été menées en combinant les OBP avec différents transducteurs
pour I'élaboration de capteurs olfactifs. En 2005, Hou et al. ont été capables de former
des films de type Langmuir-Blodgett constitués de protéines OBP de rat sur des
électrodes en or [204]. En exposant deux films, I'un avec des OBP et 'autre nu, a des
vapeurs d’isoamyl d’acétate, ils ont remarqué une importante différence de résistance
électrique entre ces deux films. Cette expérience ne s’est malheureusement pas attardée
sur la sélectivité, la réversibilité ou la durée de vie des capteurs.

L'utilisation des QCM reste plus fréquente pour les applications de capteurs
biomimétiques utilisant des OBP. En 2011, Sankaran et al. ont immobilisé des OBP
appelées LUSH provenant de la drosophile sur des microbalances a quartz dans le but
de détecter des composés alcools pour des applications agroalimentaires (controle de
qualité) [205]. La présence de composés alcools dans une viande bovine traduit une
contamination par la salmonelle. Dans leur cas d’étude, un changement de résonance
de fréquence du cristal a été observé lors de I'exposition du capteur aux molécules
cibles. Ce dispositif OBP-QCM créé a pu détecter 2 composés alcools : le 3-méthyl-1-
butanol et le 1-hexanol a des concentrations de quelques ppm. La spécificité du capteur
n'a pas été démontrée avec d’autres composés organiques de différentes natures ou
tailles. Un seul type d'OBP a été utilisé dans ce cas. Dans une autre étude, plusieurs
types d’'OBP ont été testés avec divers composés odorants a concentrations diftérentes
[206]. En eftet, Persaud et al. ont, par exemple, réussi I'immobilisation d'un grand
nombre d’OBP provenant de plusieurs especes (porc, guépe, etc.) sur des QCM
couverts d’or [207]. IIs ont montré la réversibilité des réponses pour chaque OBP étudié
ainsi que leur sélectivité envers les odorants. Ils ont remarqué que la sensibilité de leur
QCM était plus importante lors de la détection du composé pyridine. La Figure 1.28,
ci-dessous, illustre par exemple la détection de composés de la famille des pyrazines
par des QCM avec des OBP de porc immobilisés a sa surface.
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Figure 1.28 - Réponse d'un QCM couvert d’'OBP de porc & une exposition de 2-isobutyl-3-
méthoxypyrazine (850 ppm dans l'air) [207]

N

L’équipe de Di Pietrantonio et al. a été la premiére, en 2013, a combiner
l'utilisation des OBP avec des réseaux de capteurs de type SAW [208]. Deux types
d’OBP ont été utilisés dans cette expérience, un OBP de porc et un OBP de bovin, pour
la détection de trois composés : le 1-octen-3-ol et le carvone. L'OBP de porc a été
significativement plus sensible a la présence d’octenol ce qui s’est traduit par un signal
de détection cinq fois plus important lors de l'exposition. Ils ont aussi essayé de
comparer deux OBP de bovins, un mutant et non-mutant, pour vérifier si la sensibilité
pourrait étre augmentée en modifiant 'OBP de fagcon a le rendre plus spécifique ou
plus sensible a un type de composés précis. Malheureusement, les deux OBP bovins
ont donné des réponses quasiment similaires. Ce dispositif créé s’est avéré robuste avec
une bonne reproductibilité et une sensibilité de I'ordre de quelques ppm.

On remarque tout de méme que les QCM présentés dans cette section sont souvent
limités par la sensibilité du dispositif créé.

1.5.5.b Les biocapteurs constitués de MUP

Peu détudes portent sur l'immobilisation de MUP sur des transducteurs. Les
principaux travaux se portent en effet sur les OR et les OBP. Un rare exemple de
l'utilisation des MUP, associé a un transducteur, est 'étude de Rodgers et al. en 2010
qui a développé une méthode d'immobilisation de MUP en monocouches auto-
assemblés sur QCM [209]. Il a utilisé la méme méthode que pour I'immobilisation de
tout type de protéine taggué avec un groupement histidine. Ils ont démontré un signal
conséquent en plongeant le MUP-QCM dans une solution contenant des ligands 2-
isobutyl-3-méthoxypyrazine.

1.5.5.c Les biocapteurs constitués d’OR

Les capteurs a base de récepteurs olfactifs sont évidemment plus nombreux que
ceux développés avec les MUP. De nombreux exemple peuvent étre trouvés dans la
littérature : capteurs BioF'EE'T's [210], SPR [163], capteurs piézoélectriques, QCM, etc.
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Il s’agit ici d'utiliser les capacités naturelles de détection des odeurs par les
récepteurs olfactifs, apres avoir immobilisé ces derniers sur des surfaces spécifiquement
fonctionnalisées et de mesurer une variation de signal au niveau du transducteur.

Des techniques d’accroche originales et peu explorées ont été envisagées par
quelques équipes. Par exemple, I'équipe de Hou et al. a immobilisé des OR de rat sur
des électrodes en or via le couplage biotine-streptavidine [204]. C'est-a-dire qu’ils ont
biotinylés des OR pour les coupler a une surface recouverte de streptavidine comme
I'illustre la Figure 1.29.

La streptavidine est connue pour sa trés forte affinité avec la biotine. La
constante de dissociation (Kd) du complexe biotine-streptavidine est de l'ordre
d’environ 1x1075 mol/L, se classant parmi les plus fortes interactions non-covalentes
connues dans la nature. Ainsi les OR sont immobilisés fixement sur la surface du

transducteur.

Protéine

Figure 1.29 - Schéma illustrant le couplage biotine/streptavidine sur un transducteur

Cette technique peut étre largement utilisée pour faciliter la manipulation
des OR et leur immobilisation sur une surface controlée: la préparation de
nanosomes 1solés contenant des membranes d’'OR. En Effet, Vidic et al. ont réussi a
déposer le récepteur OR1740 sur une surface d’or fonctionnalisée par une monocouche
autoassemblée de thiols modifiés (self-assembled monolayers (SAM)) en utilisant cette
méthode. Les thiols sont des molécules amphiphiles composées dune chaine
aliphatique et d'un groupement hydrophile portant le groupe thiol (-SH). Pour cela, les
OR ont été exprimés dans une membrane plasma. Des nanosomes (d’environ 50 nm)
ont été construits autour d’eux. Ces nanosomes sont obtenus mécaniquement en
découpant des cellules de levures en vésicules dans lesquelles étaient exprimées les OR,
la taille homogeéne est obtenue par sonification. Ensuite les nanosomes, contenant les
membranes d’OR, ont été spécifiquement immobilisés sur les substrats. Une injection
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de molécules odorantes provenant de I'hélional a provoqué la stimulation du récepteur
sur le capteur qui a été traduit par une variation de signal. Or aucun changement de
signal n’a été observé quand I'hélional est remplacé par un odorant non spécifique a
I'OR1740 dans les mémes conditions expérimentales, ce qui prouve bien la spécificité
de ce capteur réalisé a base d’'OR. Cette étude a aussi utilisé I'impédancemétrie pour
évaluer toute modification électrique provoquée par le changement de conformation du
récepteur induit par la liaison de son ligand odorant. La Figure 1.30 illustre
I'adsorption et I'immobilisation spécifique du nanosome OR sur les SAM [211]. Cette
technique d’immobilisation peut donc permettre une certaine orientation des OR a la
surface du transducteur.

Récepteur olfactif en nanosome

Anticorps biotinylés
Neutravidine

Couche autoassemblée de thiols biotinylés
r

Immobilisation Immobilisation
non spécifique spécifique
(a) (b)

Figure 1.30 - Immobilisation de nanosomes contenant des membranes d’'OR sur une surface en or
fonctionnalisés par des couches auto-assemblées: adsorption non spécifique de I'OR (a) et encrage de
I'OR via un anticorps biotinylé spécifique (b) [211]

D’autres cas de capteurs olfactifs utilisant les OR existent, tels que les OR de rat,
exprimés dans des cellules embryonnaires rénales, intégrés dans un dispositif
piézoélectrique pour une détection de plusieurs odorants (hexanal, heptanal, octanal,
nonanal, décanal) [196]. Lla concentration des odorants a été variée pour comparaison
avec d’autres OR et ce travail a conclu a une limite de détection (LOD) de I'ordre du
micromolaire (mM) pour les principaux composés a détecter. L’octonal est le seul
composé a avoir une LOD tres faible de 'ordre du 10-* mM.

Dans un autre cas d’exemple, des OR provenant de la grenouille taureau ont été
déposés sur une électrode piézoélectrique pour permettre une détection de composés
alcool et d’acide carboxylique [212]. Les résultats ont montré que la réponse des
capteurs en présence de composés a détecter était rapide, sensible et réversible. En
effet, la cinétique de désorption des odorants a aussi été jugée rapide. Une réponse du
capteur ainsi formé a été signalée uniquement en présence de la forme active de 'OR.

I1 existe, comme on a pu le souligner dans cette section, différentes techniques

pour immobiliser OBP, OR ou MUP sur des surfaces de transducteurs. Il n’existe a ce
jour aucun travail relatant 'immobilisation de LBP sur des transducteurs en diamant.
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Nous avons vu dans cette section les diftérentes propriétés des OBP, des MUP
et des OR et leur faculté a lier les molécules odorantes. Plusieurs transducteurs a base
de ces protéines ont été réalisés pour mimer le systéme olfactif et obtenir un biocapteur
olfactif.

Bien que diverses voies de transduction aient été empruntées pour 1'élaboration
de ces biocapteurs, c’est la premiére fois, a notre connaissance, que des capteurs de type
MEMS en diamant sont utilisés en combinaison avec les OBP, MUP ou OR et plus
particuliérement pour la détection de molécules odorantes explosives.

1.6 Conclusion

Nous avons évoqué, tout d’abord, dans ce premier chapitre, les différents types
de transducteurs existants en nous attardant plus longuement sur les MEMS en
diamant. Nous avons pu nous apercevoir que ces capteurs présentaient de nombreux
avantages pour des applications de transduction biochimique et que grace aux
exceptionnelles propriétés physiques et chimiques du diamant, ils se présentaient
comme des capteurs potentiellement innovants, plus robustes, plus sensibles et plus
rapides que d’autres transducteurs. La chimie unique du diamant permet ainsi
d'immobiliser des biorécepteurs a sa surface pour une détection de molécules
odorantes. En dehors des travaux de notre équipe, I'immobilisation des LBP de type
OBP, OR et MUP sur transducteurs en diamant n’a jamais été exploitée dans la
littérature. De plus, nous avons vu dans ce premier chapitre, quelques études sur des
LBP immobilisées sur transducteurs; mais peu d’entre elles traitaient de la détection de
composés explosifs. Jusqu'a ces travaux, les formidables propriétés du diamant et la
technologie des MEMS n'ont jamais étaient associées aux propriétés des protéines
LBP pour la réalisation de transducteurs olfactifs pour détecter des composés illicites.

Le chapitre suivant décrit le développement et la caractérisation de ces capteurs
MEMS en diamant fonctionnalisés par des LBP.
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2. Caractéristiques physico-chimiques des transducteurs MEMS en diamant

2.1 Introduction

Comme nous l'avons vu dans le premier chapitre, un biocapteur est
généralement constitué d’un transducteur et d’'une couche biologique composée de
biorécepteurs ; de type LBP dans notre cas de prospection. Comme précisé aussi dans
le chapitre 1, les transducteurs MEMS en diamant de type microleviers et SAW ont
été choisis dans cette étude pour leurs nombreux avantages tels que leur grande
sensibilité a détecter tous types de molécules et les propriétés de la surface de diamant
pour réaliser diftérents greffages. Ainsi, ce second chapitre présente dans un premier
temps les conditions de fabrication de ces deux types de transducteurs en diamant: les
microleviers et les SAW. Dans un deuxiéme temps, nous allons nous attarder sur la
réalisation et I'optimisation du dépdt des LBP sur ces transducteurs. Nous détaillerons
ici les diftférentes voies de greffage utilisées dans ces travaux. L'objectif final de ce
chapitre est d’expliciter les protocoles de caractérisation de ces diftérentes couches
immobilisées. Cest pourquoi, dans un dernier temps, ce chapitre passera en revue les
outils utilisés pour caractériser les greffages et les performances des capteurs ainsi
développées ainsi que les dispositifs utilisés pour permettre une détection en milieux
liquides et gazeux.

2.2 Fabrication des capteurs

Comme précisé précédemment, les transducteurs MEMS en diamant de type
microleviers et SAW ont été choisis dans cette étude pour leurs nombreux avantages
potentiels. Le développement des MEMS en diamant est une thématique de recherche
qui a été explorée par le passé par plusieurs chercheurs au laboratoire LCD. Avant mes
travaux, des études prospectives ont donc été réalisées sur la réalisation de ces
transducteurs. Dans notre étude, ces deux types de transducteurs en diamant sont
étudiés en les fonctionnalisant avec les LBP.

Cette partie présente donc les conditions de fabrication de ces deux types de
transducteurs: les microleviers et les SAW. Avant d’expliciter les diftérents types
d’immobilisation de LBP envisagés, les parametres de croissance du diamant
constituant la surface de ces deux transducteurs seront détaillés.

2.2.1 Description des réacteurs de croissance de films de diamant
Au laboratoire LCD du CEA, les procédés de croissance sélective de diamant

ont été développés et caractérisés. Le schéma d'un réacteur MPCVD a géométrie
cylindrique est présenté sur la Figure 2.1 suivante [1].
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Figure 2.1 - Schéma d’un réacteur de croissance de films de diamant MPCVD [1]

Pour obtenir un film de diamant, comme détaillé dans le chapitre 1, il faut faire
croitre des nanocristaux de diamant souvent déposés sur silicium par CVD. On utilise
un plasma généré dans une cavité micro-ondes pour la génération de radicaux carbonés
dans un mélange gazeux composé d’hydrogene et de méthane. L'hydrogéne ionisé
grave de maniere sélective la phase graphitique (sp2) permettant ainsi de favoriser la
croissance de la phase diamant (sp3).

Le laboratoire LCD dispose actuellement de 6 réacteurs de croissance MPCVD
dont 2 qui permettent des croissances de films de diamant polycristallin sur des
substrats de 4 pouces. Ces deux derniers réacteurs ont été utilisés pour la réalisation de
micro-poutres en diamant sur des substrats de 4 pouces. Ces réacteurs utilisés dans
notre étude seront dénommés, pour la suite, THOR et SEKI: THOR permet la
synthese de poutres intrinseques, SEKI est dédié a la croissance de matériau dopé au
Bore. Un autre réacteur permettant une croissance sur des surfaces de diameétre 2
pouces, et dénommé CLEOPATRA, sera utilisé pour la croissance de diamant sur
transducteurs SAW.

2.2.1.a Le réacteur THOR

Le réacteur THOR est un réacteur industriel développé par la société SEKI
Technotron et commercialisé sous I'appellation AX6500X. Il s’agit d'un réacteur a
cavité résonante multimodes qui permet de synthétiser des films de diamant sur des
grandes surfaces. Le constructeur garantit des procédés de croissances de diamant
quasi-homogeéne jusqu'a des dimensions de substrat de 3 pouces.
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Dans notre étude, ce réacteur a été optimisé pour la réalisation micro-poutres
en diamant sur des substrats de 4 pouces. Une homogénéité de croissance de I'ordre de
60% a été mesurée en comparant I'épaisseur du centre aux bords du substrat. Une
photographie du réacteur est présentée sur la Figure 2.2.

Figure 2.2 -Photographie du réacteur THOR de type AX6050X et de son enceinte.

Ce réacteur est relié a des lignes d’hydrogene et de méthane pour la synthese de
films de diamant. Ce réacteur est dédié aux étapes de croissance de couches de diamant
intrinseques sur des substrats en silicium de 4 pouces. Le réacteur suivant, nommé
SEKRI, est, quant a lui, dédié aux étapes de croissance de couches de diamant dopées.

Le Tableau 2.1 ci-dessous résume les conditions conventionnelles de croissance
utilisées pour la croissance du diamant sur des microleviers pour I'obtention d’une
épaisseur de diamant d’environ 3 pm.

Tableau 2.1 - Conditions de synthése typiques d’un film de diamant polycristallin par procédé MPCVD
avec le réacteur THOR

Puissance Pression Flux gazeux Taux de H, Taux de CH, Température Ter_nps de Vlt_esse de
croissance croissance
(kw) (mbar) (sccm) (%) (%) (°C) (heure) (nm/h)
3 26 200 99 1 750-800 12 250

2.2.1.b Le réacteur SEKI

Le réacteur SEKI est de méme conception que le réacteur THOR. Ce dernier
est dédié a la croissance de couches dopées au Bore, grace a la disponibilité d'une ligne
de triméthyle de bore (TMB) [2]. Le dopage de type p de films de diamant, avec
I’élément bore, est actuellement bien maitrisé et décrit dans la littérature [3, 4].
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Dans notre étude, ce réacteur est utilisé pour le dopage au bore de films de
diamant pour réaliser des électrodes et des microélectrodes qui seront utilisées pour
des caractérisations électrochimiques. Le niveau de dopage est denviron 2.102!
atomes.cm™ [4]. Le tableau 2.2 ci-dessous résume les conditions classiques de croissance
utilisées pour la croissance du diamant dopé pour 'obtention d’électrodes de diamant
d’une épaisseur d’environ 500 nm.

Tableau 2.2 - Conditions de synthése typiques d’un film de diamant dopé au bore avec le réacteur SEKI

Puissance Pression Tauxde H, | Tauxde CH, Taux de [B] Résistivité | Température Ter‘nps de
TMB croissance
(kw) (mbar) (sccm) (scem) (sccm) (At.com?) (Q.cm) (°C) (heure)
2,6 25 400 4 18 2.10" 0,5 800 15

2.2.1.c Le réacteur CLEOPATRA

Le réacteur MPCVD, utilisé pour les travaux de croissance de diamant sur
transducteurs SAW, est communément appelé CLEOPATRA. Une photographie du
réacteur est présentée sur la Figure 2.3.

Figure 2.3 - Photographie du réacteur CLEOPATRA

Le réacteur CLEOPATRA permet une croissance du diamant a des
températures plus faibles, donc plus adaptées a la croissance sur SAW en diamant.
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Avant la croissance, un pompage en vide secondaire (<10 mbar) permet
d’évacuer tout gaz polluant pouvant altérer la pureté et la reproductibilité du diamant
(oxygene, azote, etc). Le tableau 2.3 ci-dessous résume les conditions classiques de
croissance du diamant utilisées pour la croissance sur transducteurs SAW. La
croissance se fait en 2 fois 30 minutes avec une puissance de 410 W puis de 400W.

Tableau 2.3 - Conditions de syntheése typiques d’un film de diamant polycristallin sur transducteur
SAW par procédé MPCVD avec le réacteur CLEOPATRA

Puissance Pression Flux gazeux Taux de H2 Taux de CH4 Température Temps de croissance
(kw) (mbar) (sccm) (%) (%) (°C) (min)
400-410 15 200 99 1 475-500 1h (2*30 min)

La température est mesurée a I'aide d'un pyrometre infrarouge (Ircon modline
31-07c10). Il a été étalonné grace a une plaque chauffante (Prédzitherm TR 28-37T)
délivrant des températures de 30 a 600 °C et a I'aide d’'une caméra thermique (FLIR
SC300, gamme 8 a 14 pm). Un wafer de silicium 2 pouces (500 pm d’épaisseur) a été
découpé en échantillons de 1x1 cm, et utilisé comme référence car la température lue
pendant la croissance sur les SAW est erronée étant donné I'émissivité de la surface.
Cette rétérence est utilisée pour suivre la température dans le réacteur de croissance, et
est toujours placée au centre du porte substrat. Une erreur significative estimée a +/-
5 °C doit étre considérée sur la mesure de la température. Il est trés important de
contrdler précisément la température des SAW puisque le quartz qui compose les
transducteurs SAW perd ses propriétés piézoélectriques autour de 573 °C [5, 6] (point
de Curie du Quartz). Nos conditions expérimentales de mesure ne dépassent pas 500
°C, afin de garder une marge de sécurité. Il a été démontré qu'une croissance dune
heure était suffisante pour obtenir un film de diamant suffisamment fin pour ne pas
sortir des gammes de fréquence de l'instrument d’acquisition et ne pas avoir une
atténuation du signal trop importante [1, 7].

2.2.1.d Mesure de I’épaisseur de la couche de diamant

Plusieurs méthodes pour mesurer 1'épaisseur de diamant déposée sur les
substrats en silicium ont été utilisées. Ces méthodes ont principalement servi a vérifier
que l'on avait bien les épaisseurs attendues en sortie de réacteur pour les microleviers
en diamant. Ils ont aussi permis un tri sélectif de poutres selon leur épaisseur pour
améliorer la reproductibilité des tests de performances.
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Pour mesurer I'épaisseur de couches en diamant nous disposons, au laboratoire

LCD, d'un banc de mesures interférométriques laser [8]. Le principe de mesures
d’épaisseur est illustré par la Figure 2.4.
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Figure 2.4 - [llustration du principe de mesure d’épaisseur de films par interférométrie optique :
Représentation du parcours de rayons lumineux subissant une succession de réfractions et de réflexions
aux interfaces air/diamant et diamant/substrat (a gauche) et Spectre typique de lumiére présentant des

minima et maxima d’interférences (a droite)

En pratique, une fibre optique a trois entrées/sorties est utilisée pour guider la lumiére
incidente sur I'échantillon et collecter les faisceaux réfléchis pour les guider a 'entrée
d'un spectrometre (USB2000 Ocean Optics), relié a un ordinateur. La mesure des
valeurs de 2 minima ou 2 maxima successives sur le spectre permet a partir d’un calcul
simple de remonter ainsi a la valeur de I'épaisseur e.

La Figure 2.5 présente une photographie du dispositif de mesure d’épaisseur.

Fibre
optique

Echantillon

Figure 2.5 - Photo du dispositif de mesure d’épaisseur de films en diamant

Une autre méthode de caractérisation pour mesurer 1'épaisseur du diamant est
I'ellipsométrie. Ici, cette technique a été utilisée pour vérifier I'épaisseur de diamant sur
les SAW apres croissance dans le réacteur CLEOPATRA. Les épaisseurs attendues
sont tres faibles. L’ellipsométrie est une technique qui permet la caractérisation
optique de films trés minces.
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Cette technique est basée sur le changement de polarisation de la lumiére par
réflexion sur la surface de I'échantillon. La mesure sur I'échantillon fournit soit des
constantes optiques (n et k), soit des valeurs d’épaisseurs et de rugosités. Le modele
d’empilement classiquement utilisé au laboratoire (Figure 2.6 ci-dessous) comporte le
substrat silicium d’'une épaisseur infinie (500 pm), une couche diamant (100%) et une
couche modélisant la rugosité de surface (vide a 50%). Ensuite, un modele
mathématique ajuste les parameétres d’épaisseur des deux couches supérieures afin
d’obtenir les mémes valeurs des constantes n et k obtenues lors de la mesure.

50% Diamant / 50% Vide

100% Diamant

Silicium

Figure 2.6 - Empilement utilisé pour la mesure d’ellipsométrie.

Enfin, la derniére méthode utilisée pour vérifier I'épaisseur du diamant sur les
microleviers est I'utilisation d’un profilomeétre mécanique (DEKTAK, pointes 25 pm de
rayon de courbure et incrémentation de 33 nm) qui permet de calculer des hauteurs de
marches. Plusieurs microleviers aprés croissance du diamant dans le réacteur THOR
ont été étudiés au profilométre pour effectuer un tri sélectif selon leur épaisseur avant
toute expérience de détection. Des études de simulation ont défini que la valeur de
I'épaisseur du microlevier doit étre trés proche de 3 pm pour rester dans les conditions
optimales de performance du capteur. La Figure 2.7 ci-dessous montre comment la
pointe du profilométre mesure I'épaisseur des microleviers en diamant apres croissance
dans le réacteur THOR et définit une épaisseur d’environ 3,1 um dans ce cas.

1000

20 400 600 80 | 1000 1200

Pointe du profilométre ] |

Hauteur (pm)

/ Microlevier en diamant
— -3000

-3500
Distance (pum)

Figure 2.7 - Schéma de la mesure d’épaisseur du diamant du microlevier grace au profilométre
DEKTAR.
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2.2.2 Les microleviers

Le développement de MEMS en diamant est une thématique de recherche qui a
démarrée en 2010 au Laboratoire Capteurs Diamant (voir Bongrain [9]). Ces travaux
ont notamment permis la mise au point de procédés de micro-structuration de micro-
poutres en diamant polycristallin permettant la fabrication de capteurs MEMS et leur
utilisation pour des mesures de détection en milieu liquide.

2.2.2.a Les techniques de micro-fabrication des MEMS

2.2.2.a.i Descriptions des microleviers et leur actionnement

La modélisation, la fabrication et le développement de micro-poutres en
diamant a explorée antérieurement au laboratoire [10]. La géométrie de micro-poutres
de type « rectangulaire » a été plus spécifiquement étudiée (Figure 2.8).

X

$h

A 4

-
17

Figure 2.8 - Schéma de poutre a géométrie rectangulaire de longueur L, de largeur w et d’épaisseur h.

Cette géométrie élémentaire permettra une interprétation et une validation des
résultats notamment par le calcul. Le but de I'étude présente est la fonctionnalisation
biologique de tels transducteurs. Pour cela, nous allons uniquement effectuer quelques
modifications pour permettre une détection en milieu gazeux plus optimale.

Pour cette étude, nous avons bénéficié des procédés de micro-fabrications dans
la salle blanche de 'ESIEE pour la réalisation de structures MEMS en diamant [10] en
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collaboration avec le laboratoire ESYCOM (Electronics, Communication Systems and
Microsystems) de I’Ecole Supérieure d'Ingénieurs en Electronique et Electrotechnique.
Cette collaboration a notamment permis, en amont de cette thése, la mise au point de
techniques de croissance sélective de diamant. Dans le cadre du projet SNIFFER, des
études de simulations ont été effectuées pour obtenir les dimensions des microleviers
les plus adéquates et avoir une performance mécanique optimale en milieux gazeux.
Par rapport aux travaux antérieurs (Bongrain et al. [9], les micro-poutres présentent
des dimensions plus petites afin d’obtenir une augmentation de la fréquence de
résonance et du facteur de qualité : les dimensions (L, w, h) ont été modifiées (et seront
détaillées dans la section 2.2.2.a.ii). Aussi, le matériau utilisé pour les jauges
piézorésistives est dorénavant en poly-silicium qui présente des facteurs de jauges plus
élevés (environ 100) que ceux du diamant dopé au bore précédemment étudié (entre 2
et 14) [9].

Afin de pouvoir développer des procédés de greffages spécifiques pour
I'immobilisation des biorécepteurs LBP, nous avons prétéré travailler sur la fabrication
de poutres individuelles au lieu d’'un réseau de poutres non séparables. Ceci permet le
greffage individualisé sur chaque microlevier. Aussi, cette approche permet-elle de
fonctionnaliser chaque micro-poutre avec un biorécepteur spécifique.

Actionnement des microleviers
L’actionnement externe des microleviers se fait grace a une cellule

piézoélectrique (Figure 2.9) sur laquelle ils sont disposés. Ceci sera plus détaillé dans la
section 2.4.1.

L\ N

Figure 2.9 - Cellule piézoélectrique externe (Radiospare)
Deux méthodes de mesure de la fréquence de résonance de chaque microlevier

ont été utilisées : (i) a l'aide de jauges piézorésistives intégrées, ou (ii) par mesure
optique (vibrométrie laser). Les jauges piézorésistives insérées dans les microleviers
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permettent une lecture électronique des oscillations. La Figure 2.10 ci-dessous
présente un schéma des jauges piézorésistives intégrées sur les microleviers. Cette
configuration permet de transformer la déformation du microlevier en un signal
électrique exploitable.

Equivalent circuit of
gauges half-bridge

Re
Vee Signal

cantilever

Rot+AR \Vi
Anchoring

|

Ground

Signal

Figure 2.10 - Schéma de la lecture des jauges piézorésistives

Le second type de mesure (mesure optique) par vibrométrie laser permet en
laboratoire une mesure directe de la fréquence de vibration notamment lors des étapes
successives de greffage des LBP et leur mise au point. Ce systéme de mesure sera
détaillé dans la section 2.4.1.

2.2.2.a.ii Simulations effectuées pour déterminer les dimensions des microleviers

Comme précisé précédemment, différentes simulations ont été menées en
partenariat avec 'ESIEE dans le cadre du projet SNIFFER pour définir les meilleures
performances des microleviers réalisables et obtenir de bons rapports signal sur bruit
(S/N) pour T'application de détection en milieu liquide et gazeux. Les résultats des
simulations effectuées sont résumés dans le Tableau 2.4.
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Tableau 2.4 - Valeurs du S/N en faisant varier les jauges d'impédance R et les facteurs de jauge G avec
une force F de 1nN appliquée sur un microlevier en diamant (épaisseur de 3 pm). Les valeurs surlignées

en vert sont considérées comme acceptables étant donné un S/N >10)

G 2 5 10 20 50 80 100
R
10
50 6,22253967
100 44
500 1,96773982 4,91934955
1000 1,39140217 |3,47850543 | 6,95701085
5000 0,62225397 | 1,55563492 | 3,11126984 | 6,22253967
10000 0,44 1.1 2.2 4.4
50000 0,196773980,49193496 | 0,98386991 [ 1,96773982 |4,91934955 | 7,87095928
100000 0,13914022|0,34785054 | 0,69570108 | 1,39140217 | 3,47850543 | 556560868 | 6,95701085

En résumé, ces simulations ont permis au partenaire ESIEE de tirer les
conclusions suivantes : le facteur de jauge doit étre supérieur a 20 avec une résistance
inférieure a 1 KQ. Ces performances ont été retenues pour l'ensemble des micro-
poutres utilisées dans le projet.

D’autres simulations ont été effectuées pour trouver les dimensions optimales
du microlevier en termes de performances de détection.

Nous savons, grace aux considérations théoriques déja prises en compte dans le
chapitre 1, que dans l'air, plus le microlevier est court et plus la fréquence de résonance
fo et le facteur de qualité Q seront importants. Les microleviers de faibles longueurs
sont plus sensibles a la masse. Les autres éléments pris en considération pour
paramétrer les simulations sont : la fréquence fo du microlevier, qui ne doit dépasser
300 kHz (la limitation imposée par la bande passante de I'électronique) et le facteur Q,
qui doit étre optimum ainsi que le rapport signal sur bruit.

Ainsi, la Figure 2.11 résume les simulations effectuées sur la fréquence fo et sur
le facteur Q pour diftérentes épaisseurs du microlevier. Ces résultats montrent qu'avec
une épaisseur comprise entre 3 et 5 um, Q peut atteindre des valeurs comprises entre
500 et 1200. Nous remarquons qu'une épaisseur d’environ 3 um permet de remplir le
cahier des charges souhaité.
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Figure 2.11 - Evolution de la fréquence f;, en fonction de la longueur L du microlevier en diamant avec
une épaisseur fixée a 5 um (a gauche); Evolution de f, et du facteur Q en fonction de I'épaisseur avec L
fixée a 200 pm (a droite)

Grace a ces simulations, les dimensions adéquates a utiliser pour la fabrication
des microleviers en diamant ont pu étre établies et sont présentées dans le Tableau 2.5.
La longueur du microlevier devra étre comprise entre 210 et 260 um, I'épaisseur entre
3 et 4,2 um et la largeur autour de 140 pm. (La largeur n’a pas un réel impact sur les
propriétés de résonance et sur le S/N). L’épaisseur du diamant est fixée a 3 um dans
notre étude pour des soucis de reproductibilité.

Tableau 2.5 - Dimensions des microleviers

Longueur (um) Largeur (um) Epaisseur (um)
210- 260 140 3-4,2

2.2.2.a.iii Description de la micro-fabrication des microleviers

Le diamant, de par sa trés grande dureté mécanique et de son inertie chimique,
est plus difficile a micro-structurer en utilisant des procédés de gravure sélective
classiques que les matériaux couramment utilisés en microélectronique. Pour éviter les
multiples étapes de gravure, des travaux antérieurs ont permis le développement de
plusieurs approches micro-structuration spécifique du diamant en faisant croitre
sélectivement le diamant sur des motifs prédéfinis par lithographie [9].
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La Figure 2.12 ci-dessous résume les principales étapes de fabrication des
microleviers en diamant.

1-Silicon 8 —metal deposition
L
5 — Annealing/oxidation
2 - Oxidation &
_—

9 - Oxide layer etching

6 = Patterned diamond growth

F

3 —Polysilicon

10 - back etching

4-Polysilicon etching /Doping  / — Oxidized layer opening

\
F

Figure 2.12 - Schéma conceptuel des étapes de fabrication des microleviers en diamant

Les étapes liées au dépot de nanoparticules de diamant sur les substrats de
silicium par nanoseeding ainsi qu’a la croissance du diamant sont eftectuées au CEA.
Elles seront davantage détaillées dans la section 2.2.1.b. Les autres étapes sont
effectuées au sein de la salle blanche de 'ESIEE.

L’étape 2 consiste a 'oxydation thermique du substrat du silicium. Puis un dépot de
polysilicium (Poly Si) sur 'oxyde est réalisé sur les deux faces de la plaquette, suivi
d’'une gravure des jauges par photolithographie. La résine est alors exposée aux
ultraviolets UV. Pour avoir une meilleure adhésion de la résine, I'équipe de I'ESIEE a
d’abord déposé le primer hexamethyldisilazane (HMDS) avant la résine. La gravure
ionique réactive (RIE pour Reactive-Ion Etching) du PolySi face avant s’est effectuée
avec une épaisseur de gravure de 200 nm puis la résine a été enlevée dans un bain
d’acétone. Une croissance thermique de SiO2, un dopage (implantation ionique) et un
recuit thermique (étapes 4-5) sont nécessaires avant le dépot du diamant (étape 6).

Au préalable, une étape dite de « nanoseeding » consiste a répandre des nanoparticules
de diamant (5-20nm) sur la surface du substrat par la technique d’ensemencement a la
tournette, comme décrit dans la littérature [11]. Le substrat est ensuite recouvert d’une
couche d’aluminium de 500nm déposée par pulvérisation d’une cible d’aluminium sous
un faisceau d’argon ionisé. Apres un étalement de résine photosensible et une
photolithographie permettant de définir les motifs, I'aluminium est gravé
sélectivement sous plasma chloré au niveau des zones non recouvertes par la résine.
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Aprés gravure de I'aluminium, les nanoparticules de diamant non masquées peuvent
étre exposées a un plasma oxygeéne (gravure RIE face avant) pour les supprimer
sélectivement. Apres la gravure sélective des nanoparticules, le substrat est d’abord
plongé dans un bain de solvant afin d’éliminer les résidus de résine pouvant subsister
apres le plasma oxygene avant de graver I'aluminium dans une solution concentrée en
soude. Une fois la croissance du diamant effectuée dans un réacteur MPCVD de sorte a
obtenir une épaisseur de diamant de 3um, on procede a l'ouverture des contacts en
enlevant l'oxyde face avant et face arriére grace a la gravure avec de l'acide
fluorhydrique (HF). Une métallisation est effectuée pour recouvrir toute la surface du
microlevier puis une lithogravure est faite pour le développement du métal. Une
nouvelle fois, une gravure RIE du PolySi face arriére est effectuée avant le dépot
d’aluminium. Enfin la libération de la poutre par DRIE est effectuée.

La structure 3D du résultat final de fabrication des microleviers est présentée
sur la Figure 2.13.

Figure 2.13 - Schéma de la structure 3D finale (vue de dessus) du microlevier en diamant a I'étape finale
de fabrication avec ses jauges permettant la mesure piézorésistive

La Figure 2.14 est une photographie d’'un substrat de silicium contenant un lot de
poutres en diamant. A droite une image MEB d’une poutre est observée.

N

Figure 2.14 - Photographie d'un substrat de silicium de 4 pouces aprés libération des poutres en
diamant (a gauche), Image MEB d’une poutre en diamant (a droite)
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2.2.2.a.iv Elaboration d’une cellule gaz pour microleviers

La conception et la fabrication d’une cellule pouvant contenir plusieurs transducteurs
pour une détection en gaz ont été élaborés au cours de cette étude (Figure 2.15) en
collaboration avec 'ESIEE et I'Université de Manchester.

Figure 2.15 - Vue éclatée de la cellule gaz avant assemblage

La cellule a été dessinée afin de pouvoir accueillir simultanément 8 microleviers
différents selon la disposition indiquée dans la Figure 2.16.

Microleviers

Figure 2.16 - Schéma de la vue du dessus sur les 8 microleviers dans la cellule

77



2. Caractéristiques physico-chimiques des transducteurs MEMS en diamant

La chambre de la cellule a été optimisée pour étre la plus petite possible pour éviter les
volumes morts. Tous les microleviers peuvent étre activés par un unique transducteur
piézoélectrique placé en dessous de la plateforme soutenant les capteurs. La cellule est
principalement faite d’acier inoxydable comme on peut le voir sur la Figure 2.17. Elle
est donc chimiquement inerte et permet une bonne conduction de la chaleur, ce qui
permettra de contrdler facilement la température des capteurs.

La téte de la cellule est compatible pour une connexion directe pour étre adaptée
directement au préconcentrateur développé par des collaborateurs du projet Sniffer.

Figure 2.17 - [llustrations de la cellule gaz pouvant accueillir 8 microleviers.
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La Figure 2.18 montre un spectre de fréquence typique d’'un microlevier placé dans la
cellule. La fréquence de résonance est ici d’environ 145,65 kHz avec un facteur Q
d’environ 600. Ces valeurs restent relativement constantes lorsque le microlevier est
déplacé dans les 8 positions diftérentes de la cellule.

Des connections électriques reliées aux jauges piezorésistives permettent une lecture
électronique des transducteurs directement dans la cellule. Cet actionnement
électronique des microleviers a été principalement développé par 'ESIEE.
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Figure 2.18 - Spectre de la fréquence de résonance d’un microlevier en diamant placé dans la cellule (en
haut) ; Variation de la fréquence de résonance et du facteur de qualité Q des microleviers placés sur les 8
positions dans la cellule (la « position 0 » est la position en dehors de la cellule) (en bas)
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Malheureusement, cette cellule n’a été que trés peu utilisée étant donné que son emploi
dépendait de I'avancement du dispositif électronique relié a celle-ci, développé par
d’autres collaborateurs.

2.2.3 Les SAW

Plusieurs étapes de la mise au point des techniques de greffage des LBP sur
microleviers ont aussi été optimisées sur SAW (Surface Acoustique Wave). Ici, le
Laboratoire Capteurs Diamant dispose d’une plus grande antériorité grace notamment
aux travaux de Chevalier E.; Scorsone E. et Tard B [1, 12, 7]. Ces études ont permis
d’optimiser les techniques de dépots de couches homogeénes de nanodiamants (NDs)
sur des SAW par technique de « layer by layer » (7, 12], décrite dans la section 2.2.3.b.
Les travaux de Chevalier et al. et de Tard et al. ont respectivement démontré la
réalisation de capteurs chimiques pour la détection du DNT [7] et de toxiques de
guerre en utilisant des transducteurs SAW en diamant fonctionnalisé [1, 12]. Ces
travaux ont ainsi permis d’améliorer le procédé de réalisation de couches diamant sur
transducteur SAW en termes de robustesse et de répétabilité.

2.2.3.a Description des transducteurs SAW
Les SAW en quartz avant fonctionnalisation sont fournis par le Karlsruhe

Institute of Technology (KIT) et la Figure 2.19 montre la photographie d’un lot de
transducteurs.

Figure 2.19 - Photographie de transducteurs SAW

Ce sont des transducteurs de type résonateurs a ondes de Rayleigh de 8,9 mm =«
5.9 mm et d’environ 0,6 mm d’épaisseur. Le matériau piézoélectrique utilisé est le
quartz ST-cut qui posséde un bon compromis entre vélocité acoustique élevée et tenue
en température acceptable. Des électrodes en or de 100 nm d’épaisseur sont déposées
pour établir le contact avec le matériau piézoélectrique. Ces électrodes sont disposées

en peignes interdigités avec un pas de 2 pm.

Comme précisé dans le chapitre 1, les transducteurs SAW étudiés dans notre
étude sont de types résonateurs.
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2.2.3.b Dépoét de nanodiamants sur transducteurs SAW

Les SAW fournis par le KIT sont recouverts par un polymeére agissant comme
une protection anti-rayures. Une étape de ringage des SAW est donc nécessaire pour
que cette couche soit enlevée. Cette étape consiste en un ringage intense des SAW a la
pissette a I'isopropanol puis a 'éthanol et enfin a I'eau pour éviter toute trace restante
de couche de polymere. Les transducteurs sont enfin séchés sous diazote sec.

Les SAW sont ensuite recouverts d'une couche de diamant par une technique
de layer by layer déja optimisée par le LCD et qui permet une déposition de couche
homogene de nanodiamants sur la surface du SAW [12]. Le procédé de dépot layer by
layer utilisé ici est le suivant :

Les ND utilisés dans cette étude sont des ND haute pression et haute
température (ND-HPHT) qui sont préparés par broyage de diamant HPHT. Le
diamant de synthése HPHT est fabriqué sous haute pression (plusieurs GPa) et haute
température (plus de 1500 °C) [13]. La poudre NDHPHT utilisée pour cette étude est
la Syndia SYP0-0.02 (achetée aupres du fournisseur Van Moppes), regue en suspension
dans l'eau a une concentration de 69,5 carats/kg (soit 13,9 g/L), et utilisée apres
dilution a 0,1% en masse. Afin de diminuer la taille moyenne des NDs, et ainsi limiter
la masse déposée sur les transducteurs SAW, un tri en taille par ultra centrifugation
(2x30 minutes) est nécessaire. La centrifugation permet également d’éliminer les plus
grosses nanoparticules ou agrégats en suspension.

Afin de permettre la préparation d'un dépot homogene de ND sur plusieurs
transducteurs en méme temps, tout en minimisant leur manipulation et en
consommant un minimum de solution de NDs, un moule en Téflon capable d’accueillir
10 transducteurs a été utilisé (Figure 2.20). [1]

Figure 2.20 - Photographie du moule utilisé pour le dép6t de NDs
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Le procédé de dépot des ND-HPHT sur les SAW est adapté des travaux de
Scorsone et al [14]. Avant de déposer les ND-HPHT a la surface des SAW, une goutte
d’un polymere, est déposé sur les SAW pendant 2 minutes. Le polymere utilisé pour les
dépdts est le polydiallyldimethylammonium chloride) (PDDAC 20%, Sigma Aldrich)
dilué dans de I'eau déionisée pour obtenir une solution de concentration 1% en masse.
Puis un ringage a I'eau est effectué, et une goutte de ND est déposée a la surface des
transducteurs pendant 2 minutes. Ce procédé est répété 3 fois. Enfin, un séchage a
l'azote sec est effectué. L'utilisation de cette technique de dépdt de ND permet
d’obtenir une couche de diamant tres fine sur les SAW (inférieure a 20 nm), rugueuse,
avec une surface disponible élevée.

Apres le dépot des 8 couches de ND par la technique layer by layer, une
exposition courte a un plasma dans le réacteur CLEOPATRA permet d'une part,
d’éliminer le PDDAC résiduel, et d’autre part de faire croitre le diamant grace a la
technique MPCVD sur cette couche de ND (Figure 2.21) pour la formation d’'un dépot
de diamant coalescent.

Figure 2.21 - Image MEB d’un transducteur SAW avec des couches de NDs

La Figure 2.22 représente un spectre caractéristique d’'un transducteur SAW
apres dépot d'une couche de diamant obtenu a I'analyseur de réseau. Sa fréquence de
résonance initiale dés réception (avant dépot couche de diamant) est comprise entre
428 et 430 MHz [15], avec un facteur de qualité typiquement autour de 3500.
L’atténuation, apres le dépot des 3 couches de NDs, est faible (autour de -5 dB par
rapport au transducteur initial) et le facteur de qualité peu impacté.
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Figure 2.22 - Spectre classique d’un transducteur SAW aprés dépdt d'une couche de diamant

2.3 Choix des greffages pour notre étude

Il existe, comme souligné dans les sections précédentes, différentes techniques
pour immobiliser OBP, OR ou MUP sur des surfaces de transducteurs. Il n’existe a ce
jour aucun travail traitant de I'immobilisation de LBP sur des transducteurs en
diamant.

Une fois sortis de réacteurs MPCVD, les transducteurs de type microleviers et
SAW sont recouverts d’une couche de diamant homogéne et coalescée. Cette couche
posséde de nombreuses propriétés intéressantes. Pour des raisons de simplicité, nous
avons décidé de travailler avec une surface de diamant hydrogéné car le diamant est
majoritairement composé de terminaisons hydrogénes en surface en fin de croissance
[2] et est donc immédiatement disponible pour étre fonctionnalisé sans aucune étape
intermédiaire. Au cours de cette étude, le procédé de fonctionnalisation de Ruffinatto et
al a été utilisé [16, 17]. Ce choix a été fait pour plusieurs raisons : d'une part, parce que
cette procédure de greffage est simple et que I'on peut contrdler aisément le dépot
d'une monocouche avec un temps de greffage adéquat et d’autre part, parce qu'elle
permettra par la suite d'immobiliser aisément nos biorécepteurs LBP sur les surfaces
de nos structures SAW et microleviers en diamant fonctionnalisé par des terminaisons
carboxyliques. Ainsi, des acides comprenant une terminaison amine, pour permettre le
greffage spontané sur diamant hydrogéné, et une terminaison —COOH, pour faciliter
I'accroche des LBP en utilisant deux techniques différentes, ont été utilisés.
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2.3.1 Méthode 1 de greffage

La premiere méthode utilisée pour immobiliser les LBP sur les SAW et
microleviers en diamant hydrogéné est détaillée dans cette section. Le greffage de
I'acide aminocaproique sur surface en diamant a déja été mis oceuvre par sur
microleviers et a donc été explicitement prouvé et démontré dans la littérature [9, 18].

Les solutions de greffage ont été préparées en dissolvant la quantité adéquate
d’acide amino-caproique anhydre dans une solution de tampon phosphate a 0.2 M a pH
9.8 pour obtenir une solution d’acide aminocaproique a une concentration de 1mM. Le
radical d’acide hexanoique a été grefté sur la surface du diamant hydrogénée en
immergeant le substrat dans une solution d’acide aminocaproique pendant 5 minutes
puis a été rincé vigoureusement avec de I'eau déionisée (DI).

L’acide carboxylique ainsi greffé est ensuite activé par un couplage classique

EDC/NHS (30mM/60mM) pendant deux heures. Les étapes du couplage EDC/NHS
sont représentées dans la Figure 2.23 suivante [19].

0 . i
Acide carboxylique /@ (liaison amine)
N
H

0 c*-

Ond
/'NH 0 0 0
]\ Intermédiaire N
( o-acylurée) 0 ,P 0 0 NH,
EDC N*L‘\\ 0 >0 ®/
N Amine-réactif
K N Ester Sulfo-NHS Amine
HO” Primaire
0
Sulfo-NHS

Figure 2.23 - Etapes des réactions du couplage EDC/NHS sur une surface d’acide carboxylique. Ici (1)
peut représenter la surface de diamant fonctionnalisé avec des terminaisons -COOH et (2) le récepteur
olfactif LBP contenant une amine [20]
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Ce protocole EDC/NHS sur la surface fonctionnalisée du diamant permet donc
I'immobilisation des protéines LBP en surface. L'immobilisation des LBP se fait donc
apres le couplage EDC/NHS en solution concentrée en LBP a hauteur de 0.95 mg/mL
dans une solution tampon NaHCOjs a une concentration de 50 mM et a un pH égale a
8.00 pendant 2 heures. Enfin, les substrats sont vigoureusement rincés a I'eau DI et
stockés dans une solution tampon phosphate saline (PBS pour phosphate buffered
saline).

Les étapes de cette immobilisation de LBP sont représentées dans la Figure
2.24 suivante pour le cas dune immobilisation d’OBP. Cette technique
d’immobilisation sera communément appelée « méthode 1 » d'immobilisation.

2 o CBP

OH N
H

H CeH13NO> EDC/NHS
i’ =S
OBP

Figure 2.24 - Résumé des étapes d’'une immobilisation d’'OBP sur une surface en diamant préalablement
hydrogénée grefté en utilisant la méthode 1

2.3.2. Méthode 2 de greffage

Le couplage EDC/NHS est connu dans la littérature pour permettre I'accroche
de protéines a la surface terminée par des fonctions -COOH [21]. On peut souligner le
fait que la méthode 1 proceéde par une immobilisation aléatoire et non orientée des
protéines LBP sur la surface en diamant fonctionnalisé.

Idéalement, un procédé d'immobilisation doit conduire a lier fortement ces éléments
sur la surface, a optimiser la densité du dépoOt, certes, mais aussi a orienter
uniformément et surtout convenablement les récepteurs LBP de fagon a garantir leur
accessibilité pour les ligands et donc leur fonctionnalité, et enfin, il doit minimiser les
interactions non spécifiques des especes odorantes avec les sous-couches de
tfonctionnalisation du support. C'est pourquoi une seconde approche d’immobilisation a
été investiguée afin de contrdler l'orientation des protéines LBP immobilisées en
surface. Cette seconde technique d’immobilisation originale sera communément
appelée « méthode 2 » d'immobilisation.
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Le choix d’utiliser cette technique d'immobilisation a été inspiré par le fait que
le complexe NTA*Ni%* a été intensivement caractérisé dans le passé [22] et que les tags
(ou étiquettes) polyhistidinés 6his sont utilisés depuis les années 90 pour filtrer et
immobiliser des protéines sur les colonnes de chromatographie en effectuant une étape
de purification [23]. Cette technique n'a été employée que trés récemment pour
immobiliser des biomolécules pour la fabrication de biocapteurs [24, 25, 26]. A notre
connaissance, cette méthode n’a jamais été utilisée pour immobiliser des LBP taggués
6his sur des transducteurs SAW et microleviers. Cette technique est plutdt
fréquemment utilisée pour la purification par chromatographie d'affinité de protéines
synthétisées par génie génétique [27]. Dans une telle technique, on a recours a l'affinité
et I'interaction de certaines molécules pour d'autres composés.

La chromatographie IMAC (immobilized metal affinity chromatography) fait
appel spécifiquement a la méthode employée dans notre méthode d’immobilisation 2
[28, 29, 30]. En effet, ce type de chromatographie d'affinité utilise 1immobilisation, sur
une résine, d'un atome métallique comme le nickel ou le cobalt. En régle générale, les
résines contenant du nickel ont une plus grande capacité de fixation, tandis que les
résines au cobalt conduisent a une pureté supérieure. Cet atome immobilisé peut établir
des liens de coordination avec certains polypeptides, comme par exemple une chaine
d'histidines [24]. L'étiquette 6his est justement ajoutée aux protéines pour que ces
derniéres soient plus aisément purifiées par chromatographie d'aftinité pour le métal.
L’étiquette poly-histidine se lie au NTA-Ni avec une aftinité micromolaire [31].

La Figure 2.25, ci-dessous, représente le principe de chromatographie IMAC
[32].

Lavage

’

NTA - Ni
Imidazole

LBP sans 6-His “//vf/4)

Figure 2.25 - Schéma représentant le principe de chromatographie IMAC avec I'exemple d’'une résine
NTA-Ni en présence de LBP
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Dans la Figure 2.26, ci-dessous, une résine IMAC N'TA-Ni, utilise un ion de
nickel comme site actif. L'ion Ni%?* possede six liens de coordination. Quatre sont
sollicités par le NTA pour l'immobiliser sur la résine; il en reste donc deux pour
interagir avec les atomes d'azote du cycle de la chaine latérale de deux résidus

histidines des LBP par exemple.

Acide nitiloacétique //\ o O_CH His

O 5
Nl +
\/\/\/\/\< /
C / />—CH Hi
c is
J & L

Figure 2.26 - Schéma représentant le mécanisme d’accroche des protéines tagguées 6his sur une résine
NTA-Ni [32]

Le pH peut étre utilisé pour controler le lavage : la résine peut étre éluée avec
un tampon phosphate de fagon a éliminer les protéines qui ne portent pas de résidus
6his, et qui ne se sont donc pas liées a la résine.

Plusieurs techniques peuvent étre employées pour controler I'élution. A pH
inférieur a 6, les résidus histidines commenceront a étre réduits et ne pourront plus lier
le nickel. En effet a ce pH, l'histidine devient protonée et se détache des ions
métalliques. Une variation de pH peut donc étre utilisée pour faire décoller les
protéines 6his de la résine NTA-Ni. Le nickel peut aussi étre chélaté avec de 'EDTA
et pour détacher le nickel du NTA [29, 33]. Cependant, la technique d'élution la plus
usuelle et la plus douce se fera a 1'aide d'un composé qui rentrera en compétition avec
I'histidine pour le nickel: I'imidazole, représenté ci-dessous dans la Figure 2.27.

N
N

L,
N

Figure 2.27 - Molécule d'imidazole
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Décrivons a présent la méthode 2 de greftage utilisée dans cette étude.

En bref, elle consiste a greffer un acide nitrilo-acétique contenant 3
groupements —COOH sur une surface en diamant hydrogéné en utilisant le méme
processus que pour la fonctionnalisation de méthode 1 [16]. Les solutions de greftage
ont été préparées en dissolvant la quantité adéquate de Na,No-Bis-(carboxymethyl)-L-
lysine hydraté (NTA) dans une solution de tampon phosphate a 0.2 M a pH 9.8 pour
obtenir une solution de NTA a une concentration de 1mM. Le transducteur SAW ou
microlevier en diamant hydrogéné est immergé dans cette solution ainsi préparée
pendant 5 minutes puis il est vigoureusement rincé avec de I'eau DI. Ensuite, la surface
tonctionnalisée est exposée a une solution de 1mM de Nickel II (Ni) pendant 2h a
température ambiante.

Le complexe NTAeNi?* résultant de cette réaction ainsi formé permet
I'immobilisation des LBP comprenant un groupe de six histidines (6his) grace a leur
interaction spécifique [29]. Une étiquette poly-histidine est un motit d'acides aminés
dans une protéine constituée d'au moins six résidus histidines, souvent insérés a
I'extrémité N- ou C- terminale de la protéine. Cette étiquette est parfois désignée par
les noms hexa-histidine tag (en anglais), 6xHis-tag ou encore la marque déposée
His-tag de EMD Biosciences. En effet, le NTA a la capacité de se lier au Nickel et le
complexe, ainsi formé, a une trés grande affinité avec les groupes histidines. Nous
disposons de plusieurs LBP taggués 6his, le tag 6his a été inséré a l'extrémité N-
terminal dans notre cas d’étude. Dans le cas des OBP, le 6his est situé a 'opposé de la
cage réceptrice d’odeurs de 'OBP. Ce qui peut donc conduire a une immobilisation
orientée des OBP en utilisant la méthode 2 d'immobilisation.

L'immobilisation des LBP taggués 6his se fait grace a une solution concentrée
en LBP a hauteur de 1 mg.mL-!' dans une solution tampon PBS a une concentration de
20 mM et a un pH égale a 8 pendant 2 heures. Enfin, les substrats sont
vigoureusement rincés a I'eau DI et stockés dans une solution tampon phosphate saline
(PBS pour phosphate buftered saline).

Les étapes de cette immobilisation de LBP sont représentées dans la Figure
2.28 suivante pour le cas d’'une immobilisation d’OBP.
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Figure 2.28 - Résumé des étapes d’'une immobilisation d’'OBP sur une surface en diamant préalablement
hydrogénée grefté en utilisant la méthode 2

2.3.3 Choix des récepteurs pour notre étude

Comme indiqué précédemment, nous avons collaboré, dans le cadre du projet
Sniffer, avec plusieurs équipes internationales pour la réalisation de biocapteurs a base
de récepteurs olfactifs de type OBP et MUP pour la détection de drogues et d’explosifs
aux frontieres aéroportuaires. Comme nous 1'avons vu précédemment dans la section
1.5, les récepteurs olfactifs de type LBP ont une certaine capacité a détecter des odeurs
dans le régne animal [34, 35]. En mimant le systéme olfactif grace a 'utilisation d’OBP
par exemple, on suppose créer un biocapteur efficace pour la détection optimale de
petites molécules organiques volatiles.

Les OBP ont été fournis par I'université de Manchester (School of Chemical
Engineering and Analytical Science, Royaume-Uni). Les MUP ont été fournis par
l'université de Padova (Italie). L'entreprise GTP Technology a par ailleurs permis de
produire ces protéines en grandes quantités.

Dans un autre contexte, nous avons collaboré dans le cadre d’'un échange avec
I'unité de neurobiologie de T'olfaction et modélisation en imagerie (NOeMi) d’Edith
Pajot-Augy a I'institut national de la recherche agronomique (INRA) de Jouy en Josas
pour l'utilisation d’'OR dans la fabrication de biocapteurs.

Nous détaillerons ici les différents OBP, MUP, OR utilisés dans cette étude
pour la réalisation de biocapteurs de type SAW ou microleviers. La liste de tous les
LBP se trouve également dans les annexes A.
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2.3.3.a OBP

Les OBP sont des protéines de transport de molécules odorantes ayant des
affinités avec celles-ci [36]. Les diftérents OBP, sur lesquels cette étude porte, ont été
exprimés par des techniques simples et connues déja décrites dans la littérature.

Les OBP utilisés pour ces travaux proviennent d’insectes et de mammiferes.
Certains OBP sont dit « sauvages » car ils proviennent de la souche sauvage de
I'animal et d’autres sont dits « mutants » car ils ont été modifiés de fagon a étre plus
spécifiques a certains composés [37, 38]. En eftet, grace a la multitude d’informations
disponibles sur les structures des OBP dans les PDB (Protein Data Bank) [39] et grace
aux simulations faites par logiciel d’ingénierie génétique, on peut moduler leur
structure pour obtenir une spécificité de liaison et une affinité accrue envers différentes
molécules. Le design d’OBP mutant avec des caractéristiques distinctes est donc
possible en rendant cet OBP spécifique a une molécule ou a une famille de molécules
chimiques spécifiques [40, 41]. Certains OBP possedent le tag 6his pour permettre une
immobilisation via ce tag.

Basé sur ces approches, il a été possible par exemple de concevoir un OBP
mutant plus sensible au DMMP [42].

La liste des OBP utilisés dans cette étude est résumée dans le Tableau 2.6 ci-
dessous. Le choix de travailler avec ces OBP et de les immobiliser sur nos
transducteurs en diamant a été motivé par le fait que ces OBP ont été caractérisés
(structures et propriétés de liaison) par I'équipe de I'université de Manchester.

Tableau 2.6 - Liste des OBP utilisés dans cette étude

Type Mutant Tag 6his
Nom Lieu de fabrication
(mammifére ou insecte) (oui / non) (oui / non)
wtOBPpig porc non non Université de Manchester
wt6hisOBP pig porc non oui GTP
m6hisOBP pig porc oui (spécifique au DNT) oui GTP
P.domin OBP guépe ( Polistes dominulus) non non Université de Manchester
6hisOBP-1Pd guépe ( Polistes dominulus) non oui GTP
Amel OBP14 abeille (Apis Mellifera) non non Université de Manchester
Agam4 moustique (Anopheles gambiae) non non Université de Manchester
Agam47 moustique (Anopheles gambiae) non non Université de Manchester
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LOBP de porc est 'OBP le plus caractérisé dans la littérature [43, 44, 45, 46]. 11
se lie avec un grand nombre de ligands avec de bonne affinité [47]. Les meilleurs
ligands pour 'OBP de porc montrent des Kp de I'ordre du 0,1-1 uM et incluent les
dérivés hétérocycliques [48] tels que les pyrazines et les thiazoles, les terpénoides tels
que le menthol et les alcools et les aldéhydes de taille aliphatiques moyennes [49]. Les
molécules présentant de faibles affinités avec 'OBP de porc sont souvent des composés

polaires ou des acides gras a courtes chaines. Les liaisons entre 'OBP de porc et

l'odorant sont basées sur les liaisons de Van der Walls.

Plusieurs études montrent que les OBP se lient avec une grande affinité a des
ligands ayant des masses molaires et des propriétés physico-chimiques similaires aux
composés explosifs [50]. Une étude récente prouve méme la capacité des OBP de porc a
se lier a des composés explosifs tels que le diméthylphthalate, le dinitrotoluene,
résorcinol et diphénylamine [51].

De tagon a rendre 'OBP de porc plus sensible aux composés explosifs, une
mutation a été faite pour obtenir un OBP mutant spécifique aux explosifs. L'OBP de
porc sauvage et non muté ne contient qu'un seul résidu tryptophane en position 16.
Pour 'OBP mutant, un résidu phénylalanine en position 88 a été remplacé par un
tryptophane pour ainsi avoir deux tryptophanes dans la structure de I'OBP : un, assez
loin de la poche de liaison et un autre, au centre de la cavité de liaison.

Le tableau 2.7 montre l'affinité de diftérents composés explosits envers 'OBP
de porc mutant. Les valeurs de constante de dissociation et les ICso sont donc indiqués
ci-dessous. On constate que I'OBP mutant de porc (m6hisOBP pig) est plus sensible au
2,4-DNT, comme attendu, en comparaison avec tous les autres composés.

Tableau 2.7 - Valeurs des Kp et IC; de différents explosifs pour 'OBP mutant de porc

Composés IC5o M | Constante de dissociation Ky (1M)
1-aminoanthracene 0,66
2-amino-4,6-dinitrotoluene 1,92 4,76
4-amino-2,6-dinitrotoluéne 2,14 5,31
1,3-dinitrobenzéne 1,66 4,12
2,4-dinitrotoluéne 0,9 1,06
2,6-dinitrotoluéne 1,69 4,2
nitrobenzéne 1,81 4,49
3-nitrotoluéne 1,45 3,59
4-nitrotoluéene 1,13 2,81
1,3,5-trinitrobenzene 1,6 3,97
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L’OBP P.domin a été extrait de la guépe Polistes dominulus et a une masse
d’environ 15 kDalton (kDa) [52]. Cet OBP est exprimé dans les antennes, les ailes et les
pattes des guépes femelles et males [41].

Cet OBP a déja été caractérisé par I'équipe de Pelosi, notamment sa structure et
ses caractéristiques de liaisons avec certains ligands [53]. En utilisant la sonde
fluorescente N-phenyl-1-naphthylamine (1-NPN), quelques affinités envers certains
ligands ont pu étre déterminées pour 'OBP P.domin. Ces données sont reportées dans
le tableau 2.8 ci-dessous.

Tableau 2.8 - Constantes de dissociations de quelques composés envers 'OBP P.domin

Composés Constante de dissociation Kp (uM)
Acide perlagonique 11
Acide myristique 7,1
Acide oléique 0,71
Dodécanol 0,29
Tétradécanol 2,8
Octadecanol 11
Acide laurique 7,9
Acide stéarique 2,8
Méthyl laurate 0,89

On remarque que dans le cas de 'OBP du P.domin, les longues chaines
aliphatiques font de bons ligands avec de fortes affinités et que les différences entre
constantes de dissociation sont importantes ; ce qui implique que cet OBP montre
d’'importantes spécificités envers certains ligands. Dans ce tableau, le dodécanol et
I'acide oléique sont les deux ligands montrant une meilleure affinité pour I'OBP
P.domin.

La capacité de 'OBP d’abeille Amel14 a détecter des molécules odorantes
provenant de composés explosifs ou de drogues a déja été prouvée et étudiée [41,54].
Les meilleurs ligands pour cet OBP sont le 2-methoxy-4-allylphenol et le 2-methyl-3-
phenylprop-2-enal avec des constantes de dissociation d’environ 90 nM.

Pour rappel, en mesurant les interactions OBP/ligand, on a défini qu’'une bonne
affinité envers un ligand est mesurée par une constante d’affinité (Ka) comprise entre
1 uM-! to 0.1 pM-! ce qui équivaut a une constante de dissociation comprise entre 1
UM et 10 M.
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En utilisant ces critéres, 1'équipe de l'université de Manchester a pu résumer les
sélectivités des OBP envers certains analytes comme présentés dans le Tableau 2.9.
Les compositions et informations diverses sur les différents composés explosifs et
drogues testés au cours de cette étude sont détaillées en annexes B.

Les Figure 2.29 et Figure 2.30 ci-dessous montrent les affinités de plusieurs
OBP envers des composés explosifs et de drogues. Pour information, le MDMA est le
composé 3,4-méthyléne-dioxy-methamphétamine (ecstasy) et le THC est le A-9-
tétrahydrocannabinol qui est la molécule la plus connue dans le cannabis. Les OBP
suivants ;; OBP Agam 5, OBP Agam 19, OBP Agam 21, ne sont pas arrivés
suffisamment tot dans 'étude afin de pouvoir étre traité en méme temps que les autres.
Les OBP Agam proviennent tous du moustique, le L Mig OBP provient une sauterelle
Locusta migratoria. Le 6hisGOBP2 et le 6hisPBP1 proviennent du Bombyx mori. Le
6hisPBP1 est une protéine qui se lie fortement aux phéromones (PBP pour Pheromone
Binding Protein).
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Figure 2.29 - Affinités de différents OBP envers plusieurs composés explosifs
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Figure 2.30 - Affinités de différents OBP envers plusieurs drogues

Tableau 2.9 - Résumé des sélectivités des OBP envers certains composés (explosifs et drogues). Les
meilleures affinités envers un composé en particulier sont en vert (gras italiques).

Protéines Détection d’explosifs Détection de drogues
Atropine Cocaine Epinéphrine THC MDMA
wt6hisOBP pig | OUI sauf pour NH;NO; oul NON NON oui oul
m6hisOBP pig oul oul NON NON oul oul
P.Domin OBP NON NON NON NON NON NON
Agam4 oul oul oul oul oul oul
Agam 47 oul oul oul oul oul oul

Comme constaté dans les figures et tableaux précédents, les OBP provenant de
moustiques (Agam) paraissent tres affins aux composés explosifs et aux drogues. Ainsi
observé, Agam 5, Agam 21 et Agam 4 semblent montrer le plus d’affinité avec le
TNT. L’Agam 4 a une affinité d’environ 4 M-! avec le TNT. L’Agam 19 et 'OBP de
porc mutant (m6hisOBP pig) ont plus d’affinités avec le 2,4-DNT comparé aux autres
OBP.
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En effet, le m6hisOBP pig a une affinité d’environ 1,4 M-! pour le 2,4-DN'T alors que
I’Agam 4 présente une affinité d’ 1 M-!, le rMUP a une affinité 2 fois plus faible et les
autres OBP tels le wtOBPpig ou encore le P.domin ont une affinité 3 a 4 fois plus
taibles que celle-ci. Le m6hisOBP pig, avec une affinité de 1,6 M-!, est 'OBP utilisé
dans notre étude qui présente le plus d’aftinité avec le composé 4-NT suivi de 'Agam
19 et de 'Agam 4 (K,=1,1 M™").

Les OBP Agam semblent largement plus affins a la cocaine et a I'éphédrine. Pour le cas
des drogues THC, le m6hisOBP pig semble avoir le plus d’affinités avec ces composés
illicites avec une constante d’affinité d’environ d’ 1 M-'. Le wtehisOBP pig (OBP
sauvage de porc) se montre plus sensible au MDMA que les OBP Agam. I OBP
P.domin (guépe) reste insensible a la majorité des composés explosifs et des drogues.
Des études, menées par l'université de Manchester, ont montré que la constante
d’association du mehisOBP pig envers 'IBMP est d’environ 4,6 M- et que la Ka du
P.domin OBP est de 0,25 M-

2.3.3.b MUP

Comme vu dans le chapitre 1, les MUP de souris ont la capacité a se lier a de
spécifiques molécules organiques dans leur poche de liaison hydrophobique [55, 56, 57].
Les MUP jouent un roéle important dans le transport des phéromones dans le régne
animal en les capturant puis en les relarguant lentement dans l'air. En considérant
cette principale fonction et leurs caractéristiques biochimiques, les MUP peuvent étre
facilement employés pour des applications de biocapteurs. L affinité des MUP envers
plusieurs familles de composés chimiques a déja été testée [58].

La liste des MUP fournis par l'université de Padova est résumée dans le
Tableau 2.10.

Tableau 2.10 - Liste des MUP utilisés dans cette étude

Type Mutant Tag 6his
Nom Lieu de fabrication
(mammifére ou insecte) (oui / non) (oui / non)

rMuUP non non Université de Padova

6his-MUP3 oui oui GTP
6his-MUP20 oui oui Université de Padova
6his-MUP20-Y103R souris oui oui Université de Padova
6his-MUP20-Y103D oui oui Université de Padova
6his-MUP20-L88Q oui oui Université de Padova
6his-MUP20-L124V oui oui Université de Padova
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Les acides aminés de la poche de liaison impliqués dans le processus de liaison avec les
ligands ont été intensivement décrits et comparés pour tenter d’améliorer I'affinité des
MUP envers certains composés. En se basant sur des publications, les acides aminés
jouant un role privilégié dans laffinité des ligands ont été identifiés et plusieurs
mutants de rMUP ont été créés en modifiant la séquence d’acides aminés de la poche
de liaison des MUP. Ces modifications joueront surement un réle dans la capacité des
MUP a se lier a différents ligands. Le tableau 2.11 et 2.12 ci-dessous montrent les
diftérences des séquences aminées entre rMUP, MUP3 et MUP20.

Tableau 2.11 - Différences des séquences aminés impliquées dans le processus de liaison de MUPS et
MUP20 par rapport a celles de rMUP (en rouge). Les différences sont notées de couleur bleue

Position (alignement desammino-acides) | 45 62 64 78 106 108 127 142 144
rMUP T F L L \'/ Y A G Y
MUP3 S M A F M Y | E Y
MUP20 T M Vv L Vv Y | E Y

Tableau 2.12 - Autres diftérences de séquences aminées (situés en bout de chaine) de MUP3 et MUP20
par rapport a celles de rMUP (en rouge gras italiques). Les différences sont notées de couleur bleue et
en gras.

rMUP ASDKREKIEDNG
MUP3 ASDEREKIEEHG
MUP20 ATDKREKIEEHG

Des études de compétition par liaison, menées a I'université de Padova, ont montré que
le MUP20 était plus sensible a plusieurs composés. Plusieurs mutants de ce MUP 20
ont été réalisés. Dans le Tableau 2.13 et le Tableau 2.14, les constantes de dissociation
de rMUP et des quatre mutants MUP 20 envers plusieurs ligands, dont certains
composés explosifs, sont représentées.
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Tableau 2.13 - Constantes de dissociation Kp de rMUP envers plusieurs ligands

Composés IC5o UM Constante de dissociation K, (uLM)
2-amino-4,6-dinitrotoluene 1,6 1,22
4-amino-2,6-dinitrotoluéne 1,65 1,33

1,3-dinitrobenzéne 1,9 1,41
2,4-dinitrotoluéne 1,6 1,18
2,6-dinitrotoluene 1,65 1,22
3-nitrotoluene 1,35 1
4-nitrotoluene 2 1,48
1,3,5-trinitrobenzéne 1,8 1,33

Tableau 2.14 - Constantes de dissociation Kp des quatre mutants MUP20 envers plusieurs ligands

Ligand MUP20L88Q | MUP20L124V | MUP20Y103D | MUP20Y103R
Kd (M)

2-amino-4,6-dinitrotoluene 2.49 0.54 2.55 6.41
4-amino-2,6-dinitrotoluéne 2.78 0.60 2.73 7.06
1,3-dinitrobenzéne 2.30 0.73 1.75 7.22
2,4-dinitrotoluéne 2.79 0.60 4.51 4.66
2,6-dinitrotoluene 411 0.76 4.37 7.04
3-nitrotoluéne 9.20 1.21 3.71 15.53
4-nitrotoluéne 2.05 1.07 1.78 10.29
1,3,5-trinitrobenzene 21.52 1.80 2.04 7.22
L-adrénaline 11.66 1.29 3.17 7.22
ménadione 1.27 0.06 0.75 1.37
1-NPN 2.07 0.22 1.58 4.39

Comme constaté dans les figures et tableaux précédents, le MUP20 semble plus affin
au 2,4-DNT et au 4-N'T comparé au rMUP. Cependant il présente une moins bonne
affinité (0,76 M-') a ces composés en comparaison avec le m6hisOBP pig (1,4 M-!). Le
MUP mutant MUPL124V parait le plus aftin a ces 2 composés comparés aux autres
mutants MUP20 L88Q, MUP20 Y103D et MUP20 Y103R. Le MUP20 Y103R est le
MUP présente les aftinités les plus faibles avec la plupart des composés.

97



2. Caractéristiques physico-chimiques des transducteurs MEMS en diamant

2.3.3.c OR

Les récepteurs olfactifs proviennent de souris et ont été fournis par l'équipe
NOeMI a 'INRA a Jouy en Josas [59].

La liste des OR utilisés dans cette étude est indiquée dans le Tableau 2.15 ci-
dessous.

Tableau 2.15 - Liste des OR utilisés dans cette étude

Tag 6his
Nom Lieu de fabrication
(oui / non)
cmyc OR1740 non
cmyc OR7D4 non INRA (Jouy en Josas)
M71 oui

D’apres plusieurs publications précédentes et des résultats obtenus en SPR, on
peut souligner le fait que 'OR M71 se lie fortement a I'acétophénone et qu’un controle
négatif de 'OR M71 est le 2-octanone. [34, 35, 60, 61]

Le cmyc OR1740 se lie fortement a I'’hélional et trés peu a la vanilline. Le cmyc
OR7D4 se lie fortement a I'androsténone [34, 62, 63].

Ces diftérents composés sont illustrés dans la Figure 2.31 suivante.

o H
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OH

Figure 2.81 - Structure de 'acétophénone, 2-octanone, androsténone, hélional, vanilline.
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2.3.4 Caractérisation des greffages

Chaque greffage et chaque immobilisation ont été caractérisés par diverses
techniques, et notamment par XPS, MEB, Spectroscopie de fluorescence, AFM, et par
mesures électrochimiques.

2.3.4.a Présentation du dispositif d’analyse XPS

L’analyse XPS permet de déterminer la composition atomique de la surface des
échantillons analysés sur une profondeur de quelques couches atomiques. Les analyses
sont effectuées sous ultravide a 1071 Torr. Un échantillon est irradié par une source
monochromatique de photons X qui émettent des électrons par eftet photoélectrique.
L’énergie cinétique des photoélectrons induits est mesurée et permet de remonter a
I'énergie de liaison initiale de 'atome sondé. Cela permet d’obtenir la composition
atomique de la surface, sur une profondeur denviron 10 nm. Des analyses
quantitatives peuvent étre également extraites des spectres XPS normalisés en se
basant sur l'intégrale des pics. Les analyses XPS ont été réalisées a I'aide d’'une anode
Al Ka monochromatique (1486,6 eV) et la calibration est faite sur le pic de 'Au 4t7/,
localisé a 84,0 eV. La résolution de I'instrument est d’environ 0,6 eV. La détection
limite de notre XPS est estimé a 0.5 at. %.

Les analyses XPS nont pas été effectuées directement sur les SAW ou
microleviers en diamant car ces derniers sont de dimensions trop petites pour étre
ciblés de maniére précise par le faisceau d’électrons. Pour éviter une perte quantitative
d'une partie du signal lors de T'analyse, les analyses XPS sont donc réalisées sur

substrat silicium 1x1cm? sur lequel aura été déposé une couche de diamant de 500 nm.

2.3.4.b Principe du microscope électronique a balayage

Dans le but de visualiser I'immobilisation des protéines OBP sur une surface
diamant fonctionnalisé, une premiére caractérisation par imagerie MEB (microscopie
électronique a balayage) Supra 40 Zeiss a été réalisée. L'imagerie MEB permet
d’obtenir des images trés contrastées, ce qui pourrait ainsi différencier une zone greffée
par des OBP d’une zone non grettée.

Le principe du MEB consiste a balayer la surface d’'un échantillon par un
faisceau tres fin d’électrons focalises. Des interactions interviennent entre les électrons
incidents et l'échantillon. Les électrons secondaires ou rétrodiftusés issus de ces
interactions sont amplifiés, puis détectés et convertis en un signal électrique. A chaque
point d’interactions, le rendement en électrons secondaires et donc I'intensité du signal
électrique dépend de la nature de I'"échantillon et de sa topographie.
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N

Le MEB se compose d'un canon a électrons (FEG, Field Emission Gun)
permettant de générer les électrons par effet thermoélectrique en chauffant a haute
température un filament en tungsténe ou par effet de champ a partir d'une pointe
métallique trés acérée. Des lentilles magnétiques permettent ensuite de focaliser le
taisceau d’électrons émis. Enfin, un systéme de balayage constitué de bobines de
déflexion permet de balayer I'ensemble de la surface de I'échantillon.

2.3.4.c Spectroscopie de fluorescence

L’immobilisation des protéines OBP fluorescentes a été caractérisée par
imagerie de fluorescence. Les images de fluorescence ont été prises selon: Aexc = 550

nm et Aem = 570 nm a l'aide d'un microscope NIKON Eclipse CV100 intégré d'une
caméra Axio Cam MRec.

2.3.4.d Le microscope AFM

Un microscope a force atomique AFM (pour atomic force microscope) a été
utilisé dans cette étude pour vérifier I'immobilisation des OBP sur diamant et pour
estimer la rugosité de la surface apreés immobilisation d’OBP.

I’AFM posséde une sonde locale (pointe) qui permet de visualiser la
topographie de la surface d'un échantillon. Il est basé sur le principe suivant : les forces
atomiques entre la surface et la pointe sont mesurées pour obtenir une image de la
topographie de la surface. Quand la pointe se rapproche de la surface, I'amplitude des
oscillations de la pointe, qui est déterminée par la déviation d’un faisceau laser focalisé
sur la pointe, est modifiée par les forces atomiques pouvant étre de différentes natures
(Van der Waals, électrostatique, etc.). Une boucle de rétrocontrole permet de
maintenir constante l'amplitude des oscillations entre la pointe et la surface, les
variations de hauteur permettent de déterminer la topographie de la surface. Les
images AFM sont été prises grace au Molecular Imaging PicoLE AFM en mode non-
contact avec une fréquence de résonance comprise entre 50 et 400 kHz. La rugosité
moyenne (RMS) de la surface est systématiquement estimée a partir des images AFM.

2.3.4.e Caractérisations électrochimiques

Les caractérisations électrochimiques ont permis dans cette étude de
caractériser et comparer le recouvrement des LBP immobilisés sur la surface de
diamant selon plusieurs parametres tels que le temps d'immobilisation, le type de LBP
utilisé, la méthode de greffage (1 ou 2) utilisée, etc.
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Dans cette partie, I'’électrode en diamant dopée au bore a été utilisée dans le but
de caractériser et de suivre le greftage des OBP sur une surface diamant. Cette
caractérisation électrochimique a été réalisée par EIS au potentiel de repos.

L’EIS est une méthode treés efficace pour analyser la réponse
impédancemétrique d’'un systeme électrochimique. Cette technique est trés sensible
aux phénomenes de surface [64]. Le systeme électrochimique est représenté par un
circuit équivalent. Le circuit équivalent du montage de I'électrode en diamant de
syntheses, utilisé dans tout au long de cette étude, est le circuit de Randles. Un
graphique de Nyquist correspondant est schématisé sur la Figure 2.32 ci-dessous.

P
w
-Z" | ohm

Cp = 1/ooR1

Rr W
— W

Figure 2.32 - Circuit équivalent de Randles (a gauche); Graphique de Nyquist qui décrit I'impédance
d’une cellule électrochimique (a droite) [65]
Ou Rs est la résistance série du systéme
RT est la résistance de transfert de charge
CD est la capacitance du matériau
W est lié a la diffusion des especes, nommé Warburg

Le graphique de I'impédance d'une réaction redox est obtenu a l'aide de mesures
effectuées par un potentiostat et un analyseur d'impédance. Il permet la mesure de la
résistance de transfert de la réaction, de la capacité de double couche interfaciale et de
la résistance d'électrolyte. Lorsque ce tracé est effectué pour une surtension nulle, il est
possible de déterminer la densité de courant d'échange. Dans notre cas, la mesure
d’'impédance est toujours effectuée autour du potentiel de repos.
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Aussi la mesure impédancemétrique permet de suivre 'évolution de la réactivité
électrochimique de la surface du diamant électro-actif pendant l'immobilisation
d’espéces organiques, comme par exemple 'immobilisation de LBP sur diamant comme
c’est le cas dans notre étude. Cette mesure est estimée grace a I'indicateur : constante
de vitesse de transfert de charges, noté ko et de dimension cm-!. Cet indicateur, intégre
dans son calcul a la fois la résistance de transfert de charges et la surface active des
électrodes. On estime que la réactivité d’une électrode mesurée a I'aide d'un couple
électrochimique rapide (exemple le complexe Fe(CN)g*/#) est satisfaisante si la valeur
de ko se trouve étre supérieure a 10% cm/s. Le ko est calculé a I'aide de I'équation (2.1)
suivante :

RT 1
o= (3)_L_ 21
™ \nF/)nSFR;C, (21)

ou ko est la constante de vitesse de transfert de charges
R est la constante des gaz partfaits, égale a environ 8,31 J-mol-'"K-!
T est la température en kelvin (K)
I est la constante de IFaraday, égale a 96 485 C-mol! (= 1 Farad)
n est le nombre d'électrons transtérés
S est I'aire de la surface de I'électrode (cm?)
R est la résistance de transfert de I'électrode (Q)
Co est la concentration du couple rédox (mol.cm-3)

Les valeurs de ko seront utilisées pour comparer les différentes immobilisations de couches de
LBP sur des surfaces d’électrodes en diamant fonctionnalisées.

La cellule électrochimique utilisée lors de la caractérisation par impédance dans
notre étude est constituée de 3 électrodes : I'électrode de travail est le diamant dopé, le
platine est la contre électrode, et 'électrode de pseudo-rétérence en platine. L'eau DI a
été utilisée pour préparer toutes les solutions. L’électrolyte utilisé est composé dans
tous les cas par une solution équimolaire de ferro-ferricyanure de potassium III/II
(KsFe(CN)s et K4IFFe(CN)s) a la concentration de 10-* M. Le sel de fond employé est le
chlorure de potassium (KCl) a la concentration de 0,5 M.

Chaque électrode a été préalablement rincée a 'eau DI et séchée sous flux
d’argon avant chaque expérience. Le protocole opératoire employé pour l'étude des
différents échantillons de diamant dopé au bore a été le suivant :

1) Mesure de Rt par EIS du matériau « as grown » afin de mesurer la réactivité
initiale du matériau. Plusieurs mesures successives peuvent étre effectuées afin
d’évaluer la reproductibilité et la bonne qualité du diamant dopé. (Mesure de ko)
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2) Mesure de Rt par EIS afin de comparer la réponse de I'électrode avant et
apres chaque greffage et immobilisation. Trois mesures successives sont effectuées afin
d’évaluer la reproductibilité de la réponse de I'électrode ou pour mettre en évidence
une évolution de la réactivité de I'électrode en cours de mesure.

Le graphique ci-dessous (Figure 2.33) représente a titre d’exemple I'impédance
d’une électrode en diamant dopé au bore fraichement sortie du réacteur, avec une
teneur minimum en bore de 102! at.B.cm”.
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Figure 2.33 - Spectres d'impédance typiques d’une électrode en diamant dopé au bore fraichement sortie
du réacteur (hydrogénée)

En résumé, la résistante de transfert (Rt) a été déterminée expérimentalement
avant et apres chaque étape de greffage et d'immobilisation. Cette technique a donc été
utilisée pour caractériser le recouvrement des LBP immobilisés sur la surface de
diamant.
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2.4 Caractérisations des dispositifs utilisés en milieu liquide et
gazeux

2.4.1 Dispositifs de caractérisation des propriétés de résonance des
poutres en diamant en milieu liquide

2.4.1.a Description de I'’équipement de mesure par effet Doppler laser

Les mesures des propriétés de résonance de nos microstructures en diamant
sont effectuées par vibrométrie laser. Pour cela, nous disposons d'un vibromeétre
commercial de la société PolytecTM. Cet équipement est composé d’une source laser
émettant entre 620 nm et 690 nm, d'un interférometre a fibre optique (OFV534), d'un
démodulateur OFV5000 (Polytec GmbH) et d’'un analyseur de réseau. Il permet de
mesurer avec une trés bonne précision les oscillations d’'une microstructure mécanique
en exploitant l'effet Doppler. Ce dispositif permet de mesurer des amplitudes
d’oscillation comprises entre quelques dizaines de pm et quelques pm sur une gamme
de fréquence comprise entre 100 Hz et 20 MHz. Pour toutes les séries de mesures, les
microleviers ont été mis en vibration par I'intermédiaire d'une cellule piézo-électrique
externe sur laquelle ils ont été fixés.

Le principe de mesure de ce type d’équipement est décrit dans la Figure 2.34 ci-
dessous [9].

Faisceau de mesure

fi+fg
Objet en vibration 53 s1
< . . . :
Cellule de
f+ 1+ Bragg | £, | Faisceaude
référence
Photo-détecteur S4 §2

— Faisceau de fréquence f
—+ Falsceau de fréquence T+,
Faisceau de fréquence f +f+f,

Figure 2.34 - Principe de mesure de fréquences de résonance par effet Doppler laser
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Une source laser émet un faisceau de fréquence f1. qui est divisé en deux rayons
d’intérét sur une premiere lame séparatrice (S1). Un des deux faisceaux (F1) est
directement envoyé sur le photodétecteur, par I'intermédiaire des lames séparatrices
(F2) et (F4) pour servir de faisceau de référence a fréquence fixe f1.. Le deuxiéme
taisceau passe a travers un interférometre de Bragg pour y subir un décalage en
fréquence fixe fg par rapport a la fréquence de référence f1.. Ce faisceau, de fréquence
fL.+1s est ensuite envoyé sur 'objet en vibration ou il y subit une rétrodiftusion. Par
effet Doppler, la fréquence de la lumiere rétrodiffusée varie au rythme des vibrations
de la structure. Le décalage en fréquence Doppler d'un rayon rétrodiffusé est
proportionnel a la vitesse du point de I'objet en vibration ciblé par le faisceau laser a un
instant donné. Une partie du faisceau rétrodiffusé de fréquence fL+{g+{p retourne vers
le systeme de lames séparatrices ou il interfere avec le faisceau de référence apres avoir
franchi la lame séparatrice (S4). L'intensité de la lumiére résultante est lumineuse est
détectée par un photodétecteur.

Les mesures de fréquence de résonance sont effectuées sur un analyseur de
réseau qui génére un signal excitateur pour la mise en vibration des micro-poutres. Le
signal excitateur ainsi que le signal démodulé variant au rythme des oscillations des
micro-poutres sont collectés sur les deux voies d’entrées de I'analyseur de réseau. Le
balayage en fréquence excitatrice permet ainsi d’extraire la réponse fréquentielle des
micro-poutres. Une photo de I'équipement de mesure est présentée sur la Figure 2.35
ci-dessous.

Visualisation du
microlevier en diamant

Interférométre

Source laser /

avec caméra Démodulateur

— Analyseur de spectre

Support de 'échantillon:
cellule piézoélectrique externe
et microlevier en diamant

Figure 2.35 - Photographie de I'équipement de mesure de vibration par effet Doppler laser
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2.4.1.b Protocoles d’expérimentation en milieu liquide

Pour pouvoir travailler en milieu liquide, une cellule étanche est fabriquée et
collée sur la cellule piézoélectrique comme présenté sur la Figure 2.36 ci-dessous. Elle
peut contenir une solution liquide de volume constant de 200 pL. Une poutre est fixée
sur la cellule piézoélectrique.

laser

Cellule étanche

. Microlevier
Solution tampon

(200 pL) Cellule piézoélectrique

Figure 2.36 - Schéma de la cellule de mesure

Une mesure de la fréquence de résonance des poutres est effectuée dans I'air.
Puis, un suivi de la fréquence de résonance des poutres est effectué dans une solution
de tampon phosphate ou PBS selon la méthode 1 ou 2 de greffage utilisée ; dépourvue
de tout composé de fonctionnalisation. Cette étape reste nécessaire pour stabiliser la
fréquence de résonance des poutres lorsque ces derniéres passent de I'air & un milieu
aqueux et ionique, pour permettre une stabilisation en température. Apres stabilisation
de la fréquence de résonance, deux ringages de la cellule liquide sont effectués
successivement avec la méme solution de tampon. Entre chaque ringage, la fréquence
de résonance est mesurée sur une durée d’au moins dix minutes afin de s’assurer de sa
bonne stabilité. La solution de tampon de ringage est, par la suite, remplacée par la
solution de greffage pour I'étape de fonctionnalisation. Sa préparation a déja été décrite
dans la section 2.3.2. Une agitation doit étre effectuée pour assurer une concentration
homogene pendant les mesures. Ceci n'affecte pas les mesures étant donné que les
cinétiques de greffage ou d'immobilisation sont de I'ordre de quelques minutes.
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Durant cette étape, I’évolution de la fréquence de résonance est suivie jusqu’a sa
stabilisation puis la cellule liquide est a nouveau rincée plusieurs fois par la solution de
tampon de ringage. Une mesure de fréquence de résonance est eftfectuée toutes les 20
secondes. Toute évolution de fréquence de résonance peut étre suivie en temps réel
grace a un logiciel de mesure de fréquences intégré. A nouveau, entre chaque ringage,
la fréquence de résonance est suivie sur une durée d’au moins dix minutes afin de
s'assurer de sa stabilité et c’est ainsi pour chaque étape de suivi de greffage,
d’immobilisation ou de détection de composés en milieu liquide.

La Figure 2.37 ci-dessous résume ce protocole d’expérimentation.

1 3

laser

-
N
z
<
W
o
=
v
3
8
%
©
<

Temps

(6)
Microlevier posé Ajout solution tampon Stabilisation Ajout solution de détection Mesure Acquisition
sur cellule (ou de greffage) du déplacement du spectre

piézoélectrique en fréquence

Figure 2.37 - Schéma représentant les étapes du protocole d’expérimentation en milieu liquide

2.4.2 Dispositifs de caractérisation des biocapteurs SAW et microleviers
en diamant en milieu gaz

2.4.2.a Instrumentations de mesure pour transducteurs SAW

Présentation du dispositif SAGAS utilisé

Le dispositif utilisé pour la caractérisation des transducteurs SAW recouvert de
diamant est I'instrument SAGAS fourni par le KIT. Le systeme (Figure 2.38) intégre
la fluidique qui permet d’amener les vapeurs sur les 8 capteurs, mais également
I'électronique capable de traiter les signaux renvoyés par les capteurs. Grace a un
logiciel (Kangaroo v3.3), la réponse des huit capteurs peut étre enregistrée en fonction
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du temps. Ce logiciel intégre des algorithmes de traitements de données tels I'analyse
neuronale SNNS (Stuttgart Neural Network Simulator [66]). Le logiciel permet
d’effectuer une reconnaissance en temps réel a partir de bases de données
d’apprentissage enregistrées au préalable.

Electronique
d’acquisition

Capteurs SAW

Systeme fluidique

Figure 2.38 - Boitier SAGAS fourni par le KIT ; les 8 capteurs SAW intégrés dans le systéme SAGAS

Les spectres de déplacement en fréquence des transducteurs SAW sont obtenus
grace a un analyseur de réseau. Un spectre peut donc étre acquis apres chaque
tonctionnalisation du SAW. Ainsi I'évolution des spectres de fréquence avant et apres
immobilisation de protéines, par exemple, peut étre suivie en direct et apporter des
informations importantes. De ce fait, la densité de surface des immobilisations dOBP
sur SAW en diamant apres greffage peut étre calculée (voir chapitre 4).

Le déplacement en fréquence est proportionnel a la densité de surface de
protéine (m/A) sur le SAW selon I'équation (2.2) suivante :

Af = (ki + kz)fozg (2.2)

Ou f est la fréquence de résonance fondamentale
k, et k, les constantes matérielles du substrat piézoélectrique
(ici le quartz, donc ky= -8.7*%10% et k,= and -3.9%107%)
Af est le déplacement en fréquence

m la masse déposée sur le SAW
A la surface active du SAW
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2.4.2.b Présentation du dispositif Sniffer développé au cours de I’étude

Un prototype de détection a été élaboré par différents partenaires du projet
Sniffer (Université de Manchester, 'ESIEE et CEA). I1 a été utilisé pour cette these a
I'occasion de tests de détection proches du terrain avec un large panel d’explosifs et de
drogues. Ce prototype de mesure complet a été développé pour une interface de
capteurs microleviers. Il a été développé de fagcon a pouvoir travailler avec la cellule de
mesure gaz pour microleviers (Figure 2.17). Malheureusement, cette cellule n’a été que
tres peu utilisée étant donné que son emploi dépendait de I'avancement du dispositif
électronique reliée a celle-ci et développé par d’autres collaborateurs. Ainsi, cette
cellule n’a été intégrée que tardivement au dispositif Sniffer développé au cours de
cette étude. Quelques mesures de détection en milieu gazeux avec des microleviers ont
pu cependant étre réalisées avant la fin de cette thése. Néanmoins, le boitier SAGAS
contenant les transducteurs SAW a pu étre intégré plus rapidement au dispositif
Sniffer pour obtenir des réponses de détection qui sont présentés dans le chapitre 4. Ce
module de détection comprenant donc les capteurs, une interface électronique qui
permet le pilotage de I'équipement et 'acquisition des données, et enfin une algorithme
de traitement de ces données faisant appel a une approche multiparamétrique.

Le systétme de détection ci-dessus est couplé a des outils de collecte
d’échantillons, c’est-a-dire d'un préconcentrateur de vapeurs et d’'un échantillonneur de
particules solides, Le préconcentrateur a été développé par EPFL (le laboratoire
Sensors, Actuators and Microsystems Laboratory (SAMLAB) de I'Ecole Polytechnique
Fédérale de Lausanne) et Armines (centre SPIN de I'Ecole des Mines de St-Etienne
(EMSE)). L’échantillonneur de particules solides quant a lui a été développé par
Airbus.

Les fonctions basiques de ’échantillonneur de particules solides sont de collecter et de
séparer les composés solides (particules de drogues ou d’explosifs) a détecter des autres
éléments présents (polluants par exemple). L'étape 1 de I'échantillonneur, la
précipitation électrostatique des particules sur une plaque chauffante et I'étape 2, la
désorption thermique et la génération de vapeur, sont résumées dans la Figure 2.39.
Les particules vertes étant les particules cibles a détecter et les particules rouges étant
les polluants.

Le principe de fonctionnement de I'étape 1 peut étre décomposé en trois phases qui
sont : I'ionisation de 'air par effet couronne et la charge des particules présent dans
Iair par interaction avec les ions créés, la précipitation des especes chargées par action
d'un champ électrique et le nettoyage des surfaces de collecte. Apres I'étape de
précipitation, les particules collectées sont converties en phase gazeuse grace a une
désorption thermique pour faciliter la détection.
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Dans ce cas, I'électrode de collecte est chauftée a 'aide d'une résistance en appliquant
un potentiel électrique a 160°C pendant 5 secondes.

i

!.. L LY
| —— — 1

0T O

Figure 2.39 - Principe des étapes 1 et 2 du sampler

Lors de ces travaux la décharge corona n’a pas été utilisée. Le dispositif a été utilisé
pour déposer des quantités connues de drogues ou d’explosifs solides dissous en
solution sur la plaque chauffante comme illustré Figure 2.41 afin de pouvoir vaporiser
ces especes et les envoyer vers les capteurs pour pouvoir les caractériser.

Figure 2.40 - Plateforme contenant I'électrode a chauffer (a gauche), Déposition du composé a détecter
sur I'électrode (a droite)
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Vi glass
check valve

Room Temperature

Figure 2.41 - Photographie du sampler (en bas) relié a I'équipement électronique de mesure de
détection (en haut) (a gauche); Schéma du systéme de mesure complet (a droite)

La Figure 2.42 présente le dispositit’ Sniffer complet. Comme on peut le voir dans
I'architecture du systéme de mesure, un filtre de charbon actif est intégré dans ce
prototype ainsi quun filtre d’humidité qui permet de contrdler I'’humidité dans
I'enceinte des capteurs avec un taux d’humidité compris entre 0 et 100%. La
température est gardée constante en utilisant un module thermoélectrique.

2.4.2.c Méthodes de génération de vapeurs de composés volatils et méthodes de
validation des concentrations de vapeurs générées

Les diftérentes méthodes de génération de vapeurs de composés volatils
utilisées dans cette étude sont décrites dans cette section.

Le banc gaz, se trouvant au LCD, est présenté dans la Figure 2.44. Il comporte
3 lignes indépendantes pour bouteilles de gaz, une ligne de référence azote sec ou
humide (généré via un bulleur intégré), et une ligne raccordée a un four (dans lequel
sont placés les tubes a perméation). Les composés sont dilués dans le diazote sec, et le
débit total est de 200 mL/min. Les débitmétres massiques sont des MKS 1479A de
débit maximal de 500 mL/min. Le pilotage des vannes et des débitmeétres s’effectue
grace a un programme Labview.
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Figure 2.43 - Banc de dilution : lignes d’azote (vert), lignes de gaz (bleu), fours (rouge)

La génération par tubes a perméation repose sur les propriétés de
perméabilité d’'un matériau par rapport au gaz concerné. Typiquement, un gaz est
comprimé au-dessus du point de liquéfaction dans un tube scellé, fabriqué a partir d’'un
matériau polymeére. A une température donnée, les propriétés du polymere pour le
produit concerné permettent de laisser échapper une quantité controlée de gaz. Pour
nos travaux, la génération en tube a perméation a été effectuée a travers un tube en
Téflon PFA. Un composé liquide est ainsi placé dans un tube a perméation scellé entre
deux billes d’acier (Figure 2.45). Ce tube est ensuite placé dans le four du banc gaz. Le
composé volatil libéré par le tube est alors entrainé par un gaz vecteur vers les
capteurs. Cette méthode permet de contrdler la quantité de vapeur envoyé sur les
capteurs.

Figure 2.44 -Tubes a perméation contenant une solution d’'IBMP
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Une autre méthode plus simple et plus intuitive pour réaliser des expériences
de détection est la méthode d’entrainement de vapeur par aspiration. Cette méthode est
plus adaptée pour des mesures de terrain car elle nécessite peu déquipement
spécifique. Par exemple, une substance peut étre contenue dans un tube ouvert. Les
molécules odorantes volatiles de cette substance sont alors aspirées sur le dessus du
tube. La vapeur de la couche limite présente a la surface du composé (dépendante de la
pression de vapeur du liquide ou du solide) est amenée sur les capteurs par aspiration a
I'aide d’'une pompe.

On a eu lopportunité par exemple d'utiliser la valise « LIDEEC » (lot
d'instruction et de détection d'explosifs des équipes cynophiles) contenant des explosifs
et drogues placés dans des tubes métalliques fermés par une grille. Ces tubes sont
utilisés par les services de Gendarmerie pour I'entrainement des chiens renifleurs. Les
compositions et informations diverses sur les différents composés explosifs et drogues
testés au cours de cette étude sont détaillées en annexes B. Le tube présenté dans la
Figure 2.45, contient, par exemple, une certaine quantité de composé illicite. Cette
technique, contrairement a celles présentées précédemment (banc gaz, tubes a
perméation), n’est pas quantitative mais juste qualitative. L aspiration, dans ce cas, s’est
effectuée avec un flux constant de 300 sscm. Les temps d’exposition sont d’environ une
minute. Dans ce cas d’étude, aucun préconcentrateur ou chauffage externe n’a été
utilisé pour améliorer le signal de détection obtenu.

Capteurs SAW Aspiration

d’une grille contenant
un composé volatil

Figure 2.45 - Aspiration d’'un composé explosif contenu dans un tube fermé par une grille
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I1 existe différentes fagons pour connaitre la concentration de vapeurs générées
envoyées vers les capteurs. Les différentes méthodes d’étalonnage et de validation des
concentrations générées utilisées dans cette étude sont décrites a la fin de cette section.

Le suivi de masse permet I'étude des concentrations d’'un gaz envoyé vers les capteurs.

N 7

En utilisant la méthode de tubes a perméation, un contrdle de la concentration est
réalisé en suivant la perte de masse des tubes due au gaz qui s’échappe chaque jour des
tubes a perméation. En effet, la concentration de gaz généré est directement liée a la
masse perdue par minute par 1'équation (2.3).

AmK
C="0 (2.3)

Ou Am est la perte de masse en nanogramme (ng) sur une durée At en minute,

Q est le débit en mL.min !

K est la constante des gaz en L.g !

Un exemple de suivi de masse par pesée est illustré sur le Tableau 2.16 pour le cas de
I'IBMP contenu dans les tubes a perméation installés dans le four a une température de
100°C durant plusieurs semaines. Une pesée a été réalisée toutes les 24 heures.

Les mesures par pesée, prises dans les mémes conditions sur plusieurs jours, montre
aprés quelques jours de stabilisation une variation des valeurs de la concentration
générée calculée inférieure a 10%, ce qui souligne la stabilité de cette méthode de
génération.

Tableau 2.16 - Concentrations mesurées par pesée du composé IBMP

Perte de masse (mg) | Débit (mL/min) | Concentration générée (ppm)
25,66 200 12,23
21,13 200 10,17
18,09 200 8,51
16,72 200 7,9
16,54 200 7,84
16,02 200 7,56
15,94 200 7,52
12,24 200 5,89
8,06 200 3,83
4,67 200 2,25
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Un Photo Ionization Detector (PID) peut aussi permettre de contrdler les
concentrations d’'un gaz. Dans un PID, le gaz est bombardé par des photons, ce qui
permet d’arracher des électrons aux molécules du gaz. Le gaz est donc ionisé, et 'on
récupére en sortie le courant électrique issu de I'ionisation. Cette technique permet de

détecter des gaz depuis les ppb jusqu’aux ppm, mais ne cible que les composants ayant

N >

une énergie d’ionisation inférieure ou égale a I'énergie des photons émis par le

détecteur (dans notre cas la lampe a une énergie de 10 eV). Le principe de
tonctionnement du PID est indiqué dans la Figure 2.47 ci-dessous.

Electrode positive

Entrée du détecteur

\ © Lampe UV
Molécules entrant 8) 6 ° %
dans le PID I?
& L%

Amplificateur

P
L{® 7 # s

Electrode négative: le courant ionique est collecté,
& amplifié et converti en ppm (lecture électronique)

Molécules sortant du PID
sans changement

Figure 2.46 - Principe de fonctionnement du PID.

Le PID PhoCheck 2000+ (IonScience), Figure 2.47, utilisé dans cette étude,
présente un temps de réponse a 90% inférieur a 1s, une gamme détection de 0,1 a 4000
ppm, et une précision de = 5% sur le dernier chiffre affiché. Ce détecteur commercial
permet de comparer les concentrations déterminées par le suivi de pesée des tubes a
perméation. L'erreur est généralement inférieure a 10%. Il a permis de suivre et de
controler les concentrations de vapeurs des composés a détecter par les capteurs SAW.
Un exemple est illustré dans la Figure 2.48.
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Figure 2.47 - PID PhoCheck 2000+ utilisé lors de I'étude

La Figure 2.48 présente, par exemple, I'écart entre les concentrations mesurées
par pesée et la valeur lue au PID pour diftérentes concentrations de 4-nitrotoluéne.
L’erreur entre deux valeurs est systématiquement inférieure a 10%.

B Mesure par pesée

B Mesure au PID |

Figure 2.48 - Concentrations du composé 4-nitrotoluene mesurées par pesée (bleu) et par PID
commercial (vert)

Concentration (ppm)
o = [ O8] =y L (o) ~J co
|
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2.5 Conclusion

Nous avons vu dans ce chapitre, tous les protocoles d’expérimentations utilisés
au cours de cette étude pour la caractérisation physico-chimique des transducteurs
MEMS ; de la fabrication des transducteurs SAW et microleviers en diamant aux
méthodes envisagées pour I'immobilisation de protéines LBP sur diamant
préalablement fonctionnalisé par des terminaisons chimiques. La méthode 1 de
greftage de I'acide aminocaproique sur diamant est un choix de fonctionnalisation qui a
été motivé par le fait que cette méthode avait déja été validée précédemment par
diftérentes études [9, 18, 17]. La méthode 2 est une technique particulierement
innovante de fonctionnalisation sur diamant, qui sera par la suite étudiée et comparée
avec la méthode 1 notamment pour I'évaluation des performances des capteurs
fonctionnalisés aux LBP. Ceci sera détaillé dans le chapitre 8 afin de valider les 2
méthodes de greffage par diverses techniques de caractérisations tout en les comparant
pour privilégier une méthode par rapport a une autre. Le chapitre 3 détaillera les
résultats de détection de différents composés organiques obtenus avec des microleviers
en diamant fonctionnalisés par des protéines LBP en milieu liquide.
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3. Caractérisation des greffages chimiques et détection de molécules organiques en milieu liquide

3.1 Introduction

Le chapitre 2 a présenté les diftérentes techniques d’'immobilisation de protéines
LBP sur surface diamant fonctionnalisé par la méthode 1 et 2. L’objectif de ce chapitre
est de caractériser ces fonctionnalisations biochimiques.

La premiere partie de ce chapitre traite des 2 méthodes envisagées pour
I'immobilisation de protéines LBP sur diamant préalablement fonctionnalisé par des
terminaisons chimiques. La méthode 1 de greffage de l'acide aminocaproique sur
diamant suivi du couplage classique EDC/NHS est un choix de fonctionnalisation qui
a été motivé par le fait que cette méthode avait déja été validée par différentes études.
La méthode 2 (NTA-Ni) est une technique innovante de fonctionnalisation sur
diamant, qu'on essaiera de comparer avec la méthode 1. Cette partie permettra donc de
valider les 2 méthodes de greffage par diverses techniques de caractérisation tout en
les comparant afin de privilégier une méthode par rapport a I'autre.

La meilleure technique de greffage retenue sera utilisée pour immobiliser les
LBP sur des transducteurs en diamant. La deuxieme partie de ce chapitre est consacrée
a la caractérisation des capteurs ainsi réalisés. Elle détaillera les résultats de détection
en milieu liquide de différents composés organiques tels que la détection de composés
explosifs obtenus avec des microleviers en diamants fonctionnalisés de protéines LBP.
Les performances de ces capteurs en termes de sensibilité, de limite de détection ou
encore de temps de réponse seront étudiées.

3.2 Caractérisations des greffages chimiques

L’immobilisation des LBP sur surface diamant a été particulierement
caractérisée au cours de cette étude : aucun travail de recherche antérieur relatant
I'immobilisation de LBP sur des transducteurs en diamant n’existait auparavant.
Plusieurs techniques de caractérisation de surface ont été employées.

3.2.1 Caractérisation par imagerie MEB

Une solution aqueuse d’OBP de porc a été déposée sur une surface en diamant
préléablement hydrogénée pour tenter d’'évaluer qualitativement I'adsorption des OBP
sur une surface diamant : aprés exposition a un plasma hydrogéne (dans le réacteur
THOR), un échantillon en diamant a été immergé dans une solution d’'OBP de porc de
concentration 1mg/mL pendant deux heures. L'échantillon a été, ensuite, rincé
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vigoureusement a l'eau DI avant d’étre séché sous flux d’azote sec. Le dépot est,
comme on peut le voir sur la Figure 3.1 ci-dessous, trés hétérogene.

L'imagerie MEB revéle la présence de multiples taches sombres sur la surface
de diamant attribuées trés probablement a la présence d’agrégats de protéines OBP. La
quantitié importante d’agrégats laisse suggérer une relativement grande affinité de
I'OBP avec la surface.

Figure 3.1 - Images MEB d’OBP adsorbés sur une surface en diamant
exposant des agrégats d’OBP (zoom)

Le diamant hydrogéné posséde une surface conductrice émettrice d’électrons
secondaires qui présente un fort contraste de luminosité par imagerie MEB par rapport
a des zones moins conductrices. Ici, aucune différence de contraste ne semble visible
sur les zones sans agrégats par rapport a un film de diamant non exposé a la solution
d’OBP, ce qui laisse suggérer que les OBP ne sont présents sur la surface diamant
hydrogéné que sous forme d’agrégats.

La Figure 3.2 présente un substrat diamant hydrogéné, préléablement
hydrogéné et fonctionnalisé en utilisant la méthode 1, consistant a greffer l'acide
aminocaproique suivi du couplage classique EDC/NHS. Le film de diamant apparait,
cette fois-ci, beaucoup plus sombre (Figure 3.2) laissant suggérer I'immobilisation
d'une couche organique relativement homogene en épaisseur sur la surface. On
observe, par ailleurs, une diminution conséquente du nombre d’agrégats d'OBP sur la
surface en diamant fonctionnalisé.

La variation de contraste est mise en évidence en rayant mécaniquement la

surface a I'aide d’'une pointe métallique : une démarcation nette permet de visualiser la
surface contenant encore des OBP et celle n’en contenant quasiment plus.
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Figure 3.2 - Images MEB d'immobilisation d’OBP sur une surface en diamant fonctionnalisé par la
méthode 1 dont le centre a été rayé a I'aide d’une pointe métallique (zoom)

En oxydant la surface en diamant avant greffage de I'acide aminocaproique puis
en immobilisant des OBP, on remarque sur la Figure 3.3 qu'un contraste important est
observé entre la zone préalablement oxydée et la zone préalablement hydrogénée, ce
qui vient confirmer les résultats précédents. La zone oxydée est une surface de
controle ot l'acide aminocaproique ne peut pas se greffer selon la méthode 1. Il en
résulte que I'OBP n’est pas greffé non plus (surface claire), contrairement a la zone
hydrogénée qui apparait plus sombre. Aussi, sur la zone oxydée, on trouve moins
d’agrégats dOBP qu’observés précédemment (Figure 3.1). Deux explications sont
possibles ici: soit que la plupart des OBP sont greftés sur la zone hydrogénée, soit
l'affinité de 'OBP avec le diamant oxydé est moins importante que pour le diamant
hydrogéné.

Zone p'l'é_alableme_nt.
hydrogéné

Figure 3.3 - Images MEB d’une surface diamant prise aprés d’'immobilisation d’OBP sur une surface
hydrogénée et fonctionnalisée par la méthode 1 (a droite) et sur une surface oxydée (a gauche)
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3.2.2 Caractérisation par imagerie AFM

Le microscope AFM a été utilisé dans cette étude pour vérifier 'immobilisation
des OBP sur diamant fonctionnalisé et pour estimer la rugosité de la surface apres 2h
d’immobilisation d’OBP. Les Figure 3.4 (a) et (b), ci-dessous, illustrent les différences
de topographie de surface et de rugosité avant et aprés immobilisation d'OBP sur une
surface de diamant monocristallin fonctionnalisé par la méthode 1. Le diamant
monocristallin utilisé ici sert a minimiser la rugosité initiale du substrat de diamant.
Sur I'image AFM de gauche (Figure 3.4 (a)), on apercoit les stries de polissage du
diamant non fonctionnalisé avec une rugosité inférieure a 10 nm. Apres
fonctionnalisation du diamant hydrogéné avec la méthode 1, la rugosité de la surface
augmente a environ 50 nm apres le greffage par 'acide aminocaproique (données non
présentées). Sur I'image AFM de droite (Figure 3.4 (b)), prise aprés immobilisation
d’OBP pendant 2 h, ainsi que sur le profil de la Figure 3.4c, un recouvrement total de
la surface de diamant, I'absence de stries, et une rugosité largement augmentée (autour
de 355 nm), sont respectivement observés. Un profil de la surface a été effectué comme
on peut 'apercevoir sur la Figure 3.4 (c) confirmant cette rugosité.
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Figure 3.4 - Images AFM : a) Diamant monocristallin ; b) Diamant monocristallin fonctionnalisé par la
méthode 1 suivi de I'immobilisation d’'OBP de porc ; ¢) Profil de la surface du diamant monocristallin
fonctionnalisé par la méthode 1 suivi de I'immobilisation d’OBP de porc
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3.2.3 Caractérisation par spectroscopie de fluorescence

Afin de confirmer les premiéres observations faites au MEB, des contrdles par
imagerie de fluorescence ont été eftectués. Nous avons a nouveau vérifié que les LBP
s'immobilisaient uniquement sur des surfaces de diamant hydrogénées, dans les
conditions de greffage décrites dans la section 2.3.1 et 2.3.2, et non pas sur des surfaces
de diamant oxydées (surface de contrdle). Comme précédemment décrit dans le
chapitre 1, le greffage n'est théoriquement possible que sur une surface hydrogénée.
De plus, cette expérience permet de mettre en évidence que I'OBP peut,
éventuellement, s’adsorber sur les zones oxydées.

Pour cela, une surface de diamant hydrogénée est soumise a un processus de
photolithographie déja décrit dans la littérature [1]. En bref, cette technique consiste a
déposer une résine photosensible sur du diamant préalablement hydrogéné. Le motif
de masque utilisé dans cette étude est un ensemble de plusieurs carrés de 50 x 50 pm?.
Une fois le processus de photolithographie eftfectué, I'échantillon est exposé a un
plasma d’oxygene (2 mbar d’oxygene, a une puissance de 50 W pendant 30 secondes)
dans un équipement de gravure RIE (pour « reactive ion etching »). Les régions du
substrat non protégées par la résine (surfaces entourant les carrés) sont ainsi oxydées
tandis que celles protégées par résine (les carrés) restent hydrogénées (voir Figure
3.6.a). Enfin, la résine a été enlevée pour pouvoir fonctionnaliser la totalité du substrat
avec les méthodes 1 et 2.

Ainsi 'OBP de porc (wtOBPpig), la P. domin OBP, la Amel OBP14 et le
rMUP, tous de type « sauvage », ont été greftés par la méthode 1. La méthode 2 de
fonctionnalisation (décrite dans la section 2.3.2) a permis I'immobilisation d’OBP de
porc mutant (m6hisOBP pig) et de 6hisMUP20 tous deux taggués 6 histidines.
Apres la derniere étape d'immobilisation de ces LBP (tant OBP que MUP), le substrat
a été immergé dans une solution de fluorescéine puis rincé vigoureusement avec de
I'eau DI. La fluorescéine (Figure 3.5) est une protéine fluorescente ayant la capacité a
se lier a la cage réceptrice d'odeurs de 'OBP, ce qui permet de visualiser sous UV la
présence d'OBP.

HO 0 0
L
l COOH
a)

Figure 3.5 - a) Structure de la fluoroscéine ; b) Fluoroscéine sous illumination UV
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La Figure 3.6(b), montre un exemple de surface sur laquelle ont été immobilisés
des OBP mutants de porc (m6hisOBP pig). Nous pouvons vérifier ici que les zones de
fluorescence se situent uniquement aux endroits ou la surface de diamant a été
préalablement hydrogénée (carrés). L’absence de tout signe de fluorescence sur les
régions oxydées suggere, donc, qu'aucune adsorption non spécifique et significative
d’OBP n’a lieu sur celles-ci. Les résultats tendent, donc, a confirmer que
I'immobilisation des protéines est bien faite par greffage chimique, tel que décrit
précédemment, et observé par imagerie MEB.

Le méme substrat a été observé a nouveau 2 mois plus tard. Les mémes figures
de fluorescence sont toujours observables (Figure 3.6.c), ce qui laisse suggérer que
I'OBP est toujours présent sur la surface aprés 2 mois de stockage dans des conditions
ambiantes.

L'imagerie par fluorescence a également été utilisée pour vérifier la présence
d’OBP immobilisés sur microleviers en diamant apres 'étape d'immobilisation de ceux-
ci sur la surface du transducteur et apres plusieurs étapes de détection de composés
organiques en milieu liquide (Figure 3.6.d). La fluorescéine peut ainsi rentrer en
compétition avec les ligands déja liés a 'OBP pour se lier elle-méme a 'OBP en
surface.

Cette méme expérience menée avec la méthode 2 de fonctionnalisation et
d’autres OBP et MUP, a mené aux mémes résultats. Cette méthode a donc confirmé
I'absence d’immobilisation de LBP sur diamant oxydé. Cela nous permet de conclure
sur la validité de ces méthodes de greftage de LBP et sur la nécessité de présence d’une
terminaison hydrogéne sur diamant.
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Figure 3.6 - a) Schéma illustrant le substrat en diamant hydrogéné (H) /oxydé (Ox) aprés
photolithographie et oxydation de I'échantillon ; b) Image prise par spectroscopie de fluorescence a
hexe=550 nm et Aay=>570 nm du diamant aprés photolithographie, oxydation, fonctionnalisation par la
méthode 2, immobilisation de m6hisOBP pig et immersion dans une solution de fluorescéine ;
c¢) Image du méme substrat de la Figure 3.6 .b. prise aprés 2 mois de stockage
et d) Image d'un microlevier aprés fonctionnalisation par la méthode 2, immobilisation de m6hisOBP
pig, détection de composés organiques et immersion dans une solution de fluorescéine
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3.2.4 Caractérisation chimique par spectroscopie XPS

L’analyse XPS permet de caractériser les groupements présents sur la
surface du diamant [2]. Celle-ci est utilisée pour analyser les étapes du greffage NTA-
Ni (méthode 2). Les spectres de 2 échantillons de diamant, le premier hydrogéné et le
deuxieme hydrogéné puis greffé par du NTA en utilisant la méthode 1, ont tout
d’abord été enregistrés. Le spectre du deuxieme échantillon est présenté sur la Figure
3.7.a. Ce spectre est tres similaire a celui du diamant hydrogéné seul (non présenté ici).
La seule diftérence observable est que la composante oxygene O 1s est plus importante
sur I'échantillon grefté. Il semble donc ici que soit la méthode n’est pas suffisamment
sensible, soit la quantité de NTA greftée est tres faible. L'analyse est par ailleurs
rendue plus difficile par le fait que le substrat soit essentiellement composé de carbone
en surface.

C’est en complexant le NTA avec le Nickel (Ni) pendant 2h que les analyses
XPS ont été plus conclusives. Elles ont été réalisées pour connaitre le niveau de liaison
du Nickel (Ni) sur une surface en diamant aprés modification de la surface avec le
complexe N'TA-Ni. En se basant sur le spectre XPS obtenu (Figure 3.7.b), la présence
de nickel sur le substrat fonctionnalisé par la méthode 2 est confirmée. Nous pouvons,
en effet, déduire de ce spectre que la concentration atomique de nickel est de 2,7 at.%.
La Figure 3.7.c montre bien la double composante du Ni 2ps/. et Ni 2pi/e localisé
respectivement a 856.8 eV (Ni 2ps/2) and 874.6 eV (Ni 2p,/2). Les énergies de liaison du
Ni 2p sont tres proches de celles reportées dans la littérature pour le composé NioOs
(N1 2ps/s at 857.0 eV) [3] alors que le Ni 2pg/s est plutot situé vers 853.7 eV pour NiO
(4].

Ces analyses XPS confirment, donc, la nature covalente du greffage du Nickel
sur diamant hydrogéné par le greftage 2.
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Figure 8.7 - a) Spectre XPS global d’'une surface diamant hydrogénée fonctionnalisé avec du NTA ;
b) Spectre XPS global d'une surface diamant hydrogénée fonctionnalisée par la méthode 2 (NTA-Ni) et
c) Spectre XPS focalisé sur le niveau de corps Ni 2p de la surface (b)
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3.2.5 Caractérisation électrochimique par EIS

Des électrodes en diamant dopé au bore ont été préparées selon la technique de
tabrication détaillée dans le chapitre 2 pour réaliser des mesures dimpédance
électrochimique.

Les caractérisations électrochimiques ont permis dans cette étude de
caractériser et de comparer le recouvrement des LBP immobilisés sur la surface de
diamant selon plusieurs parametres tels que le temps d’'immobilisation, le type de LBP
utilisé, la méthode de greffage (1 ou 2) utilisée, le pH, etc.

La résistante de transfert (Rt) a été déterminée expérimentalement avant et
apres chaque étape de greffage. Les mesures d'impédances sont, dans ce cas d’étude,
analysées en fittant les spectres d'impédance obtenus suivant le modéle correspondant
au circuit équivalent de Randles [5]. La résistance de transfert Rt peut étre corrélée a la
présence d’especes organiques sur la surface de I'électrode. En eftet, la présence de
composés organiques peut réduire I'accessibilité de la surface de I'électrode aux especes
cibles rédox présentes en solution (le couple ferro/ferricyanide dans notre cas), ce qui
va ainsi réduire les possibilités de transfert d’électrons et donc augmenter Rt.

La surface d’'une électrode en diamant hydrogéné sera communément appelée
« H-diamant » et la surface d’une électrode en diamant oxydé sera appelée « Ox-
diamant » pour des raisons pratiques d’écriture. Apres I'étape de greffage de I'acide
aminocaproique puis couplage EDC/NHS ou du NTA-Nj, les OBP et MUP sont
immobilisés pendant 2h sur chaque surface de diamant sauf mention contraire.

3.2.5.a Immobilisation d’OBP sur diamant fonctionnalisé

Dans les conditions expérimentales décrites dans la section 2.3.1, le radical de
I'acide hexanoique grefté a partir de I'acide aminocaproique ne peut étre attaché qu’au
diamant hydrogéné [6]. La surface de diamant oxydé peut donc théoriquement agir
comme un échantillon de contréle ou typiquement aucun greffage ni immobilisation
covalente n’est théoriquement possible.

Ainsi, une surface d’électrode en diamant hydrogéné nu (H-diamant) et une
autre en diamant oxydé (Ox-diamant) sont greftées avec 'acide aminocaproique par la
méthode 1. La Figure 3.8 représente le spectre de Nyquist d’'une électrode en diamant
apres chaque étape de greffage de la méthode 1 avec finalement I'immobilisation du
wtOBPpig pendant 2 heures pour le cas de I'électrode H-Diamant et la Figure 3.9 les
mémes spectres pour I'électrode Ox-diamant. La Figure 3.8 montre bien une évolution

des spectres d'impédance avec une augmentation Rt d’environ 200 Q entre la surface
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de I'électrode en diamant hydrogéné nu et celle greffée avec 'acide aminocaproique
(nommé H-diamant-aca). Par contraste, aucune différence significative de Rt n’est
observée sur la Figure 3.9 illustrant la méme expérience effectuée sur une surface en
diamant oxydé. Ce qui souligne bien le fait que I'acide aminocaproique n’est grefté que
sur la surface hydrogénée.

Ensuite, un essai d'immobilisation d'OBP (wtOBPpig) sur ces 2 surfaces en
diamant, hydrogéné et oxydé, a été effectué apres le couplage EDC/NHS. La Figure
3.8 montre alors une augmentation importante de Rt dans le cas de la surface
hydrogénée ot le greffage de I'acide aminocaproique a bien eu lieu, contrairement a la
surface oxydée ou aucune augmentation significative de Rt n’est observée sur la
surface oxydée. Dans le cas de la surface de diamant hydrogéné, Rt augmente ainsi de

typiquement 78 Q pour le H-diamant et de 896 € pour I'immobilisation de wtOBPpig.
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Figure 3.8 - Spectres d'impédance typiques d’'une électrode de diamant hydrogéné (noir), suivi d’'un
greffage du radical de I'acide aminocaproique (rouge) et suivi du couplage EDC/NHS et de 2h
d’immobilisation de wtOBPpig (bleu)
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Figure 8.9 - Spectres d'impédance typiques d’une électrode de diamant oxydé (noir), suivi d’un essai de
greffage de 'acide aminocaproique (rouge) et suivi d’'un essai d'immobilisation de wtOBPpig (bleu)

Ce premier résultat confirme bien que les OBP ne s'immobilisent que sur des
surfaces hydrogénées greftées ici, au préalable par la méthode 1, et non pas sur les
surfaces oxydées, comme déja observé par les méthodes de caractérisation précédentes.

La méthode 2 a également été caractérisée par spectroscopie dimpédance
(Figure 3.10). Comme précisé dans la section 2.3.2, le greffage du NTA utilise le méme
processus de fonctionnalisation que I" aminocaproique [6]. Le nickel et le NTA forment
un complexe NTA-Ni ayant la capacité de se lier aux groupements histidines. Des
OBP ayant un groupement 6 histidines (m6hisOBPpig et 6hisOBP 1Pd) ont été
immobilisés avec la méthode 2 de greffage sur des électrodes en diamant pendant 2 h.
La localisation des groupes histidines sur les protéines étant contrdlée, nous pouvons
supposer quune fois les OBP immobilisés sur la surface via le groupe 6his,
I'orientation des protéines est elle aussi controlée.

N

Dans le cas de la méthode 2 (Figure 3.10), des résultats tres similaires a ceux
obtenus sur la méthode 1 ont été observés : une augmentation de Rt lors du greffage
du complexe NTA-Ni sur H-diamant ainsi d'une forte augmentation de Rt (passant de
72  a 1630 Q) en immobilisant 'OBP m6hisOBPpig.
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De méme que précédemment, lorsque cette manipulation a été reproduite sur Ox-
diamant, aucune augmentation significative de Rt sur Ox-diamant n’est observable.
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Figure 3.10 - Spectres d'impédance typiques d’une électrode de diamant hydrogéné (noir), suivie d’'un
greffage du complexe NTA-Ni (rouge) et suivie de 2h d’'immobilisation de m6hisOBPpig (bleu)

Pour résumer, les valeurs de Rt de toutes les mesures d’EIS précédentes sont résumées
dans la Figure 3.11 ou I'évolution de la résistance de transfert est indiquée apres
chaque étape de greffage sur surfaces hydrogénées et oxydées en utilisant les méthodes
1 et 2 de greftage.
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Figure 8.11 - Evolution de la résistance de transfert d’électrodes en diamant oxydée (jaune),
hydrogénée (bleu) mesurée apres chaque étape de greftage de la méthode 1 (a gauche) et de la méthode 2

(a droite) et apres immobilisation de m6hisOBPpig et de wtOBPpig.
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La valeur de Rt est plus importante lors de I'immobilisation d'OBP via la
méthode 2 de fonctionnalisation de surface. Ceci nous indique que le greffage NTA-Ni
est plus efficace avec davantage d’'OBP immobilisés.

3.2.5.b Immobilisation de MUP sur diamant fonctionnalisé

Ces mémes expériences, dans les mémes conditions de greftage, ont été répétées pour
I'immobilisation de MUP (rMUP et 6hisMUP20) et montrent encore une fois des
résultats similaires (Figure 3.12). La résistance Rt de la surface diamant
tonctionnalisée par la méthode 1 suivie par 2h d'immobilisation de rMUP (H-diamant-
ha-rMUP) est de 986 Q et celle de la surface diamant fonctionnalisée par la méthode 2
suivie par 2h d’'immobilisation de 6hisMUP20 (H-diamant-NTA-Ni-6hisMUP20) est

de 1434 Q. Ici aussi la méthode 2 semble donner un meilleur rendement de greftage.
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Figure 3.12 - Evolution de la résistance de transfert des 2 électrodes en diamant hydrogéné, mesurée
apres chaque étape de greffage de la méthode 1 et 2 suivies d'immobilisation de rMUP et 6hisMUP20
(au méme temps de greffage t=2 h)

3.2.5.c Cinétique d'immobilisation d’OBP

L’augmentation de Rt lors de I'immobilisation de 'OBP dépend du facteur
temps. Ainsi, en immobilisant m6hisOBPpig sur une surface H-diamant fonctionnalisée
NTA-Ni pendant 3 temps différents (20, 40 et 220 min), on remarque sur la Figure
3.13 que les valeurs de Rt augmentent de fagon importante : 570 €, 1264 €, et 1923 Q,
respectivement.
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Figure 8.18 - Spectre d'impédance d'une surface diamant hydrogéné fonctionnalisée par la méthode 2
(NTA-Ni) apres immobilisation de m6HisOBPpig pendant 20 min, 40 min et 220 min

Pour connaitre la cinétique d'immobilisation des OBP sur la surface H-diamant-
NTA-Ni, un suivi de I'évolution de Rt au cours du temps a donc été effectué en
enregistrant un spectre d'impédance toutes les 2 minutes a partir du début de
I'exposition de I'électrode a 'OBP. La Figure 3.14 montre la cinétique d’'immobilisation
d’OBP, obtenue en mesurant I'évolution de Rt au cours du temps d’une surface diamant
NTA-Ni sous exposition a une solution de m6hisOBPpig concentrée a 1 mg/mL a
pH 8. La cinétique d'immobilisation d’'OBP, obtenue en spectroscopie d’'impédance, est
de type exponentiel. La courbe atteint un plateau a environ 200 minutes (Tgo% =140
min) correspondant a I'état d’équilibre a partir duquel le greftage de nouveaux OBP n’a
plus lieu. Ce résultat sera confirmé par la suite par les caractérisations en vibrométrie
laser lors de I'immobilisation d’OBP sur microlevier en diamant.
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Figure 3.14 - Cinétique d'immobilisation du m6hisOBPpig sur diamant hydrogéné fonctionnalisé
NTA-Ni (méthode 2)
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3.2.5.d Effet de I'imidazole et de ’EDTA sur 'immobilisation d’OBP

Apres immobilisation d’OBP sur la surface en diamant hydrogéné et
fonctionnalisé par la méthode 2, la surface est exposée a de I'imidazole (en solution,
200 mM PBS a pH 7,4 pendant 1 h). Comme précisé dans la section 2.3.2, 'imidazole a
la capacité a se lier compétitivement au Ni a I'encontre des histidines, ce qui a pour
effet d’éliminer la présence d’'OBP attachés au complexe NTA-Ni. La Figure 3.15
montre bien I'importante réduction de Rt aprés I'ajout d’'imidazole sur la surface qui
passe typiquement de 1677  a 394 Q, relatif au décrochage de 'OBP du Nickel. Ceci
renforce bien le fait que les OBP s’attachent bien a la surface de diamant fonctionnalisé
via le complexe de Ni.
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Figure 8.15 - Spectre d'impédance d’'une surface hydrogénée fonctionnalisée par la méthode 2
(N'TA-Ni) apreés immobilisation de m6HisOBPpig (bleu) et apres un traitement de la surface par
imidazole (noir)

Le méme type d'expérience a été réalisé avec de 'EDTA pendant 1 h. Ainsi
aprés immobilisation d’OBP sur la surface hydrogénée et fonctionnalisée par la
méthode 2, la surface est exposée a de 'EDTA en solution et une importante
diminution de Rt est observée. Cela est di au fait que 'EDTA peut chélater le nickel
afin qu'il se détache du NTA. Rt décroit ici typiquement de 1680 Q a 178 Q.

140



3. Caractérisation des greffages chimiques et détection de molécules organiques en milieu liquide

2500
»  H-diamant-NTA-Ni-m6HisOBPpig
H-diamant-NTA-Ni-m6HisOBPpig + EDTA
2000
1500 -
G
E
N 1000 - 10%"'2 0.1 Hz
s Lt s 3 Hz .
500 42 ka s A X T e
O T T T T T T T I '
0 500 1000 1500 2000 2500
Z /Q

re

Figure 3.16 - Spectre d'impédance d’'une surface diamant hydrogénée et fonctionnalisée par
la méthode 2 (NTA-Ni) aprés immobilisation de m6HisOBPpig (bleu) et aprés un traitement de la
surface par EDTA (vert)

3.2.5.e Adsorption non spécifique d’'OBP sur diamant

Apres greffage du complexe NTA-Ni sur surface hydrogénée, on a comparé
I'immobilisation sur cette surface d'un OBP de type « sauvage » (wtOBPpig) ne
contenant pas de groupement histidine dans sa structure avec I'immobilisation du
m6hisOBPpig sur la Figure 3.17. Ces expériences ont été réalisées avec le méme temps
de greffage (t=2h).

Normalement et particulierement dans ce cas, l'absence de groupement
histidine devrait théoriquement prévenir I'immobilisation de ce type d’OBP. On
remarque, tout de méme, une augmentation de Rt (jusqu'a 560 Q) dans le cas de
I'immobilisation du wtOBPpig sur la surface de diamant greftée NTA-Ni,
probablement due a 'adsorption non spécifique. Cette augmentation n’est, certes, pas
aussi importante que celle observée pour I'immobilisation du m6hisOBPpig (1680 €2),
ce qui confirme que I'immobilisation se fait bien majoritairement grace au complexe
NTA-Ni.
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Figure 3.17 - Comparaison de la résistance de transfert d’électrodes en H-diamant fonctionnalisées par
la méthode 2 (NTA-Ni) : aprés immobilisation de m6hisOBPpig et apres adsorption de wtOBPpig

L’augmentation de Rt jusqu’a environ 650 Q dans le cas du wtOBPpig pourrait
s’expliquer aussi par l'adsorption de certains OBP directement sur la surface en
diamant hydrogéné car, comme observé précédemment par imagerie MEB
(Figure.3.1), les OBP semblent avoir une affinité importante avec les surfaces
hydrogénées. Cela est d’autant plus possible que la densité de NTA-Ni greftée est
taible, comme le suggere I'analyse XPS. En déposant des OBP directement sur une

électrode diamant non fonctionnalisée, on remarque que Rt a tendance a augmenter

jusqu’a 500 Q. (Figure 3.18)
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Figure 3.18 - Spectres d'impédance typiques d’une électrode de diamant hydrogéné (noir),
suivie d’une adsorption d’OBP (violet)
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3.2.5.f Effet du pH sur I'immobilisation des OBP

En modifiant le pH de la solution d’OBP, la variation de Rt due a
I'immobilisation des OBP sur diamant fonctionnalisé par la méthode 2 semble varier.
Ces expériences ont été réalisées avec le méme temps de greffage (t=2h).

Comme on peut le voir sur la Figure 3.19, a pH 5, trés peu d'immobilisation
d’OBP se produit sur la surface de diamant avec une Rt d’environ 356 €. Comme
évoqué dans le chapitre 1, & pH inférieur a 6, les résidus histidines des protéines OBP
commenceront a étre réduits et ne pourront plus lier le nickel. C'est pourquoi Rt est,
dans ce cas précis, treés faible comparé aux autres immobilisations réalisées a pH plus
importants. Rt augmente lorsque le pH de la solution d'immobilisation augmente. A
pH 7, Rt est de 1241 Q, a pH 8, Rt est de 1680 Q et a pH 10, Rt est de 2134 Q.11
semble qu'a pH 10, I'immobilisation d’OBP soit plus importante. Au-dessus de pH 10,
le risque de dénaturer la protéine deviendrait certainement important. Cette méme
expérience a été réalisée a pH 12 et comme attendu, les OBP semblent moins
s'immobiliser sur la surface avec une baisse de Rt d’environ 600 Q comparée a celle
mesurée a pH 10.
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Figure 3.19 - Spectre d'impédance d’'une surface hydrogénée fonctionnalisée par la méthode 2 (NTA-Ni)
aprés immobilisation de m6HisOBPpig a pH 5 (noir), a pH 7 (rouge) a pH 8 (bleu) et a pH 10 (rose)
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3.2.5.g Immobilisation des OR sur diamant fonctionnalisé

Dans un autre contexte, nous avons collaboré dans le cadre d’'un échange avec
I'unité NOeMi de 'INRA de Jouy en Josas pour l'utilisation d’OR dans la fabrication
de biocapteurs. Le but ici est de concevoir des détecteurs de composés organiques
grace a des microleviers fonctionnalisés par des OR.

Etant donné que les OR évoluent dans un environnement membranaire
biologiquement différent et plus complexe que celui des OBP et des MUP et qu’il
n’existe a ce jour aucun travail relatant I'immobilisation d’OR sur des transducteurs en
diamant, nous avons voulu confirmer, par spectroscopie dimpédance, qu'une
immobilisation de ces récepteurs sur diamant, en utilisant la méthode 1 et 2 de
fonctionnalisation, était possible.

En utilisant les mémes conditions de greftage de la méthode 1 et 2,
I'immobilisation de 3 OR a été menée : OR M71, OR1740, OR7D4. L'OR M71 est le
seul récepteur taggué 6his, il a donc été greffé grace a la méthode 2 de
tonctionnalisation. Ces 3 OR nous ont été fournis par NOeMi dans le but d’avoir une
étude plus approfondie sur ces trois récepteurs.

En immobilisant les OR dans les conditions recommandées par l'équipe de
I'INRA (pH 7 et 1h d'immobilisation), la résistance de transfert ne dépasse pas 600 €
apres immobilisation. Pour le cas de I'immobilisation des OBP sur surface diamant
fonctionnalisé, on a observé que I'immobilisation dépendait du pH et aussi du temps
d’immobilisation. Ainsi, pour que les OR s'immobilisent de maniére plus conséquente,
le temps d'immobilisation d’OR sur la surface fonctionnalisée a été doublé et passé de
1th a 2h puis a 4 h. La Figure 3.20 illustre les spectres d'impédance obtenus pour
I'immobilisation OR7D4 en fonction du pH et du temps d’immobilisation. En
immobilisant pendant 2h I'OR7D4, une augmentation importante de Rt, est ainsi
remarquée atteignant environ 1500 €. En augmentant a nouveau le temps
d’immobilisation de 2 h, aucun changement significatif ne semble se produire. La
valeur de Rt pour une immobilisation de 'OR7D4 de 4h a pH 7 est toujours d’environ
1500 Q. Il semble que la cinétique d’'immobilisation des OR sur surface diamant
tonctionnalisé est plus longue que celle des OBP.

On remarque aussi qu’en augmentant le pH de la solution d’immobilisation des
OR a pH 10, Rt augmente de maniére conséquente pour atteindre la valeur de 2334 Q
pour une immobilisation de 2h et de 3113  pour une immobilisation de 4 h. En bref,
I'immobilisation des OR7D4 semble augmenter avec I'augmentation du pH et avec le
temps d'immobilisation. Les conditions optimales d'immobilisation semblent étre a pH
10 pendant 4 h. Au-dessus de pH 10, le risque de dénaturer la protéine deviendrait
certainement important.
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Figure 3.20 - (a) Spectres d'impédances typiques d’une électrode de diamant hydrogéné (noir),
suivi d’un greffage de I'acide aminocaproique (rouge) et suivi du couplage EDC/NHS et d’une
immobilisation du récepteur olfactit OR7D4 a pH 7 pendant 1h (bleu), 2h (rose) et 4h (jaune) ; (b) a pH
10 pendant 2h (orange) et 4h (vert) et ¢) Evolutions de la résistance de transfert mesurée en fonction du
pH et du temps d’immobilisation des OR7D4
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Les mémes types d’expériences ont été menés pour les récepteurs OR M71 et
OR1740. Des résultats similaires ont été obtenus, c’est-a-dire une augmentation de Rt
en augmentant le pH et le temps dimmobilisation. Les immobilisations de ces
récepteurs dans les conditions optimales trouvées sont illustrées dans les figures ci-
dessous. La Figure 8.21 illustre (a) 'immobilisation de 'OR 1740 pendant 4 heures a
pH 10 avec I'évolution de Rt qui augmente jusqu’a 1663 € apres immobilisation et (b)
celle de 'OR M71 pendant 4 heures a pH 10 avec I'évolution de Rt qui augmente
jusqu'a 778 Q. En faisant I'hypothése que Rt est proportionnelle a la densité de
greffage et en comparant les immobilisations de ces 3 récepteurs, il apparait que le
récepteur OR7D4 semble s'immobiliser de fagon plus conséquente que les 2 autres
récepteurs. Le récepteur OR M71 semble le moins immobilisé sur la surface malgré
I'utilisation de la méthode de fonctionnalisation 2 utilisée qui semblait apporter une
immobilisation plus importante pour les OBP en comparaison a la méthode 1 employée
ici pour 'OR7D4.
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Figure 3.21 - (a) Spectres d'impédances typiques d’une électrode de diamant hydrogéné (noir), suivi
d’un greffage de 'acide aminocaproique (rouge) et suivi du couplage EDC/NHS et d’une immobilisation
du récepteur olfactif OR1740 a pH 10 pendant 4h (bleu) avec I'évolution de Rt; (b) Spectres
d’'impédances typiques d’une électrode de diamant hydrogéné (noir), suivi d’un greffage du NTA-Ni
(orange) suivi d’'une immobilisation du récepteur olfactift OR M71 a pH 10 pendant 4h (rose) avec
I'évolution de Rt
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3.2.6 Suivi des greffages sur microleviers par vibrométrie laser

Comme nous l'avons vu dans les sections précédentes, plusieurs techniques de
caractérisation de surface ont été employées pour confirmer les greffages chimiques de
méme que l'immobilisation des LBP sur une surface diamant. Ici une technique
originale s’appuyant sur la mesure de la fréquence de résonance d’un microlevier par
vibrométrie laser, comme détaillé dans la section 2.4.1.b, est utilisée afin de corréler les
principaux résultats trouvés dans les sections précédentes. Ce dispositit’ permet de
mesurer les déplacements de fréquence des microleviers par interrogation optique en
réponse a I'immobilisation d’espéces chimiques sur leur surface.

Dans la section 1.2.5.b.ii, nous avons vu que, généralement, la présence
d’especes cibles sur la surface du microlevier contribue a I'augmentation de la masse
effective du microlevier. Elle induit aussi une modification de sa rigidité due a de
possibles interactions moléculaires telles que des répulsions électrostatiques, des
obstructions stériques, les interactions de Van der Walls, etc. Ainsi, en régime
dynamique, les microleviers sont sensibles aux variations de masse et de contraintes de
surface induites par les interactions avec les especes chimiques cibles. Cependant il est
supposé qu’en milieu liquide, les microleviers sont majoritairement sensibles aux
variations de contraintes surfaciques. En effet, la sensibilité a la masse y est largement
réduite du fait de 'amortissement.

3.2.6.a Greffage de ’'acide aminocaproique

Nous avons vu dans la section 1.8.2.g que Bongrain et al. ont réussi a suivre
I'évolution de la fréquence de résonance d’'un microlevier au cours de l'étape de
tonctionnalisation du diamant hydrogénée avec de l'acide aminocaproique (Figure
1.14). Il a été observé, comme attendu, que la cinétique d’augmentation des fréquences
de résonance est liée a la concentration d’acide aminocaproique dans la solution de
greftage. Le fait d’observer une augmentation de fréquence de résonance plutdt qu'une
diminution a confirmé, par ailleurs, que ce déplacement en fréquence est lié a un
changement d’élasticité plutét qu'a une masse induite par I'immobilisation de 'acide
aminocaproique sur la surface du microlevier. Cette méme expérience de greffage
d’acide aminocaproique a été reproduite dans les mémes conditions de greffage, dans
notre cas d’étude, et des résultats strictement similaires ont été observés.

La Figure 3.22 montre I'évolution typique de la fréquence de résonance d'une
poutre avant et aprés la procédure de fonctionnalisation. Les variations de fréquences
sont données par rapport a la fréquence de résonance initiale (lorsque la cellule liquide
est remplie par la solution de tampon phosphate de ringage).
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Les deux étapes de ringage B et B’ correspondent aux fréquences de résonance
apres stabilisation de la fréquence de résonance, la fréquence de I'étape C a été mesurée
apres I'exposition d’'une minute de la poutre a la solution de greffage (solution de 800
UM d’acide aminocaproique dans ce cas présent) et finalement, les deux autres étapes
de ringage D et D’ correspondent a la stabilisation de la réponse de la poutre apres
greftage. Cela permet de controler la stabilité de la ligne de base apres exposition de la
poutre a 'acide aminocaproique et avant d’entamer la prochaine fonctionnalisation de
surface par le couple EDC/NHS.
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Figure 3.22 - Evolution de la fréquence de résonance, par rapport a la fréquence de résonance initiale,
d’'une poutre en diamant a la fin de chaque étape de la procédure de fonctionnalisation : étapes de ringage
B et B’ ; étape C de greffage de I'acide aminocaproique (1 min a 800 pM) et étapes de ringage D et D’
aprés greffage.

Globalement, les mémes résultats observés précédemment par Bongrain et al. ont été
obtenus icl. En comparaison avec les tests obtenus en caractérisation électrochimiques,
I'absence de greffages chimiques par la méthode 1 et 2 sur diamant oxydé a aussi été
prouvée par mesure optique en essayant un greffage sur microlevier oxydé. En effet,
aucun déplacement de fréquence significatif n’a été observé lors de I'exposition d’acide
aminocaproique ou de NTA sur un microlevier en diamant oxydé.

3.2.6.b Couplage EDC/NHS

La Figure 3.23, montre I'évolution de la fréquence de résonance du microlevier
en diamant, préalablement fonctionnalisé par 'acide aminocaproique, lors du couplage
EDC/NHS (30 mM/60 mM) pendant plus de 8 h, lorsque cette expérience est
reproduite 3 fois avec 8 microleviers identiques distincts.
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Figure 3.23 - Evolution de la fréquence de résonance de trois microleviers, préalablement
fonctionnalisés par 'acide amino caproique, lors du couplage EDC/NHS

Nous observons une réponse de la poutre qui se traduit par une diminution de sa
fréquence de résonance durant le couplage EDC/NHS contrairement au phénoméne
observé pour I'immobilisation de I'acide aminocaproique. Le déplacement de fréquence
est d’environ 350 Hz. La cinétique de la réponse est d’environ 60 min avant d’atteindre
un plateau de stabilisation. Cette variation négative de fréquence pourrait étre
expliquée par I'augmentation de masse sur la poutre, mais cette hypothese est peu
probable étant donné que I'on a vu qu’en milieu liquide les changements de fréquence
de résonance étaient trés peu sensibles a la masse. La variation observée est
probablement liée & d’autres phénomenes tels que les effets hydrodynamiques liés a la
torte électronégativité du groupement sulfo-NHS. Ceux-ci peuvent attirer des ions
positifs de la solution a proximité de la surface du microlevier et ainsi accroitre
localement la densité du fluide. On peut émettre également 'autre hypothése qu'avant
le couplage EDC/NHS il y avait de fortes interactions entre les terminaisons COO-
voisins de I'acide aminocaproique greffées sur le diamant hydrogéné, ce qui rendait la
surface du microlevier trés contrainte électrostatiquement. Lors de la modification de
surface grace au couple EDC/NHS, les contraintes de surfaces sont libérées. Les
contraintes sont donc réduites d’oli une baisse de la fréquence de résonance.

149



3. Caractérisation des greffages chimiques et détection de molécules organiques en milieu liquide

3.2.6.c Immobilisation ’OBP

Apreés stabilisation dans une solution tampon, et aprés I'étape EDC/NHS, nous avons
suivi I'évolution de I'immobilisation de 'OBP de porc (solution de wtOBPpig a une
concentration de 1 mg/mL) sur le microlevier fonctionnalisé pendant plus de 3 h.
Cette évolution est représentée sur la Figure 3.24 pour 8 microleviers identiques
distincts. De telles variations de fréquence de résonance au cours de I'immobilisation
de molécules d’OBP sur un microlevier paraissent surprenantes et n’ont jamais, a notre
connaissance, été décrites dans la littérature. L’allure de la courbe d’immobilisation
d’OBP observée montre une relativement bonne reproductibilité sur plusieurs
microleviers fonctionnalisés dans les mémes conditions. Pour chacun, on observe la
méme tendance d’évolution de la fréquence de résonance, avec (i) une augmentation
rapide suivie d'une diminution rapide, (ii) une lente et progressive augmentation, (iii) la
baisse de fréquence jusqu’a un pseudo pallier, puis (iv) le retour progressit'a des valeurs
proches des valeurs initiales jusqu’a un plateau final.
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Figure 3.24 - Evolution de la fréquence de résonance de trois microleviers en diamant, préalablement
fonctionnalisés par I'acide aminocaproique suivi du couplage EDC/NHS,
lors de I'immobilisation de wtOBPpig
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Ce plateau de stabilisation final est atteint aprés environ 160 minutes. On peut
alors supposer que ce temps correspond a I'équilibre a partir duquel le greffage de
I'OBP est terminé. Cette valeur peut étre corrélée a la valeur obtenue en spectroscopie
d’impédance lors du suivi d’'immobilisation sur électrode en diamant fonctionnalisé qui
était d’environ 170 min en moyenne (figure 3.14).

La cinétique de greffage mesurée par impédance semblait suivre une croissance
exponentielle classique. Il est probable que les déplacements en fréquence positifs et
négatifs observés ici par vibrométrie laser, ne soient pas uniquement liés a la cinétique
de greffage mais slirement a des changements de régimes d’'interactions tels que des
contraintes électrostatiques, ou des eftets stériques dus aux encombrements des OBP
déposés sur la surface.

En reprenant les étapes de la figure 3.24, nous observons une évolution
complexe, et notamment bien plus irréguliere que dans le cas du greffage de I'acide
aminocaproique. Nous devons considérer le fait que I'acide aminocaproique est une
molécule relativement simple par rapport a I'OBP. Aussi, les interactions
intermoléculaires possibles qui intervenaient sur 'acide aminocaproique avaient-elles
été probablement bien identifiées. En revanche, dans le cas de 'OBP, qui est une
molécule plus grande et plus complexe, d’autres parametres peuvent intervenir et
potentiellement induire ces changements de tendances de variation dans la fréquence
de résonance. Le premier facteur pouvant intervenir au cours de I'immobilisation de
I'OBP est la masse ajoutée en cas de déplacement en fréquence négatif. Cependant,
nous avons vu que méme si les OBP ont des masses molaires assez élevées, cet effet est
probablement négligeable en liquide en raison du fort amortissement dans le liquide.
Les autres effets possibles sont alors des variations de contraintes de surface dues a
I'encombrement stérique des OBPs, ou a un changement de conformation éventuel des
protéines durant le greftage. Les effets hydrodynamiques (interactions avec les ions en
solutions) sont aussi possibles. Tous ces phénomenes évoluent de facon cumulée au
cours du temps et rendent l'allure de la courbe de fréquence de résonance de
I'immobilisation d’OBP complexe a interpréter.

Nous avions vu dans le chapitre 1 dans le cas du greffage de l'acide
aminocaproique, qu'une augmentation de densité de charges a la surface des poutres
contribuait a augmenter la fréquence de résonance des microleviers. Ceci avait été
associé aux contraintes électrostatiques liées au groupement acide. L’augmentation
initiale brutale de la fréquence de résonance observée ici, dans le cas de
I'immobilisation d’OBP, pourrait donc étre en partie liée a I'augmentation de la densité
de charges due a la présence des molécules d’OBP. Cette hypothése semble peu
plausible étant donné la nature des OBP et l'absence de groupements ioniques
réguliers.
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De plus, la vitesse de montée (i) étant particulierement rapide, cela suggere
plutét un changement physique rapide de la solution, probablement a associer a la
variation des propriétés physiques de la solution d'immobilisation et notamment de sa
viscosité.

La deuxiéme phase montante (ii) peut, elle, étre associée au greffage de 'OBP.
Lorsque la couche d’OBP immobilisés devient trop compacte, 'élasticité de la poutre
peut étre modifiée de maniéere significative, ce qui explique la décroissance (iii) de la
fréquence de résonance observée a partir d’'une certaine densité de greffage critique.
Comme évoqué précédemment le plateau (iv) correspond certainement a une saturation
de la surface. Le Tableau 3.1 résume les valeurs de variation de fréquence de résonance
observée dans le cas d’étude de la méthode de greffage 1.

Tableau 3.1 - Résumé des variations de fréquence de résonance mesurées au cours de la méthode de
greffage 1 (les moyennes sont établies a partir des valeurs mesurées sur 5 poutres)

Suivi en temps réel
Af (Hz) tEcarttype (Hz) | Durée de stabilisation (min) * Ecart type (min)
Greffage acide aminocaproique +20 6 8 1
Couplage EDC/NHS - 350 +52 60 7
Immobilisation OBP *! +10 +29 150 16
(Y)prisat=150 min

3.2.6.d Immobilisation d’OBP a différentes concentrations

Nous avons discuté ci-dessus des différents facteurs qui pourraient expliquer les
variations de fréquences observées par vibrométrie laser lors de I'immobilisation des
OBP. Les effets sont a associer aux propriétés physiques de la solution, mais aussi aux
différents régimes d'interactions qui peuvent exister entre les OBP et la surface du
microlevier fonctionnalisé. Dans I'hypothése ou le changement de sens de variation de
tréquence de résonance observé au cours du greffage est bien lié a un changement de
régimes d’interactions entre les OBP et la surface, il devient intéressant d’étudier la
réponse des poutres au greffage des OBPs lorsque les concentrations d’OBP varient.
La Figure 3.25 compare ainsi la réponse pour 3 concentrations: la concentration
initiale (1 mg/mL), une concentration de 0,5 mg/mL soit une solution d'OBP deux fois
moins concentrée, et une concentration de 0,1 mg/mL soit une solution dix fois moins
concentrée.
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Figure 3.25 - Evolution de la fréquence de résonance de trois microleviers en diamant, préalablement
fonctionnalisé par I'acide amino caproique suivi du couplage EDC/NHS, lors de I'immobilisation de
wtOBPpig & une concentration de 1 mg/mL (noir), a une concentration de 0,5 mg/mL (rouge) et & une
concentration de 0,1 mg/mL (bleu)

De méme, en diluant davantage la solution de wtOBPpig jusqu’a 50 fois par rapport a
la concentration de départ, soit une valeur de 0,02 mg/mL, nous avons tracé sur la
Figure 3.26 la cinétique d'immobilisation d’OBP sur microlevier.

40
35
30 1
25 ]

20

Déplacement en fréquence de résonance (Hz)

0 T T T T T T T T
0 2 4 6 8 10
Temps (min)

Figure 3.26 - Evolution de la fréquence de résonance de trois microleviers en diamant, préalablement
fonctionnalisés par I'acide amino caproique suivi du couplage EDC/NHS, lors de I'immobilisation de
wtOBPpig a une concentration de 0,02 mg/mL
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On remarque dans ce dernier essai que la tendance de la courbe est bien
différente de celle observée précédemment et se rapproche plus d'une croissance
exponentielle classique, avec une croissance monotone de la fréquence de résonance
d’une trentaine de Hz avec une cinétique d’immobilisation d’environ 8 min. On peut
alors supposer ici que les molécules d’OBP immobilisés a la surface sont trop éloignées
pour interagir entre elles, et que les interactions prédominantes sont celles des OBP
avec les ions en solution.

3.3 Détections de composés chimiques en milieu liquide

3.3.1 Détection de 'IBMP, du 2,4-DNT et du 4-NT
3.3.1.a Performances des capteurs

L’évolution du déplacement en fréquence de résonance a aussi été utilisée pour
suivre la détection de composés organiques chimiques sur des microleviers
tonctionnalisés LBP par les méthodes 1 ou 2.

Afin de se rapprocher des besoins du projet SNIFFER et de la détection
d’explosifs, nous avons étudié des molécules cibles proches de composés explosifs et
notamment le 2,4-DNT et le 4-Nitrotolueéne (4-N'T). En particulier, le 2,4-DNT est un
analogue de structure proche de celle du trinitrotoluéne (TNT).

En paralléle, le 2-isobutyl-3-méthoxypyrazine (IBMP) a aussi été utilisé car il
s’agit d’un des principaux ligands utilisés dans la littérature pour caractériser des OBP.
En effet, cette molécule odorante est souvent considérée comme une référence de
détection comme évoqué dans les chapitres 1 et 2.

La détection de 'IBMP, du 2,4-DNT et du 4-NT ont été réalisées avec des
microleviers en diamant fonctionnalisés dans un premier temps par des OBP, puis dans
un second temps par des MUP.

La Figure 3.27 montre la réponse caractéristique a une exposition de 1,2 mM
d’IBMP pour 2 capteurs fonctionnalisés avec aca-m6hisOBPpig par la méthode 1 et
par N'TA-Ni-m6hisOBPpig par la méthode 2. Les réponses semblent suivre ici une
croissance exponentielle avec un plateau atteint dans ce cas au bout de typiquement
10 min. Diftérentes expositions aux différents composés cibles a des concentrations
différentes, dans la gamme 60 uM a 1,32 mM, ont ensuite été testées sur ces
microleviers fonctionnalisés par wtOBPpig ou m6hisOBPpig..
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Figure 3.27 - Courbes typiques de détection de 'IBMP a une concentration spécifique de 1,2 mM de
deux microleviers de type aca-m6hisOBPpig et NTA-Ni-m6hisOBPpig

Les courbes de calibration pour diftérentes concentrations d’'IBMP, du 2,4-
DNT, 4-NT pour des microleviers de type aca-m6hisOBPpig et NTA-Ni-
m6hisOBPpig, en prenant pour valeurs les valeurs de fréquences mesurées au plateau,
sont respectivement illustrées dans la Figure 3.28, la Figure 3.29 et la Figure 3.30.
Chaque déplacement en fréquence illustré dans ces figures est la moyenne des valeurs
obtenues pour les déplacements en fréquence de 5 microleviers diftérents
fonctionnalisés dans les mémes conditions et exposés aux mémes gammes de
concentrations en composés a détecter.

Le Tableau 8.1 résume pour chaque capteur les valeurs de sensibilité
correspondant a la pente des droites de calibration, ainsi que les vitesses de détection
représentées ici par les constantes de temps données a différentes concentrations. Le
RSD (relative standard deviation) est défini comme étant la valeur absolue de I'écart
type (également nommé écart type relatit) et est souvent exprimé en pourcentage.
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Figure 8.28 - Courbes de calibration de détection pour différentes concentrations d'IBMP
pour des microleviers sur lesquels sont immobilisées des OBP de type aca-m6hisOBPpig
et NTA-Ni-m6hisOBPpig
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Figure 3.29 - Courbes de calibration de détection pour différentes concentrations du 2,4-DNT
pour des microleviers sur lesquels sont immobilisées des OBP de type aca-m6hisOBPpig
et NTA-Ni-m6hisOBPpig
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Figure 3.30 - Courbes de calibration de détection pour diftérentes concentrations du 4-NT
pour des microleviers sur lesquels sont immobilisées des OBP de type aca-m6hisOBPpig
et NTA-Ni-m6hisOBPpig

Tableau 3.2 - Comparaison de la sensibilité s et de la constante de temps t pour des détections de
I'IBMP et du 2,4-DNT pour des microleviers de type aca-m6hisOBPpig et NTA-Ni-m6hisOBPpig

IBMP | 2,4-DNT
Méthode de greffage
NTA-Ni-m6hisOBPpig aca-m6hisOBPpig NTA-Ni-m6hisOBPpig aca-m6hisOBPpig

Sensibilité s (*10°%) 4,16 3,41 3,27 2,66

RSD % RSD % RSD % RSD %
t(min) a[1,2 mM] 1,54 + 0,1 6,5 2,23 £0,7 31,39 2,71+0,3 11,67 3,42+1,5 43,86
t(min) a[0,6 mM] 4,22 +0,2 4,74 559 +£1,0 17,89 7,72 £0,3 3,89 11,22 £3,1 27,63
t(min) a[0,3 mM] 10,87+0,5 4,6 11,09+1,3 11,72 12,38 £0,7 5,65 15,05 £3,4 22,59

Comme expliqué dans le chapitre 1, I'adsorption des molécules sur la surface
d’un microlevier en milieu gaz conduit généralement a une augmentation de la masse
effective, ce qui se traduit généralement par une diminution de la fréquence de
résonance. Cependant, nous avons vu qu’en milieu liquide, la sensibilité a la masse est
réduite due aux effets d’amortissement. Dans ce cas, la fréquence de résonance peut
alors étre influencée par les interactions hydrodynamiques et/ou par des variations de
contraintes de surface.
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Etant donné que les molécules odorantes, dans notre cas d’étude, ne sont pas
impliquées dans des transferts de charge avec 'OBP, on suppose alors que la charge de
la surface greftée du microlevier ne sera pas suffisamment affectée lors de la présence
de composés organiques a détecter. La réponse des capteurs NTA-Ni-m6hisOBPpig et
aca-m6hisOBPpig aux composés étant positive, nous pouvons alors supposer que la
réponse de détection provient, probablement et principalement, de variation des
contraintes de surface.

On peut noter qu'une réponse positive pourrait étre liée a une perte de masse attribuée
a un détachement des OBPs lors des changements de conformation. Cette hypothese
semble peu probable étant donné que les réponses sont complétement réversibles et
cela méme apres plusieurs cycles de détection/dissociation. De plus, les images
obtenues en fluorescence montrent que, méme apres plusieurs étapes de détection, la
présence d'OBP a la surface du microlevier restait confirmée.

La réponse des microleviers peut étre principalement due a des variations de stress de
surface provoqués par des changements de conformation des protéines lors de la
liaison avec les ligands. Méme si ces changements de conformation sont connus pour
étre assez faibles chez I'OBP de porc, une sensibilité significative a été observée ainsi
qu’une relation linéaire entre la concentration des ligands et les variations de fréquence
de résonance. Il a été montré, dans la littérature, que la liaison avec une molécule
odorante pouvait induire un changement de conformation dans la cavité de 'OBP. Ces
changements de conformation et de structures peuvent modifier les propriétés
spectrales des protéines. Ils sont généralement étudiés par spectroscopie UV ou FTIR
(infra-rouge a transformée de Fourier). Ces changements de conformation dépendent
du type d'OBP et de type de la molécule odorante ainsi que la conformation du ligand a
I'intérieur de la cavité de 'OBP [7]. Les structures cristallographiques des OBP de
porc complexées a des molécules odorantes ont, d’ailleurs, montré que différents types
de molécules pouvaient interagir dans leur cavité avec des conformations alternatives.
Ceci confirme bien que les OBP de porc peuvent se lier a de nombreuses molécules
appartenant a différentes classes chimiques. Ces changements de conformation et les
variations de contraintes de surface qui en résultent, peuvent ainsi, au moins
partiellement, expliquer la réponse des microleviers. Le fait que 'OBP de porc peut se
lier a plusieurs molécules justifie stirement les différences relativement faibles entre les
sensibilités des composés IBMP et 2,4-DN'T.

Le déplacement en fréquence le plus important observé a été de 300 Hz pour le cas
d'un capteur NTA-Ni-m6hisOBPpig lors d’une exposition d'IBMP a une concentration
proche de 1,32 mM. L’évolution de la fréquence de résonance en milieu liquide est
décrite par I'équation 1.11 détaillées dans la section 1.2.5.b.ii. La variation d’élasticité
obtenue dans ces conditions et calculée a partir de l'équation 1.13 est d’environ
1,7 N.m 1,
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Etant donné que le coefficient d’élasticité effectif’ est important, approximativement
k=100, cela correspond alors a une variation d’élasticité d’environ 1,7%.

Cette variation reste, cependant, faible en comparaison a la sensibilité de
microleviers en diamant greftés avec des groupements acide carboxyliques qui
présentaient un Ak important a hauteur de 6% lors de la déprotonation de I'acide a la
surface du microlevier [2]. Ceci semble confirmer, donc, que de faibles changements de
conformation des OBP peuvent avoir lieu a la surface. Par exemple, la sensibilité
correspondante de 'IBMP a travers les variations d’élasticité est de 0,163 Hz.mN-'.m
pour le capteur NTA-Ni-m6hisOBPpig et de 0,161 Hz.mN-'.m pour le capteur aca-Ni-
m6hisOBPpig. Cette sensibilité est tres faible lorsqu’elle est comparée a la réponse de
sensibilité des capteurs en diamants face a de 'ADN (hybridation de 32 bases) [8]. Dans
ce dernier cas, la sensibilité est importante a cause des effets stériques importants dus a
I'augmentation de la densité des brins d’ADN et de la charge sur la surface. Cependant,
la sensibilité des microleviers en diamant est suffisamment conséquente pour nous
permettre de suivre le ligand se lier aux OBP dans 'ordre du uM.

Comme observé dans le tableau ci-dessus, les capteurs (tous confondus) ont une

sensibilité plus grande et un temps de réponse plus rapide pour I'IBMP comparé au
2,4-DNT. Cela peut étre corrélé avec le fait que 'OBP de porc a une constante
d’affinité tres forte pour ce composé [9, 10, 11] (Ka=4,6 M-!) comme précisé dans le
chapitre 2. Cet OBP présente 1 Ka de 1,1 pour le 2,4-DN'T, cela explique probablement
pourquoi la sensibilité a ce composé est faible que celle a 'IBMP.
La sensibilité des capteurs au 2,4-DNT reste tout de méme importante, ce qui confirme
que les OBP de porc sont sensibles aux composés aromatiques comme décrit dans la
littérature [11]. Cet OBP a une Ka de 1,6 M-! pour le 4-NT, supérieure a celle trouvée
pour le 2,4-DNT. Or dans notre cas, la sensibilité au 4-NT semble plus faible alors que
I'on s’attendrait a avoir une plus forte sensibilité étant donné la constante d’aftinité
plus importante pour le 4-NT. La cinétique de réponse semble plus lente aussi dans le
cas du 4-NT. Dans tous les cas de détection, nous pouvons souligner que les
sensibilités restent assez proches, ce qui peut étre justifié par le fait que 'OBP de porc
est connu pour sa capacité a se lier a un large panel de composés organiques (non-
spécificité).

Comme observé aussi dans le Tableau 3.2, dans cette étude, tous les capteurs
tonctionnalisés avec la méthode 2, NTA-Ni-m6hisOBPpig, sont significativement plus
sensibles que les capteurs fonctionnalisés avec la méthode 1, aca-m6hisOBPpig a tous
les composés a détecter. Ils sont typiquement 20% plus sensibles. Ceci pourrait étre
expliqué par un meilleur accés aux sites actifs de la protéine pour les molécules
odorantes car, comme évoqué dans le chapitre 1 et 2, le tag 6his est situé a I'opposé de
la cage réceptrice d’odeurs de 'OBP.
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On suppose donc que la méthode 2 de fonctionnalisation (N'TA-Ni) permet une
immobilisation orientée des OBP avec la cage plus ouverte vers 'extérieur et donc plus
disponible a capturer les molécules organiques. Une autre explication de cette
sensibilité plus importante peut étre liée au fait que I'immobilisation de protéines est
plus importante en utilisant la méthode 2 comme cela a pu étre observé par les
caractérisations électrochimiques (Figure 3.11) avec une augmentation plus importante
de Rt dans le cas d'immobilisation d’'OBP taggué 6his. Un greffage N'TA-Ni plus
conséquent sur la surface, comparé au greftage de I'acide aminocaproique, permet aussi
une immobilisation d’OBP plus importante. Ainsi, la présence plus importante d’OBP
sur le microlevier permet, comme nous pouvons l'estimer, une détection plus
importante de composés organiques.

Les capteurs fonctionnalisés avec la méthode 2 se sont avérés généralement
plus reproductibles que ceux fonctionnalisés avec la méthode 1. En effet, ce phénoméene
est facilement observable avec les écarts type plus faibles pour les capteurs de type
NTA-Ni-m6hisOBPpig par exemple. Cette meilleure reproductibilité pourrait étre
expliquée par le fait qu'avec la méthode 1, les OBP s'immobilisent de fagon aléatoire
sur la surface, et que les nombres de sites actifs accessibles varient aléatoirement d’un
capteur a l'autre, étant donné que la densité de greffage d’OBP est variable dans ce cas.
Ceci peut produire un écart significatit dans les réponses de détection et les écarts type
associés. A contrario, les capteurs NTA-Ni-m6hisOBPpig oftrent une orientation plus
controlée pour tous les OBP en surface et oftfrent le méme nombre de sites actif de
liaison lors de chaque greftage, ce qui conduit a des réponses de détection plus
reproductibles en apportant a priori une densité d'immobilisation d’OBP constante
d'un capteur a l'autre. Une autre hypothese, bien sir, serait que le greftage par la
méthode 1 est moins reproductible en termes de rendement de greffage des LBP.

3.3.1.b Comparaison entre différents OBP et MUP

Plusieurs OBP et MUP ont été étudiés en termes de sensibilité aux composés
IBMP et 2,4-DN'T et aussi en termes de vitesse de détection. Les expériences ont été
menées dans les mémes conditions c’est-a-dire avec les mémes concentrations et temps
de greffage (méthode 1 ou 2, t=2 h), avec les mémes concentrations d’'LBP (1 mg/mL)
et dans les mémes gammes de concentrations pour la détections de ces 2 composés
(entre 60 uM et 1,32 mM).

La Figure 3.31 résume les différentes sensibilités des OBP et des MUP envers
I'IBMP et la Figure 3.33 envers le 2,4-DNT. La Figure 3.32 résume les différentes
constantes de temps des OBP et des MUP envers I'IBMP et la Figure 3.34 envers le
2,4-DNT.
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Figure 8.31 - Comparaison de la sensibilité s pour une détection de 'IBMP pour des microleviers avec
différents types d’OBP et de MUP
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Figure 3.32 - Comparaison de la vitesse de détection grice a la constante de temps T pour une détection
de I'IBMP pour des microleviers avec différents types d'OBP et de MUP
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Figure 8.33 - Comparaison de la sensibilité s pour une détection du 2,4-DNT pour des microleviers
avec diftérents types d'OBP et de MUP
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Figure 8.34 - Comparaison de la vitesse de détection gréce a la constante de temps T pour une détection
du 2,4-DNT pour des microleviers avec différents types d’'OBP et de MUP
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On remarque que, globalement la sensibilité est relativement proche selon
I'OBP utilisé, ce qui confirme la non-sélectivité des protéines olfactives de type LBP.
Les fonctionnalités m6hisOBPpig, 6hisOBP1Pd et 6hisMUP20 semblent étre les LBP
les plus sensibles a 'IBMP et au 2,4-DNT et les plus rapides a détecter. L’OBP
6hisAmel14 et le MUP rMUP semblent les moins performants en termes de sensibilité
et de temps de réponse. Ces résultats peuvent étre corrélés a ceux observés par 1'équipe
de Tuniversité de Manchester et celle de Padova qui ont étudié les constantes
d’association et de dissociation de ces LBP envers les composés explosifs et dérivés
d’explosifs tels que le 2,4-DNT par exemple. Certains des résultats observés dans
notre étude semblent confirmer les affinités trouvées dans les études précédentes.
L’OBP de porc mutant, m6hisOBPpig, a une constante d’aftinité Ka d’environ 1,4 M-!
envers le 2,4-DNT et pour 'OBP sauvage wt6hisOBPpig, Ka=0,4 M-'. Selon nos
résultats, 'OBP me6hisOBPpig semble étre plus spécifique au 2,4-DNT. Comme
attendu, il est bien 'OBP le plus sensible au 2,4-DNT, avec une vitesse de détection la
plus rapide du panel d’'OBP. Le 6hisMUP20 (Ka=0,7 M-!) est aussi tres sensible a ce
composé, en comparaison a la forme sauvage de rMUP (Ka=0,5 M-!). Cet aspect a bien
été souligné dans les études d’affinité effectuées par I'université de Padova. On peut
aussi souligner le fait que 'OBP d’abeille Amel OBP 14 (Ka=0,2 M-') possede peu
d’aftinité avec le DNT, ce qui a été mis en évidence a de nombreuses reprises dans le
chapitre 2. D’aprés les résultats de 1'équipe de Manchester, nous aurions di nous
attendre a une meilleure sensibilité pour 'OBP de moustique Agam4 (Ka=1,0 M)
envers le 2,4-DNT. Il est possible quen utilisant la méthode 1 de greffage, la
sensibilité de cet OBP soit moindre que celle attendue. Nous aurions, aussi, di nous
attendre a une sensibilité plus faible pour 'OBP de guépe 6hisOBP1Pd (Ka=0,3 M)
envers le 2,4-DNT. Des études, menées par I'université de Manchester, ont montré
que la constante d’association du m6hisOBPpig envers 'IBMP est d’environ 4,6 M- et
que la Ka du P.domin OBP est de 0,25 M-'.

3.3.1.c Stabilité des capteurs au cours du temps

Une étude non exhaustive de la stabilit¢é des OBP et des MUP a aussi été
menée. Des expériences de détection ont été réalisées avec un méme microlevier
tfonctionnalisé, 2 mois aprés une premiere mesure de détection avec peu de changement
significatif au niveau de la sensibilité du capteur. L'exemple du capteur NTA-Ni-
m6hisOBPpig est illustré sur la Figure 3.35. La détection de T'IBMP a une
concentration de 1,2 mM par ce méme capteur 2 mois apres 'immobilisation d’'OBP a
montré une diminution des déplacements en fréquence de plus 10% par rapport a la
réponse du méme capteur fraichement préparé. Dans le cas du capteur N'TA-Ni-
6hisMUP20 exploité 2 mois plus tard pour une détection de I'IBMP a une
concentration spécifique de 1,2 mM, une diminution des déplacements en fréquence de
moins de 5% est observée, ce qui peut laisser suggérer que ce type de capteurs est plus
stable au cours du temps (Figure 3.36).
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Ce phénomeéne peut étre lié au fait que les MUP sont des protéines plus stables
dans la nature et dans l'air étant donné qu’elles sont présentes majoritairement dans
les urines et permettent par exemple le marquage d'un territoire par une espece
animale pendant un temps relativement long dans I'air ambiant.
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Figure 3.35 - Courbes de détection de 'IBMP a une concentration spécifique de 1,2 mM d’'un
microlevier de type NTA-Ni-m6hisOBPpig 2 mois aprés I'immobilisation d’'OBP
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Figure 3.36 - Comparaison de la variation relative de fréquence de résonance entre la poutre initiale
NTA-Ni-6hisMUP20 et cette méme poutre lors d’'une mesure de détection de 'IBMP a une
concentration spécifique de 1,2 mM, 2 mois apres I'immobilisation du MUP
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3.3.1.d Phénomeéne de dissociation

Apres ces étapes de détection, un microlevier NTA-Ni-m6hisOBPpig est placé
dans la cellule en milieu liquide et rincé vigoureusement avec une solution tampon a
pH 8 durant plusieurs minutes. Une diminution de la fréquence de résonance est alors
observable, illustrant la dissociation des molécules odorantes et des OBP. Cela
confirme bien que les OBP se lient avec les ligands de maniere réversible car les OBP
relarguent les odeurs apreés un certain moment. La dissociation de I'IBMP des
m6hisOBPpig a été examinée sous 2 conditions diftérentes : la “dilution infinie” [12, 13,
14] soit une dilution d’un facteur 50, et la 2¢m¢ condition en présence d’exces de ligand.
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37 - Courbes de dissocation de 'IBMP en utilisant 2 conditions de dilution différentes pour
un capteur mehisOBPpig

_e déplacement de fréquence a alors été mesuré (la dilution commence a
t=100 min) visible sur la Figure 3.37. En utilisant la condition d'une dilution infinie,
on observe une diminution de la fréquence de résonance mais celle-ci reste faible a
moins de 20% de signal perdu aprés 1h et moins de 35% du signal en moins apres 6h.
Elle est modérée et lente, comparée a la dilution en présence d’exces de ligand.
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Selon Delean et al., il a été prouvé que la dissociation de ligand était bien plus
rapide en présence d’exces de ligand, car le relargage en présence de compétiteurs est
plus rapide. Dans cette étude, nous trouvons une constante temps, liée a la dissociation
infinie d’environ 223 min, alors qu’elle nest que de 15 min pour une dilution en
présence d’exces de ligand. Selon Weiland et al., apres le début de la dissociation, si
I'expérience est effectuée de fagon correcte et pendant un temps suffisamment
longtemps, toute liaison entre le ligand et OBP est censée étre atténuée puis
disparaitre. Ce qui confirme le comportement « normal » de 'OBP et le fait que celui-ci
soit bien opérationnel lorsqu’il est immobilisé sur le microlevier en diamant. En effet,
un OBP doit étre capable de capturer une molécule odorante a un instant précis puis de
la relarguer aprés un certain temps pour pouvoir étre a nouveau capable de piéger
d’autres molécules odorantes environnantes et ainsi de suite.

3.3.2 Détection de composés organiques grace aux microleviers
fonctionnalisés avec des OR

Aprés avoir optimisé I'immobilisation des récepteurs olfactifs sur surface
diamant par spectroscopie d’'impédance, la détection de certains composés organiques a
aussi été réalisée avec les OR immobilisés sur des microleviers préalablement
tonctionnalisés avec la méthode 1 ou 2. Ici, on a suivi I'évolution des fréquences de
résonance lors d’exposition a différentes concentrations des composés suivants :
acétophénone, 2-octanone, hélional et androsténone pour des capteurs NTA-Ni-
ORM71, aca-OR7D4 et aca-OR1740. Ces composés spécifiques ont été choisis suivant
les conseils de nos partenaires de 'équipe NOeMi (INRA) car ils sont connus pour étre
de bons controéles positifs et négatifs pour ces récepteurs olfactifs. En effet, d’apres
plusieurs publications précédentes de leurs travaux et de résultats observés en SPR, on
peut souligner le fait que 'OR M71 se lie fortement a I'acétophénone et que le controle
négatif de 'OR M71 est le 2-octanone [15]. L'OR1740 se lie fortement a I'hélional. Le
cmyc OR7D4 se lie fortement a I'androsténone et treés peu a I'hélional. La Figure 3.38
illustre les courbes typiques de détection de I'acétophénone et du 2-octanone a une
concentration spécifique de 10 pM pour deux microleviers de type NTA-Ni-ORM71.
On observe une importante diftérence dans le déplacement en fréquence, qui est
environ 6 fois plus grand dans le cas de détection de I'acétophénone comparé au 2-
octanone.
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Figure 3.38 - Courbes typiques de détection de I'acétophénone et du 2-octanone a une concentration
spécifique de 10 uM de deux microleviers de type NTA-Ni-ORM71

L’expérience a été renouvelée pour une concentration de 1 pM en
acétophénone et en 2-octanone. La Figure 3.39 résume les déplacements en fréquence
des microleviers NTA-Ni-ORM71 lors d'une exposition d’acétophénone et de 2-
octanone a 10 uM et 1 uM. La détection du 2-octanone a 1 puM est trés faible
puisqu’elle est seulement de 5 Hz au-dessus du bruit, alors que le niveau de bruit ici est
estimé a environ 7 Hz.
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Figure 3.39 - Déplacement en fréquence d'un capteur NTA-Ni-ORM?71 lors d’une 'exposition
d’acétophénone et de 2-octanone a 10 uM et a 1 pM
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Nous pouvons souligner que le récepteur ORM71 semble spécifique a
I'acétophénone, avec beaucoup moins d’affinité avec le 2—octanone, ce qui confirme les
observations passées pour ce récepteur olfactif [15]. Pour vérifier que la spécificité du
capteur NTA-Ni-ORM?71 envers le composé acétophénone provient bien de TORM71
immobilisé sur le capteur en diamant, nous avons comparé, comme illustré sur la
Figure 3.40, les déplacements en fréquence des capteurs NTA-Ni-ORM71 et des

capteurs N'TA-Ni sans aucun ORM71 immobilisé a la surface, lors d’expositions a
I'acétophénone et au 2-octanone a une concentration de 1 uM.
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Figure 3.40 - Comparaison des déplacements en fréquence d’'un capteur NTA-Ni-ORM71 et d’un
capteur NTA-Ni (sans ORM?71) lors d'une I'exposition d’acétophénone et de 2-octanone a 1 uM

On observe bien que la spécificité envers le composé acétophénone est bien due
a la présence du récepteur olfactif ORM?71 car lorsqu’il n’est pas présent la variation de
fréquence est moindre. L'immobilisation d’ORM71 sur la surface du microlevier
semble, par ailleurs, limiter la détection du 2-octanone. En eftet, lorsque TORM71
n’est pas immobilisé, le déplacement de fréquence est alors multiplié par 3. L'ORMT1,
ce qui semble, donc, inhiber sa détection. L’explication de cette inhibition reste
toujours a trouver. Le 2-octanone peut servir de controle négatif pour TORM71 étant
donné le fait qu'il ne répond pas favorablement a une détection du 2-octanone. Il est
possible que les composés (acétophénone et 2-octanone) aient tendance a s’adsorber sur
une surface NTA-Ni en 'absence de ORM71 de fagon probablement non-spécifique.
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La Figure 3.41 montre la détection de I'androsténone et de I'hélional a 10 uM et
1 uM avec un capteur aca-OR7D4. I OR7D4 semble plus sensible ici a I'androsténone
qu’a I'hélional. Ce résultat confirme la grande affinité de 'OR7D4 pour 'androsténone
comme relevé dans la littérature [15].

Globalement ces expériences semblent démontrer que les OR greftés sont
tonctionnels lorsque greftés sur les transducteurs diamant.
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Figure 3.41 - Déplacement en fréquence d'un capteur aca-OR7D4 lors d’une I'exposition
d’androsténone et d’hélional a 10 et 1 pM
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3.4 Conclusion

Nous avons vu dans ce chapitre, deux différentes méthodes de greftage pour
immobiliser les LBP sur des surfaces de microleviers en diamant. La méthode 1
résultant d’'une Iimmobilisation non orientée, a linverse de la méthode 2.
L’'immobilisation des protéines sur diamant hydrogéné et fonctionnalisé a été validée
par diverses techniques de caractérisations telles que I'imagerie MEB, 'AFM, I'XPS la
spectroscopie de fluorescence et la spectroscopie électrochimique d’impédance. En
comparant les 2 méthodes de greftage, il s’est avéré que la méthode 2 (NTA-Ni)
permettait une immobilisation de protéine sur surface diamant plus reproductible. De
plus, il semble que la densité de LBP grettée soit plus importante dans ce cas.

169



3. Caractérisation des greffages chimiques et détection de molécules organiques en milieu liquide

Cette 2°me technique de greffage a permis d’obtenir des capteurs plus sensibles
aux composés IBMP, 2,4-DNT et 4-N'T en milieu liquide, que lors de l'utilisation de la
méthode 1. Les résultats obtenus, par vibrométrie laser, suggerent que l'orientation
des protéines sur la surface grace au greffage via le tag 6his a un effet significatif sur la
sensibilité des capteurs. En effet, le site actif de la molécule cage (OBP) est ouvert vers
I'extérieur et par conséquent, nous pouvons supposer que plus de molécules odorantes
sont a méme de se lier a ces récepteurs. Les capteurs NTA-Ni-m6hisOBPpig ont
généralement une vitesse de détection plus rapide que ceux fonctionnalisés avec la
méthode 1, ce qui vient a confirmer que le site actif des protéines est probablement

plus accessible dans ce cas de greffage.

Une comparaison entre certains OBP et MUP a été aussi effectuée en termes de
sensibilité envers les différents composés cibles. Le m6hisOBPpig et le m6hisMUP20
se sont avérés étre les protéines les plus sensibles au 2,4-DNT, ce qui semble confirmer
les résultats observés par 'équipe de I'Université de Manchester et celle de Padova qui
ont largement étudié les constantes d’association de ces LBP envers les composés
dérivés du TNT.

En travaillant avec les récepteurs olfactifs, nous avons remarqué, en ce qui
concerne leur immobilisation sur diamant fonctionnalisé, qu’ils étaient plus sensibles
au pH et au temps de greffage. Ainsi, nous avons pu observer que 4h d’immobilisation
d’'OR a pH élevé (pH=10) sur électrode diamant étaient nécessaires pour obtenir une
augmentation significative de la résistance de transfert. Une fois ces conditions
d’immobilisation optimales trouvées, la détection de plusieurs composés a été réalisée
en fonctionnalisant plusieurs microleviers avec les 3 OR a disposition. Tous les
résultats de détection, de spécificité, de controle positif et négatif envers chaque OR
peuvent étre corrélés aux affinités trouvées dans la littérature. Ces expériences
semblent donc démontrer que les OR greftés sont fonctionnels lorsqu’ils sont greftés
sur les transducteurs diamant.
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4.1 Introduction

Dans le chapitre précédent, nous avons montré qu’il était possible d'immobiliser
de maniére orientée des protéines LBP sur des surfaces de diamant, permettant
d’utiliser leurs fonctions sur des transducteurs en diamant pour la détection de
composés organiques en milieux liquide.

Comme présenté au chapitre 1, il n’existe que trés peu de travaux de recherches
tirant avantage des LBP pour I'élaboration de biocapteurs en milieu gazeux. C'est pour
cette raison que notre étude s’oriente, dans ce chapitre, vers I'évaluation de cette
approche pour la détection directe dodeurs dans ce milieu. Les travaux ont
essentiellement concerné l'utilisation de transducteurs SAW permettant d’évaluer les
performances des LBP sur diamant comme couches sensibles. En parallele, des
développements importants ont également été menés sur les microleviers en diamant,
dans le cadre de cette these, permettant d’envisager la transposition vers ce moyen de
transduction dont les performances attendues sont plus élevées.

L’objectif primordial de ce chapitre 4 est de caractériser les propriétés de
détection des transducteurs SAW pour chaque LBP immobilisé, en termes de
sensibilité, de cinétique et de reproductibilité, et ce, par exposition a différents
composés volatils. Les mémes approches de greffage, identiques a celles employées
pour immobiliser des LBP a la surface des microleviers (méthode 1 et 2) et présentées
dans le chapitre 2, ont été utilisées sur transducteurs SAW recouverts de diamant. Les
capteurs ainsi réalisés sont exposés a des vapeurs d'IBMP, de 2,4-DNT et 4-NT dans
des conditions contrdlées de laboratoire.

La derniére partie de ce chapitre traite de la détection de composés explosifs de
tabrication artisanale et de drogues de provenant de saisie judicaire, dans des
conditions proches du terrain, a I'aide du prototype élaboré au cours du projet Sniffer.
On a ainsi eu 'occasion de participer a plusieurs campagnes de mesures, menées dans
le laboratoire du CREL, en utilisant des capteurs SAW fonctionnalisés par des LBP.
Cette partie présente donc les performances des capteurs lors de ces mesures ainsi que
les performances et les limites du dispositif utilisé.
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4.2 Evaluation dans des conditions controlées de laboratoire

4.2.1 Mise en évidence des greffages sur transducteurs SAW

Pour rappel, avant leur utilisation, les SAW sont nettoyés puis recouverts de 3
couches de nanodiamants (ND) par une technique de layer by layer développée et
optimisée au laboratoire LCD [1, 2, 3]. Afin de fixer les ND a la surface, une courte
croissance d'une heure est effectuée a basse température (<550°C).

En fin de procédé, le film de diamant présente une surface en carbone
majoritairement recouverte de terminaison hydrogéne. Les mémes techniques de
greftage (méthodes 1 et 2), employées dans le chapitre 8 pour immobiliser des LBP a la
surface des microleviers, ont été utilisées sur les SAW. Apres les greffages, les SAW
sont ensuite rincés vigoureusement a I'eau DI puis séchés sous diazote sec.

Comme décrit aux chapitres 1 et 2, 'ajout de masse a la surface des SAW
affecte les caractéristiques acoustiques des transducteurs. En particulier, cela atténue le
signal et produit un déplacement en fréquence qui peut étre décrit selon les équations
présentées dans le chapitre 1. Ces changements sont mesurables a I'analyseur de
réseau. En eftet, la Figure 4.1 montre 'évolution de la fréquence de résonance d'un
transducteur SAW en diamant hydrogéné (H-diamant) aprés chaque étape de
tonctionnalisation mesurée a I'analyseur de réseau, dans le cas de I'immobilisation de
I'OBP m6hisOBPpig sur un SAW en diamant fonctionnalisé par la méthode 2 (NTA-
Ni).

En greftant I'acide aminocaproique, suivi d’'un couplage EDC-NHS d’une part,
ou le NTA-Ni d'autre part, sur la surface d'un SAW en diamant hydrogéné, un
déplacement en fréquence de résonance est observé, de typiquementde quelques
centaines de kHz, accompagné d’une baisse d’amplitude atténué d’environ -3 dB par
rapport au SAW initial. Apres le dépot de LBP, la forme du signal en fréquence
obtenue differe, significativement, plus que lors du greffage aca ou NTA-Ni. L’ajout
d’OBP sur le SAW engendre trois effets majeurs : une importante atténuation du pic
de résonance (autour de -9 dB par rapport au SAW initial H-diamant), un important
déplacement négatit de fréquence autour de plusieurs centaines de kHz et une
diminution du facteur de qualité. Le facteur de qualit¢é du SAW H-diamant apres
croissance est d’environ 3500 et diminue pour atteindre la valeur de 1750 apres
immobilisation des LBP.
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Figure 4.1 - Suivi de I'évolution de la fréquence de résonance d’un transducteur SAW aprés chaque
étape de fonctionnalisation : apreés greffage du NTA (orange), du Ni (rouge) et aprés immobilisation du
m6hisOBPpig (bleu)

En émettant I'hypothese que les variations des propriétés de résonances sont
uniquement dues a un apport massique sur le transducteur, la densité de surface des
especes greftées peut étre calculée a partir de la sensibilité massique du SAW d’apres
I'équation 2.2 donnée dans le chapitre 2. Nous avons, ainsi, calculé ces densités pour les
différentes espéces greftées lors du greftage de m6hisOBPpig par la méthode 2 et
wtOBPpig par la méthode 1. Chaque greftage a été réalisé trois fois sur trois SAW
différents. Les moyennes des déplacements en fréquence et en densité de greffage apres
chaque immobilisation sont résumées dans le Tableau 4.1 avec les écarts types associés

(o et RSD (relative standard deviation)).

Ainsi, pour le capteur SAW H-diamant-NTA, en considérant la masse molaire
du NTA de 262,26 g.mol! et en considérant un déplacement en fréquence d’environ
312 kHz par rapport au SAW H-diamant, la densité de surface obtenue par le calcul est
de 1,45.10 kg/m?, soit 3,34.107 molécules/pm?. De méme, la densité de surface du Ni
est de 38,22.10° kg/m?, soit 4,95.107 atomes/pm?. La quantité de NTA et de Ni
immobilisée sur la surface des SAW est du méme ordre de grandeur (~107
molécules/pm?), ce qui semble cohérent puisque la stoechiométrie est normalement de
1 pour 1. Ceci a, d’ailleurs, été confirmé dans le chapitre 2 par analyse XPS.
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Cependant, nous remarquons tout de méme une quantité de Ni immobilisée
supérieure a celle des molécules NTA. Cette erreur pourrait provenir du fait que
I'hypothese initiale soit erronée. Les variations des propriétés de résonances ne sont
probablement pas dues uniquement a un apport massique sur le transducteur mais
également a des phénomenes de viscoélasticité. Une adsorption non spécifique des Ni
sur la surface des SAW, bien que cela n’ait pas été confirmé par analyse XPS, pourrait
également étre observée. Nous pouvons enfin supposer que le recouvrement des
molécules NTA ou Ni sur la surface du SAW n’est pas homogeéne sur toute la surface
du SAW, ce qui pourrait induire une erreur sur le calcul moyen de densité de greftage.

Pour le capteur H-diamant-NTA-Ni-m6hisOBPpig, en considérant la masse
moléculaire de OBP m6hisOBPpig a environ 29,70 kDa et un déplacement en
tréquence d’environ 870 kHz par rapport au SAW H-diamant-NTA-Ni, la densité de
surface de I'OBP obtenue par le calcul est de 4,05.10° kg/m? soit 8,22.10°
molécules/pm?, soit environ 100 fois moins de molécules que le complexe NTA-Ni
immobilisé. Ce résultat semble cohérent, étant donné la taille importante des OBP
comparée a celle du Nickel ou du NTA : du fait, par exemple, de leur encombrement
stérique, la densité d’OBP restera toujours bien plus faible que celle des NTA.

L’évolution des fréquences de résonance a aussi été mesurée en utilisant la
méthode 1 de greffage pour le capteur H-diamant-aca-wtOBPpig. Ainsi, pour le
capteur SAW H-diamant-aca, en considérant la masse molaire de 1'aca a environ 131
g.mol! et en considérant un déplacement en fréquence d’environ 50 kHz par rapport
au SAW H-diamant, la densité de surface obtenue par calcul est de 3,65.10¢ kg/m?,
soit 1,68.107 molécules/pm?.

La densité de surface apres le couplage EDC/NHS est de 6,03.10°° kg/m?, soit
2,05.107 molécules/pum?, ce qui est légérement plus important que la quantité de
molécules d’acide aminocaproique immobilisées en surface. On peut établir les mémes
hypothéses que précédemment sur cette différence de densité. Pour le capteur H-
diamant-aca-wtOBPpig, en considérant la masse moléculaire de 'OBP wtOBPpig a
environ 18,00 kDa et un déplacement en fréquence d’environ 300 kHz, la densité de
surface obtenue par calcul est de 1,79.10% kg/m?, soit 3,54.10° molécules/pm?, soit une
quantité de molécules de méme ordre de grandeur, quoique légérement plus faible que
celle obtenue lors de I'immobilisation du m6hisOBPpig en utilisant la méthode 2 de

greffage.
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Tableau 4.1 - Moyennes des déplacements en fréquence aprées chaque immobilisation

Composé greffé | Af (kHz) o (kHz) Densité moyenne de greffage RSD densité (%)
(molécules/um?)

NTA 312 +87 3,34.10 27
Ni 131 +49 4,95.107 38
m6hisOBPpig 939 +226 8,22.10° 23
6his-MUP20 644 +109 7,53.10° 17
aca 65 +34 1,68.10 52
EDC/NHS 140 +76 2,05.10 46
WtOBPpig 413 +181 3,54.10° 44
rMUP 346 +142 5,92.10° 39

Les résultats obtenus semblent confirmer ceux présentés au chapitre 3 : le NTA
se greffe de fagon plus dense sur un SAW en diamant hydrogéné que l'acide
aminocaproique, avec un déplacement en fréquence environ 2 fois plus important. Les
écart-types importants peuvent étre dus a un mauvais ringage des SAW aprés chaque
greffage, ou a une variation de ringage d’'un capteur a un autre. Il semble qu'en
utilisant la méthode de greftage 2 (NTA-Ni), la densité de greffage de LBP reste
généralement plus élevée. On remarque que la densité de greffage semble plus
reproductible en utilisant la méthode 2 avec un RSD d’environ 20%. Le RSD pour la
méthode 1 est 2 fois plus élevé c’est-a-dire d’environ 40%.

L’évolution des fréquences de résonance a également été mesurée pour calculer
la densité d'immobilisation des différents OBP et MUP utilisés pour ces travaux sur
transducteurs SAW en diamant (Tableau 4.2). Une réserve est néanmoins émise sur
ces valeurs, données a titre indicatif, car elles n'ont été enregistrées qu'une seule fois
sur un seul SAW pour chaque greffage. (a I'exception des valeurs pour les protéines
m6hisOBPpig, 6hisMUP20, wtOBPpig et rMUP qui sont moyennées sur 3 SAW)
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Tableau 4.2 - Exemples de densité de surface de diftérents OBP et MUP immobilisés sur SAW en
diamant préalablement fonctionnalisé par la méthode 1 ou 2.

Type Méthode de Masse Densité de greffage

Nom (mammifére ou insecte) greffage (1 ou 2) (kDa) (kg/m?) (molécules/pm?)
Amel OBP14 abeille (Apis Mellifera) 1 12,8 0,47.10° 2,21.10°
Agam4 moustique (Anopheles gambiae) 1 16,7 2,95.10° 1,06.10°
Agam47 moustique (Anopheles gambiae) 1 19,5 3,03.10° 9,36.10°
P.domin OBP guépe ( Polistes dominulus) 1 13,5 1,99.10° 8,88.10°
6hisOBP-1Pd guépe ( Polistes dominulus) 2 13,9 2,39.10° 1,03.10°
WtOBPpig porc 1 18 1,79.10° 3,54.10°
wt6hisOBP pig porc 2 19 2,33.10° 7,38.10°
m6hisOBP pig porc 2 29,7 4,05.10° 8,20.10°
rMUP 1 16,9 1,65.10° 5,92.10°
6his-MUP3 2 21 2,79.10° 8,00.10°
6his-MUP20 2 21,9 2,73.10° 7,53.10°
6his-MUP20-Y103R souris 2 20,5 2,86.10° 8,40.10°
6his-MUP20-Y103D 2 20,5 2,85.10° 8,37.10°
6his-MUP20-188Q 2 20,5 2,73.10° 8,02.10°
6his-MUP20-L124V 2 20,5 2,84.10° 8,34.10°

En comparaison, I'équipe de Di Pietrantonio et al. a déposé trois OBP
provenant de différentes especes (porc et bovin) sur des SAW recouverts d’or [4] avec
pour résultat une densité d’OBP comprise entre 3,2.10* et 4,0.10* molécules/um? selon
I'OBP déposé. Il semble que nos résultats restent cohérents avec ces travaux, méme
s'ils présentent un meilleur recouvrement de la surface du SAW avec un recouvrement
environ 10 fois plus élevé dans notre cas (~7.10° molécules/um? en moyenne). Cette
différence de densité observée pourrait s’expliquer par la technique d'immobilisation
d’OBP utilisée. L'équipe de Di Pietrantonio a grefté les OBP directement sur la surface
en or. Il est alors possible que, dans ce cas, le rendement de greffage soit moins
important que sur la surface diamant. Il est aussi possible que la porosité et la
structure 3D de la surface du diamant puissent contribuer au rendement plus élevé que

nous observons.

En essayant d'immobiliser des LBP sur des SAW en diamant oxydé, aucun
déplacement en fréquence significatit n’a été observé. Il semble qu’aucune
immobilisation de LBP sur diamant oxydé ne soit possible, en accord avec les
observations décrites dans le chapitre 8 notamment par caractérisations
électrochimiques (aucun changement significatif de Rt).
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4.2.2 Performances des capteurs SAW

Dans cette section, des SAW fonctionnalisés par diftérents OBP et MUP sont
exposés a des vapeurs d'IBMP, de 2,4-DNT et 4-N'T dans des conditions controlées de
laboratoire. Le Tableau 4.3 résume les principales propriétés de ces 3 composés avec
leur masse molaire, leur température d’ébullition et leur pression de vapeur saturante.
Les compositions et informations diverses sur ces composés sont aussi détaillées en
annexes B.

Tableau 4.3 - Résumé des principales propriétés des composés IBMP, 2,4-DNT et 4-NT

Composés | Masse molaire | P ,aoeur saturante @ 25°C T sbulition

IBMP 166,22 g/mol 36,4 Pa 245 °C
2,4-DNT 182,13 g/mol 0,015 Pa (décomposition > 250 °C)

4-NT 137,12 g/mol 21,8 Pa 238°C

Les capteurs sont évalués selon plusieurs critéres et notamment leur sensibilité,
leur reproductibilité, leurs temps de réponse et leur durée de vie.

Lorsque les capteurs SAW sont exposés plusieurs fois successivement, au méme
composé a la méme concentration, la réponse a la premiere exposition différe presque
toujours des réponses suivantes en termes d’intensité et de cinétique. Ce phénomene
avait, également, été observé par Benoit Tard lors de I'étude de capteurs SAW
fonctionnalisés par des couches non biologiques. Ceci avait alors été attribué a une
compétition entre des molécules d’eau présentes a I'équilibre sur la couche et les
nouvelles molécules cibles (ici IBMP, etc.), venant ainsi perturber cet équilibre [1].
Pour cette raison, dans la suite de ces travaux, tous les résultats présentés feront

omission du premier cycle d’exposition.

Les réponses de 3 différents capteurs ont été suivies lors d’expositions
successives de 2,5 ppm dIBMP, et notamment celles d’'un capteur NTA-Ni-
m6hisOBPpig, d’'un capteur en diamant hydrogéné avec de 'OBP déposé sur sa surface
sans technique de greftage utilisée au préalable et d'un capteur en diamant oxydé avec
de TOBP adsorbé sur sa surface (Figure 4.2). Cette expérience a été réalisée a 5
reprises sur 4 diftérents capteurs de chaque catégorie. Pour la clarté du document, une
seule courbe réponse pour chaque type de capteur est tracée sur le graphique de la
Figure 4.2.
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Figure 4.2 - Réponses a 3 expositions successives de 2,5 ppm d'IBMP sur 3 différents capteurs : NTA-
Ni-m6hisOBPpig fonctionnalisés par la méthode 2 (orange), H-diamant + m6hisOBPpig (noir) et Ox-
diamant-m6hisOBPpig (bleu)

Comme on peut le constater, les réponses les plus élevées sont celles du capteur
fonctionnalisé avec de 'OBP par la méthode NTA-Ni. Certes, les 3 capteurs présentent
des sensibilités importantes, probablement dues a la réactivité et a laffinité de
nombreux composés envers la surface diamant. Cependant, nous notons que le capteur
sur lequel 'OBP est juste adsorbé et non greffé, H-diamant+m6hisOBPpig, présente
une réponse moyenne environ 21% (+ 6 %) plus basse que celle du capteur grefté
NTA-Ni-m6hisOBPpig. Les capteurs Ox-diamant+m6hisOBPpig présentent les
réponses les plus faibles, avec plus de 1203 Hz (£ 358 Hz) de différence en fréquence,
comparés au capteur NTA-Ni-m6hisOBPpig. En bref, les SAW oxydés présentent une
réponse moyenne environ 29% (+ 3%) plus basse que celle du capteur N'TA-Ni-
m6hisOBPpig. Cela a déja été observé dans le chapitre 3, ou I'on avait remarqué que
sur la surface oxydée, I'immobilisation d'OBP était tres faible voire inexistante et que,
sous vibrométrie laser, il n’était pas possible de détecter de 'IBMP en milieu liquide
avec un microlevier en diamant oxydé.

4.2.2.a Répétabilité et reproductibilité

Il est important de vérifier la répétabilité et la reproductibilité des capteurs
tonctionnalisés pour pouvoir les comparer par la suite.

La Figure 4.3 présente les réponses de 3 capteursde type aca-rMUP
tonctionnalisés par la méthode 1 et de 3 capteurs de type NTA-Ni-6hisMUP20L88Q
fonctionnalisés par la méthode 2 a 5 expositions successives de 8 ppm d’'IBMP.
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La réponse que l'on observe de chaque capteur aux différents cycles
d’expositions, est relativement répétable et reproductible. En eftet, I'intensité des
signaux semble identique pour chaque capteur et aucune dérive apparente n’est
observée sur la durée de la mesure.

En revanche, les capteurs aca-rMUP fonctionnalisés par la méthode 1 semblent
sensiblement moins reproductibles en termes d’intensité de réponse par rapport aux
capteurs NTA-Ni-6hisMUP20L88Q fonctionnalisés par la méthode 2. Ce méme
phénomeéne a été observé pour les réponses de détection des microleviers en milieu
liquide. En effet, les capteurs fonctionnalisés avec la méthode 2 se sont avérés
généralement plus reproductibles que ceux fonctionnalisés avec la méthode 1.

Cette meilleure reproductibilité pourrait étre expliquée par le fait qu’avec la méthode 2,
la densité d'immobilisation d’OBP semble moins disparate d'un capteur a lautre,
comme précédemment expliqué.
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Figure 4.3 - Réponse a 5 expositions successives de 18 ppm d’'IBMP sur 3 capteurs aca-rMUP
fonctionnalisés par la méthode 1 (gris clair) et 3 capteurs NTA-Ni-6hisMUP20L88Q fonctionnalisés par
la méthode 2 (noir)

La Figure 4.4 résume un exemple de dispersion des valeurs moyennes de
déplacement en fréquence, a 1'état le plus proche de I'équilibre, durant chaque
exposition pour ces capteurs fonctionnalisés selon la méthode 1 de fonctionnalisation
utilisée (aca-rMUP) ou selon la méthode 2 (NTA-Ni-6hisMUP20L88Q) pour 5
expositions successives de 18 ppm d’'IBMP. Cette figure confirme bien la meilleure
reproductibilité des capteurs fonctionnalisés par la méthode 2. L'écart type représente
la répétabilité de chaque capteur dans les conditions expérimentales. Nous
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remarquons, probablement aussi, une répétabilité sensiblement meilleure dans le cas
des capteurs NTA-Ni-6hisMUP20L88Q (méthode 2).

NTA-Ni-6hisMUP20L88Q aac-rMUP

-2000
-4000
-6000

-8000

H

-10000 -

H

-12000 -

Déplacement en fréquence (Hz)

-14000

-16000

Figure 4.4 - Moyenne de 5 expositions successives de 18 ppm d'IBMP sur 38 capteurs aca-rMUP
fonctionnalisés par la méthode 1 (gris clair) et 8 capteurs NTA-Ni-6hisMUP20L88Q fonctionnalisés par
la méthode 2 (noir)

4.2.2.b Cinétique des protéines de liaison envers des ligands

La cinétique de liaison des protéines est gouvernée par la reconnaissance moléculaire
entre un récepteur et un ligand qui peut étre spécifique. Depuis des décennies, I'on
cherche a décrire et caractériser de telles interactions. Pendant longtemps, I'étude des
interactions ligand-récepteur se résumait, principalement, a I'étude de I'affinité et de la
spécificité : il s’agissait de déterminer la force du lien entre récepteur et ligand (affinité)
et de mesurer cette intensité pour des molécules de structures relativement proches
(spécificité). Pour rendre compte de la « force » du lien ligand- récepteur, on s’attachait
a évaluer les constantes thermodynamiques et cinétiques d’association et de
dissociation, pour des molécules biologiques en solution [5,6]. Dans ce cadre, on définit
simplement la réaction d’association entre un ligand L et un récepteur R (dans notre
cas la protéine OBP ou MUP), donnant un complexe C (ou LR), par I'équilibre suivant:

k
L+R T<_>+ C

(4.1)

avec ky la constante cinétique d’association, k. la constante cinétique de dissociation,
qui sont reliées par la réaction a I'équilibre suivante :
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k+[L][R] = k_[C] (4-2)

Ces constantes peuvent étre reliées a la vitesse de réaction v par :

d[C]
v=— =k [L][R] — k_[C] (4.3)

Les crochets font référence aux concentrations exprimées en mol.L-'. Le systeme
évolue vers un état d’équilibre, ou les concentrations a 'équilibre vérifient :

[L1eg[Rleqg e

Cleg  Ks (+4)

ou K, est la constante thermodynamique d’association en M-!, aussi appelée aftinité, et
Kq est la constante thermodynamique de dissociation, exprimée en M.

A T'équilibre, on peut écrire :

[Rleq = [R]o — [C] (4-5)
[L]eq = [L]o = [C] (4.6)
Dans notre cas d’étude, le ligand (par exemple le composé IBMP) est excessivement

présent, comparé a la quantité relative de protéines immobilisées (par exemple les
OBP) sur la surface du SAW. On peut donc considérer que :

[L1sq = [L]o (47)

L’équation 4.8 devient alors :

[Lleq(IRTo — [Cleq) _ [Rlo[Llsq _
[C éq [PL]éq

[Rlo[L]o
[PL]éq

[Lleq = [L]o (4.8)

La concentration de récepteurs liés a I'équilibre peut donc étre définie par I'équation :

_ [Rlo[L]o
[PL]¢qg = m (4.9)

Il est commun dans plusieurs cas d’études de réarranger les équations a 1'équilibre en
supposant qu’elles respectent la théorie fondamentale de 'isotherme de Langmuir.

On note alors souvent la saturation fractionnelle des liaisons par :

p=ld _ _[th_ (4.10)

[Llo ~ Kq+ILlo
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v étant la fraction de molécules de protéines saturées avec un ligand a I'intérieur de sa
poche de liaison.

Il est intéressant de noter ici, que d’autres modéles d’isothermes sont quelques
tois utilisés dans la littérature, tels que I'isotherme BET [7], I'isotherme de Freundlich
(1906) [8], de Temkin-Pyzhev (1939) [9], de Dubinin-Radushkevic (1947) [10], de
Halsey (1948) [11] et de Jovanovic (1969) [12].

Les modéles testés se répartissent en trois grandes catégories : modele
d’adsorption en monocouche (isothermes de Langmuir), modéle d’adsorption en
multicouche (isothermes de Freundlich et de Halsey) et modéle d’adsorption basé sur
I'échange d’énergie entre molécule et surface (isothermes de Temkin-Pyzhev et de
Dubinin-Radushkevic). Une distinction est faite également entre adsorption sur une
surface homogeéne (isothermes de Langmuir et de Halsey) et sur une surface
hétérogene (isothermes de Freundlich, Temkin-Pyzhev et Dubinin-Radushkevic). Par
ailleurs, tous ces modeles supposent qu’il n'y a pas d’interactions latérales entre les
molécules adsorbées.

Comme détaillé précédemment, le modele utilisé le plus couramment est le
modele de Langmuir [13, 14, 15], bien que toutes les hypothéses du modele initial ne
solent pas toujours vérifiées : en effet, 'adsorption n'est peut-étre pas localisée en
forme de monocouche et les interactions latérales entre protéines ou molécules
adsorbées ne peuvent pas étre totalement exclues.

Ainsi le taux de recouvrement V est défini en fonction du temps d’apres la
réaction 4.11 et a I'équilibre par 4.12 :

V() = Veg. (1-¢77) (4.11)

aC

Viy = ——— 412
““ 14 aC ( )

N Ka
ou « est le rapport
Ka

C la concentration du ligand (gaz dans notre cas)

T la constante de temps définie par (4.13 ) [16] :
== Ko.C+ Ky (4.13)

Une autre équation 4.14 permet de décrire 'évolution du déplacement en
fréquence en fonction du temps et en fonction de la concentration car le taux de

recouvrement est directement proportionnel a la masse déposée en surface. En
considérant cette seule contribution, on peut écrire :
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1 aC
[
Afeq  1+aC

(4.14)

Soit,

1 1 1 1
(o8
A A K
feq fer K_Z_Afeqo

(4.15)

al

ol Afeq est le déplacement en fréquence a I'équilibre.

4.2.2.c Cinétique de la réponse des capteurs

La réponse des capteurs SAW se traduit par un déplacement de fréquence
directement proportionnel au taux de recouvrement V. La cinétique de réponse suit
une loi exponentielle qui peut étre exprimée a partir de la fonction f{t) décrite par
I'équation 4.16 .

f&)=A.(1-e"7) (4.16)

La cinétique de réponse des capteurs peut alors étre exprimée a partir de
I'évaluation de la constante de temps t de cette fonction exponentielle. Ainsi, cette
constante de temps a été calculée pour les réponses de plusieurs capteurs
fonctionnalisés avec différents OBP et MUP a différentes concentrations d’'I1BMP, 2,4--
DNT et 4-NT.

La cinétique de réponse du capteur NTA-Ni-6hisMUP20L88Q sera détaillée
ici. Ce choix est complément arbitraire.

Le Tableau 4.4 résume quelques constantes de temps calculées pour des
expositions ' IBMP par exemple.
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Tableau 4.4 - Constantes de temps en secondes des réponses a des expositions de vapeurs I’ IBMP a
une concentration comprise entre 10 ppb et 12 ppm pour les capteurs NTA-Ni-6hisMUP20L88Q et aca-

rMUP
Constantes de temps T (s)
Concentration IBMP (ppm) | NTA-Ni-6hisMUP20L88Q aca-rMUP
12 33+1 55+5
10 38+1 67+ 8
9 41+3 7714
7,8 50+4 83+13
6 56+4 87+ 15
3 66+5 84 +17
1,7 755 92+16
1,5 766 101+21
1 83+5 105+ 24
0,5 94+8 127+21
0,3 105+13 131+32
0,1 113+14 141+33
0,01 136+ 32 161+74

De maniéere générale, la constante de temps diminue, comme attendu, lorsque la
concentration d'IBMP augmente. On constate ici que la cinétique de réponse est plus
rapide dans le cas du NTA-Ni-6hisMUP20L88Q que dans celui de 'aca-rMUP, et ce
indépendamment de la concentration d’'IBMP. Il est possible ici que l'orientation
controlée des protéines sur la surface dans le premier cas (avec la poche de liaison
directement accessible) est plus favorable a une liaison rapide avec les ligands que dans
le deuxiéme cas. Il est aussi possible que la constante d’association du
6hisMUP20L88Q envers 'IBMP soit plus importante que celle du rMUP, ce qui serait
aussi en faveur d’'une cinétique plus rapide. Malheureusement, cette donnée n’est pas
disponible a ce stade. Néanmoins, cette tendance a semblé se vérifier lorsque d’autres
protéines étaient greftées sur les transducteurs suivant les méthodes 1 et 2. Ceci a aussi
été observé en liquide dans le cas de la détection de 'IBMP notamment entre les
capteurs fonctionnalisés N'TA-Ni-m6hisOBPpig et NTA-Ni-wt6hisOBPpig.
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Les Tableau 4.5 et Tableau 4.6 résument quelques-unes des constantes de temps
calculées pour des expositions de 2,4-DNT et 4NT pour le cas dun capteur
fonctionnalisé par la méthode 2 pour N'TA-Ni-6hisMUP20L88Q.

Tableau 4.5 - Constantes de temps en secondes des réponses a des expositions de vapeurs de 2,4-DNT
a une concentration comprise entre 12 ppb et 240 ppb pour le capteur NTA-Ni-6hisMUP20L88Q

Constantes de temps t (s)
Concentration 2,4-DNT (ppb) NTA-Ni-6hisMUP20L88Q
240 74+£10
210 85+9
180 97 +13
125 111 £15
60 159 +13
12 185 +34

Tableau 4.6 - Constantes de temps en secondes des réponses a des expositions de vapeurs de 4-NT a
une concentration comprise entre 200 ppb et 1,49 ppm pour le capteur NTA-Ni-6hisMUP20L88Q

Constantes de temps t (s)

Concentration 4-NT (ppm) NTA-Ni-6hisMUP20L88Q
1,49 87+ 15
1,1 114 +13
0,75 192 +25
0,37 249+ 34
0,2 535+ 167

Les deux tableaux ci-dessus montrent que les constantes de temps pour des
concentrations équivalentes a des composés nitroaromatiques sont beaucoup plus
importantes dans le cas d’expositions au 4-NT que dans celles au 2,4-DNT. Les
valeurs de K. du 6his MUP20L88Q pour ces 2 composés sont égales a 2,79 et 2,05,
respectivement. Or d’apres I'équation 4.13, plus la valeur de Kq est grande, plus la

constante de temps T est petite, ce qui n’est donc pas vérifié ici.
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N

Aussi, leurs valeurs ne suffiraient pas a expliquer les différences de constantes de
temps pour des concentrations équivalentes. Certes, la détermination des Kq se fait en
milieu liquide. Il est notamment a envisager que la faible pression de vapeur du 2,4-
DNT par rapport a celle du 4-NT et la nature « collante » du 2,4-DNT puissent étre
mises en cause dans la cinétique lente de réponse observée. D’apres ces constations, il
apparait donc délicat de comparer la réponse d’'un méme capteur a plusieurs composés
en ne se rétérencant qu'aux valeurs de Kq des espéces cibles.

Afin d’évaluer les diftérences de cinétiques entre OBP et MUP, nous avons mesuré les
différences de constantes de temps des réponses a une concentration de 240 ppb de 2,4-
DNT et d'IBMP selon les OBP et MUP immobilisés sur les SAW (Tableau 4.7 ).

Tableau 4.7 - Constantes de temps en secondes des réponses a des expositions de vapeurs d'IBMP et de
2,4-DNT a des concentrations de 240 ppb pour différents capteurs

Constantes de temps T (s)

Concentration de 240 ppb d'IBMP
aca-rMUP 133
NTA-Ni-MUP3 136
NTA-Ni-6hisMUP20 109
NTA-Ni-6hisMUP20L88Q 107
NTA-Ni-6hisMUP20Y103R 116
NTA-Ni-6hisMUP20Y103D 115
NTA-Ni-6hisMUP20L124V 121

Constantes de temps T (s)
Concentration de 240 ppb d'IBMP
aca-Amel OBP14 151
aca-Agam4 87
NTA-Ni-6hisOBP 1Pd 116
aca-wtOBPpig 119
NTA-Ni-m6hisOBP pig 110
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Constantes de temps T (s)
Concentration de 240 ppb de 2,4-DNT

aca-rMUP 108
NTA-Ni-6hisMUP3 88
NTA-Ni-6hisMUP20 92
NTA-Ni-6hisMUP20L88Q 74
NTA-Ni-6hisMUP20Y103R 142
NTA-Ni-6hisMUP20Y103D 81
NTA-Ni-6hisMUP20L124V 71

Constantes de temps T (s)
Concentration de 240 ppb de 2,4-DNT
aca-Amel OBP14 267
aca-Agam4 77
NTA-Ni-6hisOBP 1Pd 171
aca-wtOBPpig 132
NTA-Ni-m6hisOBP pig 58

Comme on peut 'observer sur le tableau ci-dessus, les capteurs aca-Agam4 et
NTA-Ni-6hisMUP20L88Q présentent les temps de détection les plus courts pour
I'IBMP, méme si pour ce composé les constantes de temps restent trés homogénes
entre elles. Dans le cas du 2,4-DNT, les capteurs NTA-Ni-m6hisOBPpig et NTA-Ni-
6hisMUP20L124V ont les valeurs de T les plus faibles, ce qui semble cohérent dans le
cas du capteur NTA-Ni-m6hisOBPpig étant donné que c’est un OBP mutant congu
spécifiquement pour avoir une grande affinité envers le 2,4-DNT. Néanmoins les MUP
semblent globalement présenter des cinétiques qui restent sensiblement plus élevées.
Si I'on essaie alors de comparer ces cinétiques aux valeurs de Kq, par exemple pour
6hisMUP20L88Q (2,79), 6hisMUP20Y103R (4,66), 6hisMUP20Y103D (4,51) et
6hisMUP20L124V (0,6) (les valeurs de Kq sont données entre parenthéses), nous
observons une nouvelle fois que ces valeurs ne sont aucunement corrélées aux valeurs

de T comme observé précédemment pour le 2,4-DNT et le 4-NT.
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4. Détection de composés volatils en milieu gazeux

Certaines valeurs semblent plus cohérentes. Par exemple, dans le cas des capteurs aca-
wtOBPpig, la constante de temps est plus importante que pour le capteur NTA-Ni-
m6hisOBPpig, ce qui était aussi le cas en milieu liquide. De méme, le capteur aca-
rMUP présente aussi une valeur de T plus élevée que le capteur NTA-Ni-6hisMUP20,
comme observé aussi en liquide.

Les évolutions de I'inverse de la constante de temps de la réponse des capteurs NTA-
Ni-6hisMUP20L88Q en fonction de la concentration d' IBMP, de 2,4-DNT et de 4-NT
sont respectivement tracées dans la Figure 4.5, Figure 4.6 et Figure 4.7.
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Figure 4.5 - Moyenne des inverses des constantes de temps de réponses pour des concentrations
d’IBMP de 10 ppb a 1,8 ppm dans le cas de capteurs NTA-Ni-6hisMUP20L88Q
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Figure 4.6 - Moyenne des inverses des constantes de temps de réponses pour des concentrations de 2,4~
DNT de 200 ppb a 240 ppb dans le cas de capteurs NTA-Ni-6hisMUP20L8sQ
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Figure 4.7 - Moyenne des inverses des constantes de temps de réponses pour des concentrations de 4-
NT de 12 ppb a 1,49 ppm dans le cas de capteurs NTA-Ni-6hisMUP20L8sQ

Dans les trois figures ci-dessus, l'évolution de 1/t avec la concentration est
relativement linéaire : comme attendu d’apres I'équation 4.13, la pente de ces droites

correspond a la valeur de K, alors que 'ordonnée a I'origine correspond a la valeur de
Ka.

On trouve ainsi par régression linéaire :

Ka Kd

IBMP 29510° | 8,66.10°

2,4-DNT | 3,49.10° | 4,57.10°

4-NT 7.48.10° | 3,37.10™

Les résultats obtenus sont trés différentes des constantes d’association et de
dissociation trouvées en liquide par 1'équipe de 'université de Padova, en effet pour les
mémes composés, les Ka et Ka trouvés sont extrémement plus importants que ceux
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calculés dans cette étude. Par exemple, pour le 2,4-DNT (en considérant le
6hisMUP20L88Q) : K. =0,3 M- | K4=2,79 uM et pour le 4-NT: K, =0,47 M-,
Ka=2,05 pM.

I1 apparait donc particulierement délicat d’essayer de trouver des corrélations dans le
calcul des constantes de temps entre milieux liquides et gazeux. Clairement, en phase
gaz les mécanismes d’interaction peuvent étre plus complexes : en milieu liquide
n’intervient que l'interaction entre le récepteur et le ligand, alors qu'en milieu gaz
plusieurs types d’assemblages multicouches peuvent intervenir, voire des interactions
avec des molécules préalablement adsorbées en surface.

4.2.2.d Temps de réponse a 90%

La valeur Tgo%, correspondant au temps nécessaire a un capteur pour atteindre 90% de
signal de réponse avant d’arriver a I'état d’équilibre, donne une information pratique
sur la rapidité d’un capteur a donner un signal de mesure exploitable. Un exemple de
détermination de Tooy est illustré sur la Figure 4.8 dans le cas de la détection de 1 ppm
d’'IBMP par un capteur SAW NTA-Ni-m6hisOBPpig. Le tableau 4.8 résume les
mesures de Tgoy effectuées sur des expositions de 240ppb d'IBMP, de 2,4-DNT et de
4-N'T a la fois pour la réponse et pour le retour a la ligne de base.

Temps (s)

0 200 400 600 800 1000
0 L | L | L | L | L

90 %

-500

-1000

-1500

-2000

D e e

Déplacement en fréquence (Hz)

-3000

Figure 4.8 - Méthode de calcul du temps de réponse a 90% sur la réponse d’'un capteur NTA-Ni-
m6hisOBPpig a une concentration 1 ppm d' IBMP
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Tableau 4.8 - Temps de réponse a 90% moyennés sur 5 réponses de 5 capteurs NTA-Ni-m6hisOBPpig
distincts, mesurés aprés 800s d’exposition a des concentrations de 240 ppb d'IBMP, 2,4-DNT et 4-NT
pour I'exposition et le retour a la ligne de base.

Composé ([C]=240 ppb) | Tses Réponse exposition (s) | Tey Retour a la ligne de base (s)

IBMP 195 217
2,4-DNT 146 153
4-NT 285 312

Nous observons que le Too d’exposition est plus court que celui du retour a la ligne de
base pour les trois espéces mesurées. Cet écart est inférieur a 1 min.

Le Tableau 4.9 liste les temps de réponse a 90% pour diftérents capteurs
fonctionnalisés avec des LBP différents, mesurés aprés 800s d’exposition a une
concentration de 240 ppb d'IBMP. Globalement les temps de réponses restent ici
inférieurs a 5 minutes.

Le temps de réponse le plus rapide de 3 minutes est obtenu dans le cas de I'’Agam4.
Nous avons remarqué durant nos analyses qu'en utilisant la méthode 1 de greffage le
Too% semble plus long et notamment ceux avec I’Amel OBP 14.

Tableau 4.9 - Temps de réponse a 90% pour diftérents capteurs aprés 800s d’'une exposition a une
concentration de 240 ppb d'IBMP.

Too, REponse exposition (s)
Concentration de 240 ppb d'IBMP
aca-Amel OBP14 276
aca-Agam4 181
NTA-Ni-6hisOBP 1Pd 213
aca-wtOBPpig 218
NTA-Ni-m6hisOBP pig 195
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4.2.2.e Durée de vie des capteurs

Une étude du vieillissement des capteurs a été effectuée : il s’agit de caractériser leur
capacité a conserver une réponse identique au cours du temps. Pour cela, des capteurs
ont été préparés puis stockés sous air sec a I'abri de la lumiére entre chaque mesure
pendant plusieurs mois. Par exemple, la Figure 4.9 montre I'évolution de la réponse
d’un capteur NTA-Ni-m6hisOBPpig au premier jour de fabrication, aprés 1 mois puis 3
mois de stockage, lorsque ce capteur est exposé dans les mémes conditions a des
vapeurs d'IBMP. Il est important de noter ici qu’il a été constaté que ces SAW
devaient étre réhydratés avant chaque mesure aprés stockage sous peine de voir leur
sensibilité décroitre trés significativement. I1 est probable que les OBP immobilisés sur
la surface du SAW se déshydratent pendant le stockage, ce qui affecterait
drastiquement la conformation et donc le fonctionnement normal de ces protéines. En
effet, dans la nature, les OBP évoluent principalement dans un environnement humide,
il est ainsi probable que les LBP nécessitent un minimum d’hydratation pour étre
pleinement opérationnels.

Temps (s)
0 500 1000 1500
L 1 L 1 L
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L -2000 -
(0]
()
S -4000
>
8
& -6000 -
C
()]
€ -8000
(O]
e
8 -10000
<
o
8 -12000 -

NTA-Ni-m6hisOBPpig
—— NTA-Ni-m6hisOBPpig + 1 mois
-14000 NTA-Ni-m6hisOBPpig + 3 mois

Figure 4.9 - Réponses des capteurs NTA-Ni-m6hisOBPpig a une concentration de 10 ppm d'IBMP a t,
(orange) et & timois (bleu) et a t smois (vert)

L’allure générale des réponses pour des expositions a timois €t tsmois semblent tres
proches de celle mesurée a to. Aprés un mois de stockage la perte de signal en intensité
est proche de 2 %. Et elle n'est que 8 % apres 8 mois. Ceci a motivé davantage
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d’expériences avec des durées plus longues, a temois, tomois €t ti2 mois €t avec davantage de
capteurs. Pour cela 8 capteurs de type NTA-Ni-m6hisOBPpig ont été choisis. La
Figure 4.10 résume I'évolution de I'intensité de réponse de ces capteurs a des vapeurs
d’IBMP apres plusieurs mois. Une perte de signal d’environ 20% aprés 6 mois et 30%
aprés 12 mois est observée. Cette réduction de sensibilité peut étre vraisemblablement
attribuée a une dégradation dans le temps des protéines. Néanmoins, cette perte de
signal reste relativement faible, ce qui permet d’envisager l'utilisation prolongée de ces
capteurs, éventuellement avec des re-calibrations ponctuelles. Ceci confirme bien la
robustesse de la couche sensible malgré le fait qu'elle ait été retirée de son milieu
biologique normal.

[ NTA-Ni-m6hisOBPpig

t=0 mois t=1 mois
100 - )
t=3 mois
T t=6 mois
T t=9 mois
i I t=12 mois

50

Variation du déplacement en fréquence par
rapport au déplacement en fréquence initial (%)

Figure 4.10 - Comparaison de la variation relative des réponses du capteur NTA-Ni-6hisOBPpig a une
exposition d'IBMP a une concentration spécifique de 10 ppm, a t= 1, 3, 6, 9 et 12 mois
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4.2.2.f Sensibilité

La sensibilité d'un capteur a un composé est I’évolution de I'intensité de sa réponse en
tonction de la concentration du composé a détecter. Elle sera donc exprimée en
Hz.ppm-'. Si la caractéristique du capteur est linéaire, la sensibilité est constante. Nous
avons donc évalué les sensibilités des capteurs a partir d’expositions cycliques a des
concentrations décroissantes de composés cibles. Par exemple, la Figure 4.11, la
Figure 4.12 et la Figure 4.13 montrent respectivement les réponses de plusieurs
capteurs fonctionnalisés avec différents OBP et MUP pour plusieurs concentrations
décroissantes d'IBMP, de 2,4-DNT et de 4-NT.
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Figure 4.11 - Réponses de différents capteurs a des expositions d'IBMP a différentes concentrations
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Figure 4.12 - Réponses de différents capteurs a des expositions de 2,4-DNT a différentes
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Figure 4.13 - Réponses de différents capteurs a des expositions de 4-NT a différentes concentrations
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La concentration la plus basse qui a pu étre générée pour 'IBMP était de 50
ppb a I'aide d'un tube a perméation. Cette concentration semble d’apres la Figure 4.11
étre proche de la limite de détection des capteurs dans ces conditions de mesures. A
l'aide des courbes telles que celles présentés dans les 3 figures précédentes, les
intensités de réponse au plus proche de I'équilibre sur la durée d’exposition ont été
enregistrées pour tracer les droites de calibration des capteurs.

La Figure 4.14 montre un exemple d’évolution de la réponse (moyenné sur 5
expositions) de capteurs NTA-Ni-6hisMUP20L88Q a une concentration croissante
d'IBMP. La réponse des capteurs n'est pas linéaire dans toute la gamme de
concentration testée (0-12 ppm). Dans la mesure ou la réponse des SAW comprend 2
composantes, I'une gravimétrique et l'autre viscoélastique, il est possible que ces 2
composantes évoluent différemment en fonction de la concentration d’espéces cibles.
Ce phénomene a déja été suggéré par B. Tard car observé sur d’autres capteurs SAW
pendant ses travaux de these [1]. Dans la gamme de faibles concentrations (0-2 ppm), la
réponse est linéaire et passe bien par zéro ce qui permet de déterminer la sensibilité en
extrayant la pente de la régression linéaire. La sensibilité du capteur NTA-Ni-
6hisMUP20L88Q est de 2259 Hz/ppm. Dans la gamme 2 ppm-12 ppm un autre
régime linéaire peut étre approximé en fittant par une droite cette fois ne passant pas
par zéro et de pente 639 Hz/ppm, soit une sensibilité 70% plus faible que celle obtenue
dans la gamme des faibles concentrations.
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Figure 4.14 - Réponse moyenne a 5 expositions d IBMP a diftérentes concentrations pour des capteurs
NTA-Ni-6hisMUP20L88Q

La figure 4.15 montre les courbes de calibration de capteurs fonctionnalisés par des
OBP (a) et par des MUP (b) pour 'IBMP dans la gamme de concentrations 0-2 ppm.
De méme, la Figure 4.16 et la Figure 4.17 montrent I'évolution des réponses de ces
meémes capteurs pour les composés 2,4-DNT dans la gamme de concentrations 0-240
ppb et 4-NT dans la gamme de concentration 0-1,5 ppm. Pour chaque courbe les
points tracés correspondent a la moyenne de 5 points de mesure.
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Figure 4.15 - (a) Réponse moyenne a 5 expositions d'IBMP pour différentes concentrations pour des
capteurs fonctionnalisés par des OBP ; (b) Réponse moyenne a 5 expositions d’ IBMP pour différentes
concentrations pour des capteurs fonctionnalisés par des MUP

202



4. Détection de composés volatils en milieu gazeux
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Figure 4.16 - (a) Réponse moyenne a 5 expositions de 2,4-DNT pour différentes concentrations pour
des capteurs fonctionnalisés par des OBP ; (b) Réponse moyenne a 5 expositions de 2,4-DNT pour
différentes concentrations pour des capteurs fonctionnalisés par des MUP
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Figure 4.17 - (a) Réponse moyenne a 5 expositions de 4-NT pour différentes concentrations pour des
capteurs fonctionnalisés par des OBP ; (b) Réponse moyenne a 5 expositions de 4-N'T pour différentes
concentrations pour des capteurs fonctionnalisés par des MUP
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Dans les gammes de concentrations testées, nous pouvons observer dans un premier
temps que toutes les réponses sont relativement linéaires. Pour le cas de 'IBMP, les
sensibilités les plus importantes sont obtenues pour les capteurs NTA-Ni-Agam4,
NTA-Ni-6hisMUP20L88Q et NTA-Ni-6hisMUP20. Le capteur NTA-Ni-Agam4 par
exemple a une sensibilité pour 'IBMP de 2717 Hz/ppm. Ces résultats semblent étre
corrélés avec les constantes d’affinités des LBP envers 'IBMP. En effet, nous savons
par exemple que la valeur de Ka de 'Agam 4 (4,3 M) est plus grande que celle du 6his
1Pd (0,25 M), ce qui est corrélé ici avec une sensibilité plus importante pour le
capteur NTA-Ni-Agam4 que pour le NTA-Ni-6his 1Pd (1762 Hz/ppm).

Ces résultats peuvent étre confrontés aux mesures de sensibilités eftectuées en milieu
liquide dans le chapitre 3. Pour comparaison, les 2 capteurs présentant les meilleures
sensibilités en milieu liquide sont aussi les capteurs les plus performants en milieu gaz
dans le cas de 'IBMP, et notamment NTA-Ni-m6hisOBPpig et NTA-Ni-6hisMUP20.

On note que le capteur aca-Amel OBP14 semble présenter les sensibilités les plus
faibles pour chaque exposition avec des constantes de temps et des T90% plus élevés.
Ce phénomeéne pourrait s’expliquer par le fait que cet OBP a été réceptionné en début
de these, et élaboré bien avant. Il est notamment envisageable que lors des expériences
de calculs de sensibilité, cet OBP d’abeille se soit dégradé voire agrégé : il semble que
les OBP peuvent se conserver plus d’'un an (voir les expériences de vieillissement
effectué (Figure 4.9)) mais il est donc probable que I'OBP n’était alors plus autant
fonctionnel au bout de 3 ans.

4.2.2.g Sensibilité et constantes d’associations K.

A partir des valeurs de sensibilités obtenues précédemment par exemple pour le 2,4-
DNT et le 4-NTT, nous les avons comparées aux constantes K. des différents MUP et
OBP évalués au chapitre 2 en milieu liquide pour ces composés (Figure 4.18 et Figure
4.19)

Les constantes d’affinité du 6hiswtOBPpig, 6hisMUP20Y103R et du 6his 1Pd sont
parmi les plus faibles et il semble que les sensibilités de ces 3 capteurs pour le 2,4-DNT
solent aussi tres faibles comparés a celles des capteurs les plus performants. En effet,
une faible constante d’association laisse présager une faible sensibilité au composé, ce
qui est bien le cas pour notre étude. Cependant tous ces résultats ne semblent pas se
corréler. Les capteurs NTA-Ni-6hisMUP20Y103R, NTA-Ni-6hisMUP20Y 103D,
NTA-Ni-6hisMUP20 et NTA-Ni-6hisMUP20L88Q devraient présenter des
sensibilités plus faibles étant donné leur Ka peu élevées.
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Les plus importantes Ka sont celles du MUPS et du 6hisMUP20L.124V or dans notre
cas, il semble que les 2 capteurs NTA-Ni- MUP3 et NTA-Ni- 6hisMUP20L124V ne
soient pas les plus sensibles a le composé 2,4-DNT comme on peut le voir dans la
Figure 4.18. Le capteur NTA-Ni-m6hisOBPpig semble étre le plus performant.

Pour I'étude des sensibilités du 4-N'T, on retrouve a quelques détails pres, les mémes
tendances que celles trouvées pour les constantes d’association. Les capteurs NTA-Ni-
6hisMUP20L 124V, NTA-Ni-m6hisOBPpig et aca-Agam4 semblent les plus sensibles
au 4-NT et comme observé sur la Figure 4.19, les Ka de ces 3 LBP sont les plus
élevées pour le 4-NT. Les 3 MUP suivants, 6hisMUP20Y 103D, 6hisMUP20 et
6hisMUP20L88Q présentent des Ka tres proches et comme on peut remarquer sur la
figure, les capteurs NTA-Ni-6hisMUP20Y 103D, NTA-Ni-6hisMUP20 et NTA-Ni-
6hisMUP20L.88Q ont aussi des sensibilités tres proches.

La faible constante d’affinité du 6hisMUP20Y 103R et du 6his 1Pd laisse présager une
taible sensibilit¢é au 4-NT, ce qui est bien le cas pour notre étude pour le
6hisMUP20Y 103R mais pas pour le capteur NTA-Ni-6his 1Pd qui semble présenter
une sensibilité satisfaisante.
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Figure 4.18 - Comparaison des sensibilités obtenues avec les capteurs SAW fonctionnalisés de LBP et
les constantes d’affinités des diftérents LBP calculées en milieu liquide pour le composé 2,4-DNT
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Figure 4.19 - Comparaison des sensibilités obtenues avec les capteurs SAW fonctionnalisés de LBP et
les constantes d’affinités des différents LBP calculées en milieu liquide pour le composé 4-NT

En résumé, nous avons étudié dans cette section la cinétique des réponses aux
expositions a 'IBMP, au 2,4-DNT et au 4-NT. L’étude a montré que la plupart des
capteurs testés présentaient des temps de réponses a 90% inférieurs a 5 minutes, des
constantes de temps aux alentours d’l minute, et un début de détection quasi
immédiat. Ces mesures ont été effectuées dans des conditions contrdlées de laboratoire,
dans la section suivante nous verrons la détection des composés explosifs et de drogues
dans des conditions de terrain et semi-réelles avec la méthode d’entrainement de

vapeur par aspiration et aussi l'utilisation du dispositif SNIFFER développé en
paralléle a cette étude.
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4.3 Campagnes de mesures sur composés réels : explosifs et drogues

Dans le cadre du projet SNIFFER, 'opportunité s'est présentée de réaliser des
campagnes de mesures dans le laboratoire du CREL (Centre de Recherche et
d'Expertise de la Logistique- qui dépend du ministére de l'intérieur), avec un large
panel de composés réels de types explosifs et drogues. Les compositions et
informations diverses sur les diftérents composés utilisés au cours de cette étude sont
détaillées en annexes B. Cette collaboration a permis d’avoir accés a des produits
illicites issus de saisies judicaires. Ces composés étant de fabrication artisanale, ils ne
sont généralement pas purs: dans le cas des explosifs ils contiennent par exemple
souvent des agents liants. Dans le cas des drogues ils comportent des produits de
coupes. Néanmoins, parfois la présence de ces additifs peut en faciliter la détection
puisque par exemple les liants et les plastifiants contenus dans les explosifs de saisie
sont généralement plus volatils que les explosifs eux-mémes.

4.3.1 Méthode d’entrainement de vapeur par aspiration

Les composés illicites sont placés dans des tubes métalliques fermés par une grille
comme présenté dans la section 2.4.2.a du chapitre 2. La technique utilisée dans ce cas,
contrairement a celle présentée précédemment dans les conditions controlées de
laboratoire, n'est pas quantitative mais juste qualitative. Il s’agit de la technique
d’entrainement de vapeur par aspiration. L’aspiration, dans ce cas, s’est effectuée avec
un flux constant de 300 sscm. Les temps d’expositions sont d’environ une minute.
Dans ce cas d’étude, aucun préconcentrateur ou chauftage externe n’a été utilisé pour
améliorer le signal de détection obtenu. Nous avons utilisé pour ces premiéres mesures
le systeme SAGAS fourni par le KIT tel que décrit dans le chapitre 2.

4.3.1.a Performance des capteurs

Six capteurs SAW fonctionnalisés avec les LBP suivant par la méthode 1 et 2 :
NTA-Ni-6hisMUP20, NTA-Ni-m6hisOBPpig, NTA-Ni-6his 1Pd, aca-Agam4, aca-
Agam47 et aca-Amel OBP14, ont donc été testés sous expositions de diftérents
composés illicites.

Les Figure 4.20, Figure 4.21, Figure 4.22, Figure 4.23 et Figure 4.24 montrent
respectivement les réponses caractéristiques des capteurs fonctionnalisés par des LBP
a une exposition de cannabinol chaufté a 35°C, de dynamite, de plastifiant, de TNT pur
standard ne provenant pas de saisie et enfin de TNT provenant de saisie. Les débuts de
chaque exposition sont indiqués sur chaque figure par une fleche de couleur verte et les
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tins d’exposition (retour a la ligne de base quand cela est possible) sont indiquées par
une fléche rouge.
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Figure 4.20 - Réponse des capteurs fonctionnalisés par des LBP a une exposition de cannabinol chaufté

a35°C
Temps (s)
100 200 300 400 500 600 700
1 L 1 L 1 L 1 L 1 L 1 L 1

0
‘N -10000
=
3
& -20000
)
S
3
& -30000
c
o
é -40000 -
9 NTA-Ni-6his 1Pd
© -50000 T T —— aca-Agam4
& —— aca-OBP Amel 14
a —— aca-Agam47

-60000 - —— NTA-Ni-m6hisOBPpig

Figure 4.21 - Réponse des capteurs fonctionnalisés par des LBP a trois expositions de dynamite
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Figure 4.22 - Réponse des capteurs fonctionnalisés par des LBP a trois expositions de plastifiant
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Figure 4.23 - Réponse des capteurs fonctionnalisés par des LBP a trois expositions de TNT (pur, ne
provenant pas de saisie)
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Figure 4.24 - Réponse des capteurs fonctionnalisés par des LBP a trois expositions de TNT de
saisie.

Les réponses des capteurs se sont avérées généralement franches et réversibles
pour la plupart des explosifs testés, et ce malgré leurs pressions de vapeur saturante
trés faibles et notamment celle du TNT (quelques ppb a 25°C). En comparant les
réponses des capteurs aux 2 types de TNT (TNT pur et TNT de fabrication
artisanale), on remarque que les réponses présentent des réponses presque 2 fois plus
élevées pour le TNT de fabrication artisanale. La présence probable d’éléments additifs
ou d'impuretés dans la composition de cet explosit artisanal permet donc d’obtenir des
réponses plus élevées malgré la faible pression de vapeur saturante du TNT. Par
exemple, la présence de 2,4-DNT, produit dérivé de la synthése du TNT et qui
présente une pression de vapeur bien plus importante, n'est pas a exclure, ce qui
pourrait contribuer a la réponse franche observée pour le TNT de saisie.

Dans le cas du cannabinol par exemple, pour lequel la pureté a été garantie par le
tournisseur, la réponse est relativement faible méme quand I'échantillon est chaufté a
35°C.
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Dans ce cas précis, la détection est peu réversible comme on a pu le voir sur le
Figure 4.20, ce qui suggere une probable condensation du composé dans le tube
d’aspiration par exemple, ou une adsorption complete des molécules de drogues sur les
SAW sans aucune possibilité de désorption. Ceci montre bien I'importance de la qualité
de la prise d’échantillon.

I1 apparait que les capteurs NTA-Ni-m6hisOBPpig et aca-Agam4 sont les plus
performants pour détecter les composés explosifs. En effet le capteur NTA-Ni-
m6hisOBPpig montre les réponses les plus importantes pour le TNT, alors que le
capteur aca-Agam4 est le plus sensible a la dynamite. Le capteur NTA-Ni-6hisMUP20
semble aussi présenter des réponses généralement franches aux explosifs.

4.3.1.b Apprentissage neuronal

Une approche de type nez électronique est une technique qui permet de
discriminer un composé par rapport a un autre grace a un systéme multicapteurs
couplé a un logiciel d’apprentissage basé sur I'analyse neuronale (modéle de calcul
schématiquement inspirée du fonctionnement des neurones biologiques) [17]. Ici le
réseau multi-capteurs est basé sur 8 capteurs SAW comportant une couche de
nanodiamants en surface, chacune fonctionnalisée par un LBP diftérent. La phase de
reconnaissance comporte 3 étapes: l'enregistrement d’une base de données des
réponses de détection, une phase d’apprentissage, et enfin la reconnaissance de
composés cibles en temps réel.

Dans notre étude, seuls 4 composés ont été étudiés pour les essais de
discrimination. Ainsi, I'apprentissage a été effectué avec le TNT, le Semtex, la
dynamite et le plastifiant qui peut étre contenue dans certains explosifs de fabrication
artisanale.

La Figure 4.25 montre I'exemple d’une capture d’écran du logiciel lorsque les capteurs
sont exposés a des vapeurs de TNT. L’algorithme de reconnaissance qui fonctionne ici
en temps réel permet de reconnaitre effectivement le TNT avec un pourcentage de
certitude de typiquement 98%. Des résultats similaires ont été observés pour les trois
autres composés dans ce cas.

Méme si ces résultats restent préliminaires, ils permettent d’illustrer le
potentiel d'une telle technologie et la possibilité d'utiliser les LBP comme couche
sensible dans ce type d’application. Ces travaux continuent d’étre explorés dans le
cadre du projet SNIFFER.
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Figure 4.25 - Capture d’écran du logiciel d’acquisition : (en haut) Réponses de 5 capteurs au TNT ;
(en bas) Résultat d’algorithme qui reconnait la signature du composé a partir des réponse des capteurs.
Le TNT ici a été reconnu avec une fiabilité de 98%.

4.3.2 Utilisation du dispositif Sniffer développé au cours de I’étude

Le prototype du projet Snitter décrit dans la section 2.4.2.b du chapitre 2. a aussi
été testé dans le laboratoire du CREL pour évaluer les performances du systéme pour
détecter des drogues et explosifs purs ou expérimentaux. Les capteurs intégrés a ce
systeme pour cette étude étaient les SAW revétus de diamant et fonctionnalisés par les
OBP et MUP disponibles dans ce projet. Comme évoqué dans le chapitre 2, ici des
composés solides ont été déposés sur la plaque chauffante de I'échantillonneur de
particules puis désorbés thermiquement pour étre envoyés vers les capteurs en phase
vapeur. Ces mesures ont permis d’évaluer les limites de détection des capteurs dans ces
conditions de mesure ainsi que d’étudier la réponse relative des diftérents capteurs aux
différents composés cibles en fonction de protéines immobilisées sur les capteurs.

Performance des capteurs

Les mesures suivantes ont été réalisées a partir de 7 capteurs SAW fonctionnalisés, la
huitiéme voie du dispositif étant provisoirement défaillante au moment de ces essais.
La sensibilité des capteurs varie sensiblement en fonction du type de LBP grefté a la
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surface du SAW, comme attendu. Aussi, la limite de détection (LOD) a été déterminée
pour chaque composé avec le capteur le plus sensible dans le réseau. Par exemple, dans
le cas du TNT il s’agit de la fonction NTA-Ni-m6hisOBPpig. Pour ce capteur, le
niveau de bruit est évalué a environ1045 Hz (Figure 4.26). La LOD est alors définie
par le signal détectable minimal lorsque la réponse est 3 fois supérieure au bruit, soit
ici de 81385 Hz. D’apres la Figure 4.26, la LOD est alors comprise dans une
fourchette de 100 ng a 250 ng. Cette valeur est remarquable par rapport a I'état de
l'art.

500ng 250ng 100 ng 50 ng 25ng 12,5ng

] L L

-2000

30004 oL b LOD
-4000
-5000
-6000
-7000
-8000

-9000 TN T

-10000

Déplacement en fréquence (Hz)

Figure 4.26 - Niveau de réponse du capteur SAW NTA-NI-m6hisOBPpig apres 20 secondes
d’exposition aux vapeurs issues des quantités solides déposés sur la plaque chauftfante représentées par
I'axe des x.

N

Ainsi, a titre indicatif le Tableau 4.10 résume les LOD pour chacun des
composés testés lors des mesures effectuées avec le prototype Sniffer.

Tableau 4.10 - Mesure de LOD pour chaque composé de I'étude

Composés LOD
TNT (100 ng/uL dans du cyclohexane) 100 ng <LOD< 250ng
RDX (1ug/uL dans de I'acétonitrile) LOD = 1ug
Cannabinol (1 mg/mL dans du
méthanol) 300 ng <LOD< 500 ng
Cocaine (1 mg/mL dans I'acétonitrile) LOD =100 ng
DNT 200 ng <LOD< 500 ng
MDMA 200 ng <LOD< 500ng
MDMA (1 mg/mL dans du méthanol) 50 ng <LOD<100 ng
PETN 50 ng <LOD<100 ng
Heroine 35ng <LOD < 55ng
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La Figure 4.1 présente les réponses moyennées de 3 capteurs fonctionnalisés par les
différents OBP et MUP pour 3 expositions a différents composés a une concentration
de 1ug pour le TNT, 'EGDN, le PETN, le cannabinol, la cocaine, et de 1,75ug pour
I'héroine.
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Figure 4.27 - (a) Réponses moyennées de 3 capteurs fonctionnalisés par diftérents OBP et MUP
pour 3 expositions de TNT & une concentration de 1 pg, (b) pour 3 expositions a des vapeurs
d’EGDN (c) pour 8 expositions de PETN a une concentration de 1 pg (d) pour 8 expositions de
cannabinol a une concentration de 1 pg (e) pour 8 expositions de cocaine a une concentration de 1
pg, et (f) pour 8 expositions d’héroine a une concentration de 1,75 ug
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Le capteur avec 'OBP mutant de porc semble trés sensible au TNT mais est
cependant peu sensible aux autres composés. Le capteur NTA-Ni-wt6hisOBPpig
semble étre sensible a l'ensemble des composés de cette étude. Il semble tout
particuliérement sensible a 'TEGDN et a la cocaine contrairement aux autres capteurs
qui ne le sont que tres faiblement pour ces 2 composés. De maniére plus générale, nous
pouvons observer que les niveaux de réponse relatifs entre les différents capteurs sont
trés différents d’'une espece a 'autre. Cela semble indiquer qu’il est possible d’obtenir
pour chaque composé une « empreinte » différente et donc reconnaissable, dans la
limite de 'expérimentation. Cela apparait donc trés prometteur en termes de sélectivité
pour le dispositif Sniffer. Des travaux sont encore en cours sur ce prototype a ce jour et
permettront de confirmer cette observation.

4.4 Conclusion

Tres peu de travaux ont été effectués avec les LBP pour I'élaboration de
biocapteurs en milieu gazeux en dehors de notre étude. Nous avons vu dans le chapitre
4 que la détection d’odeurs grace aux LBP dans ce type de milieu était possible et que
ces capteurs pouvaient méme étre trés sensibles a certains composés.

Les propriétés de détection des transducteurs SAW pour chaque LBP immobilisé,
en termes de sensibilité, de cinétique et de reproductibilité ont été caractérisées a I'aide
d’exposition a diftérents composés volatils. Les capteurs ont été exposés a des vapeurs
d’'IBMP, de 2,4-DNT et 4-NT dans des conditions contrdlées de laboratoire et a des
composés réels issus de saisies dans le cas d’explosifs et de drogues, lors de plusieurs
campagnes de mesures menées dans le laboratoire du CREL. Ces mesures ont permis
de montrer que les capteurs fonctionnalisés d'OBP ou de MUP étaient capables de
détecter des composés aux pressions de vapeurs saturantes tres faibles (tels que le
TNT). Les capteurs ont présenté des niveaux de réponses tres satisfaisants. Les
capteurs N'TA-Ni-m6hisOBPpig, aca-Agam4 et NTA-Ni-6hisMUP20L124V se sont
avérés les plus performants et sensibles & de nombreux composés tels que les explosifs
avec des sensibilités importantes et des temps de réponses plus courts que la majorité
des autres capteurs.

Enfin, les mesures de détection de drogues ont confirmé la difficulté a détecter ce
type de composés aux pressions de vapeur saturante extrémement faibles. Néanmoins,
grace au prototype SNIFFER, il a été possible d’avoir des réponses exploitables et
méme notamment dans le cas de la cocaine.
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Conclusion générale

Des MEMS de type microleviers et SAW en diamant ont été utilisés dans les
travaux de recherche, objet de cette thése, comme transducteurs innovants pour la
fabrication de biocapteurs. Ces transducteurs présentent de nombreux avantages,
notamment grace aux propriétés physiques et chimiques exceptionnelles du diamant,
permettant d’envisager I'amélioration considérable des performances en termes de
robustesse et de propriétés de détection. Un des avantages du diamant repose sur sa
chimie unique qui a permis dimmobiliser des biorécepteurs sur la surface des
transducteurs pour élaborer de biocapteurs olfactifs pour la détection de petites
molécules odorantes. Ces travaux ont permis I'immobilisation des LBP de type OBP,
OR et MUP sur transducteurs en diamant, des avancées qui sont a I'état de l'art.

Notre approche a spécifiquement porté sur I'optimisation des voies de greffage
de récepteurs olfactifs, et leur évaluation en condition de détection. Deux voies de
greftage ont été envisagées :

- la méthode 1 passe par le greffage de I'acide aminocaproique sur diamant hydrogéné
suivi d'un couplage classique EDC/NHS. Ce choix de fonctionnalisation avait déja été
validé précédemment par différentes études. Un des inconvénients résulte a priori en
une orientation aléatoire des protéines immobilisées sur la surface

- la méthode 2 est une technique beaucoup plus innovante, dans laquelle I'étape de
fonctionnalisation utilise le greftage du complexe N'TA-Ni sur la surface hydrogénée
du diamant. Cette méthode requiert des LBP ayant une étiquette 6his pour permettre
leur immobilisation, I'étiquette étant localisée sur la protéine a I'opposé de la cage
réceptrice de ligand. Cette technique présente I'avantage de contrdler l'orientation de
la protéine greftée sur la surface du transducteur, ce qui permet d’améliorer la
disponibilité des sites de détection. Cette méthode innovante a été abordée en détail et
ses avantages évalués sur plusieurs cas concrets de détection.

Dans un premier temps, diverses techniques de caractérisations physico-
chimiques, telles que I'imagerie MEB, 'AFM, I'’XPS, la spectroscopie de fluorescence,
la spectroscopie EIS et la mesure optique par vibrométrie laser, ont été employées pour
valider les 2 méthodes de greffage ainsi que pour confirmer l'immobilisation des
protéines LBP sur diamant.
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Nous avons pu vérifier qu'un tel greffage n’est pas possible sur un échantillon
de contrdle négatif pour lequel la surface de diamant a préalablement été oxydée en
surface. En comparant les 2 méthodes de greffage, plusieurs indications semblent
avantager la méthode 2 qui montre une densité de greftage des protéines plus
importante.

Dans un second temps, des LBP ont été greffées en utilisant les méthodes de
greftage précédemment validées sur des microleviers en diamant. Les résultats de
détection de différents composés organiques, obtenus avec ces capteurs en milieu
liquide, ont permis de comparer les performances en termes de sensibilité, d'une part
en fonction des méthodes d'immobilisation utilisées, mais également en fonction de
différents types de LBP provenant de diftérentes especes (mammiferes, insectes). La
cinétique des réponses a également été étudiée, montrant que la plupart des capteurs
testés présentaient une cinétique de réponse de type exponentiel. Ainsi, la méthode 2
de greffage a permis d’obtenir de maniére générale des capteurs microleviers plus
sensibles aux composés IBMP, 2,4-DN'T et 4-N'T en milieu liquide avec une détection
significativement plus rapide qu’en utilisant la méthode 1 de greffage. Les résultats
obtenus, par mesure optique, suggerent que I'orientation des protéines sur la surface
grace au greffage via le tag 6his, a un effet positif sur la sensibilité des capteurs. Les
capteurs préparés avec la méthode 2 de greffage montrent des résultats
significativement plus reproductibles que dans le cas d’utilisation de la méthode 1.
Plusieurs sensibilités ont pu étre extraites pour certains capteurs, comme une
sensibilité de 4,16 pour les capteurs m6hisOBPpig a T'exposition d’IBMP. Une
comparaison entre LBP a montré que le m6hisOBPpig et le m6hisMUP20 sont les
protéines les plus sensibles au 2,4-DNT.

En travaillant avec les récepteurs olfactifs, nous avons remarqué que leur
greftage sur diamant était plus complexe, car plus sensible au pH et au temps de
greftage que dans le cas des LBP. Ainsi, nous avons pu observer que 4h
d'immobilisation d'OR a pH élevé (pH=10) sur diamant étaient nécessaires pour
observer une augmentation significative de la résistance de transfert. Une fois ces
conditions d'immobilisation optimales trouvées, la détection de plusieurs composés a
été réalisée en fonctionnalisant plusieurs microleviers avec les 3 OR. Tous les résultats
de détection, de spécificité, de controle positif et négatif envers chaque OR, ont pu étre
corrélés aux affinités trouvées dans la littérature existante a ce jour. Ces expériences
ont permis de montrer pour la premiere fois que les OR peuvent étre greftés sur les
transducteurs diamant en restant fonctionnels.

Par ailleurs, sachant que relativement peu de travaux ont été effectués avec les
LBP pour la détection chimique en phase gazeuse, ceci a constitué la raison pour
laquelle nous nous y sommes intéressés et présentés au chapitre 4.
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Nous avons étudié pour cela, sur transducteurs SAW de diamant immobilisé
des LPB avec les techniques de greffage décrites précédemment, les propriétés de
détection des transducteurs SAW pour chaque LBP immobilisé, en termes de
sensibilité et de reproductibilité, et ce, a I'aide d’exposition a différents composés
volatils. La cinétique des réponses a également été étudiée, montrant que la plupart des
capteurs testés présentaient des temps de réponses a 90% inférieurs a 5 minutes, des
constantes de temps aux alentours d’1 minute, et avec une cinétique de réponse quasi-
exponentielle. Les capteurs ont été exposés a des vapeurs d'IBMP, de 2,4-DNT et 4-
NT dans des conditions controlées de laboratoire. Ces capteurs SAW ont pu étre
testés, également, sur de nombreux composés tels que des drogues provenant de saisie
judicaire et des composés explosifs de fabrication artisanale dans des conditions de
terrain et semi-réelles. Les capteurs présentent une bonne reproductibilité et une forte
répétabilité des mesures. Les campagnes de mesures effectuées ont montré que les
capteurs étaient capables de détecter des composés aux pressions de vapeurs saturantes
trés faibles (tels que le TNT, 'EGDN, etc.). De plus, la cinétique des réponses est
plutot bonne, puisque la majorité des réponses présentait des constantes de temps
inférieures ou proches de la minute.

Les réponses des capteurs se sont avérées généralement franches avec un fort
rapport signal sur bruit, et réversibles pour la plus part des explosifs testés malgré leur
pression de vapeur saturante trés faible comme pour le TNT, notamment. Des limites
de détection (LOD) élevées ont été trouvées, avec par exemple pour le TNT des
valeurs comprises entre 100 ng et 250 ng, ou pour l'héroine 35 et 55 ng. La
fonctionnalisation a base de 'OBP wt6hisOBPpig greffé suivant la méthode 2 via
NTA-Ni a montré une tres bonne sensibilité a I'ensemble des composés utilisés dans
cette étude. Elle semble, tout particulierement, sensible a T'EGDN avec un
déplacement en fréquence d’environ 37 000 Hz ; les autres capteurs ne présentant
qu'un déplacement de moins de 10000 Hz. Elle semble aussi, particulierement,
sensible a la cocaine par rapport a d’autres fonctionnalisations. De maniére plus
générale, nous pouvons observer que les niveaux de réponses relatifs entre les
différents capteurs sont tres diftérents d’une espéce a 'autre. Cela semble indiquer qu’il
est possible d’obtenir pour chaque composé une « empreinte » diftérente et donc
reconnaissable, dans la limite de I'expérimentation. Cela apparait donc trés prometteur
en termes de sélectivité pour le dispositif Sniffer. Ainsi, en utilisant la reconnaissance
d’approche neuronale aprés apprentissage de plusieurs interférants, le systéme a
également été capable de reconnaitre certains composés explosifs lors
d’expérimentation préliminaires sur le terrain. Des travaux sont encore en cours sur
ces développements. Les mesures réalisées sur les drogues ont permis de confirmer la
difficulté particuliere de détecter ces composés du fait de leurs pressions de vapeur
saturante extrémement faibles.
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Les résultats des travaux de recherche, objet de cette theése, ouvrent de
nombreuses perspectives pour 'utilisation des transducteurs de type microleviers et
SAW en diamant fonctionnalisé pour la détection de composés organiques volatils.

Deux axes de travaux futurs peuvent étre envisagés :

- Dans un premier temps, des études plus approfondies sur I'apprentissage et la
reconnaissance d’odeurs en présence d'interférents permettront daméliorer la
sélectivité du systéme envers un certain type de composés.

- Dans un second temps, des mesures de détection en milieu gazeux avec des
microleviers fonctionnalisés avec des LBP pourraient étre envisagées.

L’équipe d’accueil de la these est trés fortement impliquée dans le projet FP7
SNIFFER visant le développement d’une cellule de mesure gaz spécifique a base de
microleviers en diamant. Les contraintes de temps et de calendrier, durant la
préparation de ma these, ne m’'ont pas permis de pouvoir étudier pleinement ce volet :
les premiers prototypes n'ont été disponibles qu’aux derniers mois de mon contrat
d’é¢tudes. Néanmoins, plusieurs mesures de détection en milieu gazeux avec ces
microleviers ont pu étre réalisées, ce qui a servi, notamment, a valider I"approche avec
des fonctionnalisations de types polymeéres permettant dobserver de forts
déplacements de fréquences sur des composés de référence. Il est, donc, permis de
penser que le couplage de ces méthodes de transduction avec les méthodes de
fonctionnalisations innovantes a base de LBP et développées au cours de cette these,
permettront une réelle avancée vers ces systémes biomimétiques de nez électroniques.
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Annexes A

Liste des OBP, MUP, OR utilisés dans cette étude

Annexes

Type Mutant Tag 6his
Nom Lieu de fabrication
(mammifére ou insecte) (oui / non) (oui / non)
wtOBPpig porc non non Université de Manchester
wt6hisOBP pig porc non oui GTP
m6hisOBP pig porc oui (spécifique au DNT) oui GTP
P.domin OBP guépe ( Polistes dominulus) non non Université de Manchester
6hisOBP-1Pd guépe ( Polistes dominulus) non oui GTP
Amel OBP14 abeille (Apis Mellifera) non non Université de Manchester
Agam4 moustique (Anopheles gambiae) non non Université de Manchester
Agam47 moustique (Anopheles gambiae) non non Université de Manchester
rMuUP non non Université de Padova
6his-MUP3 oui oui GTP
6his-MUP20 oui oui Université de Padova
6his-MUP20-Y103R souris oui oui Université de Padova
6his-MUP20-Y103D oui oui Université de Padova
6his-MUP20-.88Q oui oui Université de Padova
6his-MUP20-L124V oui oui Université de Padova
cmyc OR1740 non non
cmyc OR7D4 souris non non INRA (Jouy en Josas)
M71 non oui
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Annexes B

Liste des explosifs et drogues testés dans cette étude

2,4-dinitrotoluéne (autres composés : 2,6-DNT, 3,4-DNT)
- C:HsN2Oy4

- M= 182,13 g.mol"!

- Analogue au TNT, un des produits intermédiaires obtenus
lors de la synthese du TNT

4-nitrotoluéne
- C;H-NOq
- M= 137,14 g.mol-!

Amphétamine

- C9H13N

- M= 135,20 g.mol"!

- Stupéfiant, connu sous le nom de speed, substance sympa-
thicomimétique aux effets anorexigenes et psychoanaleptiques.

Atropine

- C17H28NO3

- M= 289,36 g.mol"!

- Antidote de certains gaz de combat neurotoxiques
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C-4

- 91% de RDX

- 5,3% de plastifiant (adipate)

- 2,1% de liant (polyisobutyléne)

- 1,6% d’huile pour moteur

- Nécésité d'un détonateur ou d'un explosif primaire pour

détonation

Cocaine

- C17H21NO4 Q O/CHg/

- M=303.35 g.mol~! Hsc_%} |

- Stimulant du systéme nerveux central, extrait de la coca X
0

Demex

- Explosif a base de RDX

DMNB (2,3-diméthyl-2,3-dinitrobutane) o}

Il
- C6H12N20O4 7O/N+ ﬁ/o_
-M=176.17 g.mol"! I

- Marqueur du C-4

Dynamite
- Explosif fabriqué a base de nitroglycérine

EGDN

- M= 152,06 g.mol"! . OzN\O/\/O\NOZ
- Appelé également Nitroglycol

- Similaire a la nitroglycérine dans ses propriétés, mais est plus

volatil
Ephédrine
- CIOHISNO
- M= 165,23 g.mol"! 7" i
- Stimulant améliorant 1'efficacité physique ou mentale O/'\/ ’
HN...
CHy
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Formex
- Mélange de PETN et de caoutchouc

Héroine

- C21H23sNO;

- M= 369,41 g.mol"!

- Obtenu par acétylation de la morphine

Hexanitrostilbene (HNS)

- C14H6N6012
- M= 450.23 g.mol"! o NOz
- Explosif résistant aux hautes températures * o

Hexolite-aluminium
- Explosif composé de TNT, RDX,
d'aluminium en poudre et de cire et de chlorure de calcium

Lidocaine H

- C1aH22N2O N NE
- M= 234,33 g.mol-! To(\ §

- Anesthésique local

MDMA (Ecstasy)

- CiiHi5NO, O CH,
- M= 193,24 g.mol"! < HN

- Amphétamine (substance sympathomimétique aux effets o “CH,

anorexigene et psychoanaleptique) stimulant du systéme
nerveux central et psychotrope
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Méthamphétamine

- C10H15N ~
- M= 149,23 g.mol~!

- Drogue de synthese psycho-stimulante

=T

Morphine

- Ci7H19NOs

- M= 285,33 g.mol"!

- Issu du pavot a opium et utilisé contre la douleur
(analgésique)

Nitrate d’ammonium

H + o) -
- NH.NO; [ | | A }
- M= 80,04 g.mol"! S T I
- Souvent utilisé dans la fabrication de bombes artisanales
70\ch0
Octogen (HMX) 5
- C4HsNsOs % NF ol
-M= 296,15 g..mol-1 . . o ./ o
- Explosif a point de fusion élevé relativement stable \
0”0
PETN Ox O
- CsHsN4Oy2 'l 0 7
- M= 316,13 g.mol! 0¢N+‘o’j&o’w‘o-
- Tétranitrate de pentaérythritol, explosif tres puissant :
/N'\_ -
o~ "o

Piperonal (Héliotropine)

- CsHOs <O ~0
- M= 150,13 g.mol~! o

- Précurseur du MDMA, utilize dans les produits de parfumerie
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Plastifiant

- Utilisé dans la composition de nombreux explosifs
(ex :PETN)
- Rend le plastique souple et flexible

RDX o o
- CsHgNgOs oMo
- M= 222,12 g.mol-! L

7 . . N |+
- Appelé aussi cyclonite ou hexogene oMo
Semtex

-49,8% de PETN

- 50,2% de RDX

- Colorant Sudan I

- Antioxydant : N-phényl-2-naphthylamine

- Plastifiant : Phtalate de di-n-octyle

- Liant : styréne-butadiéne, caoutchouc

- DMDNB (2,3-dinitro-2,3-dimethylbutane) pour faciliter la
détection

THC

- CQIHSOOQ

- M= 314.46 g.mol~!

- Tétrahydrocannabinol, molécule la plus contenue dans le
cannabis

o CHs;
Trinitrotoluéne O,N NO,
- C;H;5N3Os6
- M= 227,13 g.mol~!

NO,

- Explosif découvert en 1863, préparé par nitration du toluéne
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1AA1 SORBONNE

Réseaux de biocapteurs de type MEMS en diamant
pour la reconnaissance d'odeurs

Résumé

La lutte contre le terrorisme et le trafic de narcotiques sont devenus des enjeux sociétaux
majeurs. Par exemple, I'identification rapide des colis piégés est aujourd’hui indispensable dans les lieux
publics, motivant le développement de systémes de détection de types nez électroniques. Ce travail de
recherche, porte sur I'étude des transducteurs MEMS de type microleviers et SAW (surface acoustic
wave), choisis parmi les différentes familles de biocapteurs existants pour leurs nombreux avantages tels
que leur grande sensibilité a détecter tous types de molécules. Cette thése est axée sur 'étude de ces deux
types de MEMS en diamant combinés a des biorécepteurs olfactifs spécifiquement impliqués dans la
perception et la reconnaissance des odeurs. Les propriétés physiques et chimiques exceptionnelles du
diamant déposé sur leur surface ont permis le développement de détecteurs a la fois miniaturisés, robustes
et sensibles. La chimie unique du diamant a permis en particulier d’immobiliser sur la surface de ces
transducteurs différents types de biorécepteurs de type OBP (Odorant Binding Protein), MUP (Major
Urinary Protein) et OR (récepteurs olfactifs) comme couche sensible. L'immobilisation de ces LBP sur les
MEMS en diamant a été caractérisée par diverses techniques telles que la spectroscopie électrochimique
d’'impédance (EIS), la spectroscopie de fluorescence ou encore la spectroscopie XPS. Les performances des
capteurs ont été suivies par vibrométrie laser dans le cas des microleviers et a I'aide d’'un systéme
d’acquisition commercial dans le cas des SAW, en mesurant les déplacements de fréquence de résonnance
lors d’exposition aux composés cibles. Une comparaison entre les diftérents types de LBP provenant de
différentes especes (mammiféres, insectes) a été effectuée en termes de sensibilité lors d’exposition a des
drogues et des composés explosifs. Les limites de détections (LOD) obtenues dans nos conditions de
mesures se situent dans la gamme d’1pg jusqu’a 35 ng par exemple pour 'héroine, en fonction des espéces
cibles testées. La LOD du TNT est d’environ 100 ng.

Mots clés : Diamant, MEMS, Microlevier, SAW, Ligand Binding Protein, Nez électronique

Diamond bio-MEMS for odor detection

Abstract

Over the last decade, the need for resources devoted to counter terrorism as well as narcotic
trafficking has grown. Thus the effective fight against those scourges requires the development of
advanced physical and chemical detection systems and sensor systems such as electronic noses able to
detect drugs and explosives compounds. In this context, ligand binding proteins (LBP) combined to
diamond MEMS such as resonant microcantilevers and surface acoustic wave (SAW) sensors are foreseen
as highly promising transducers for the design of label free biosensors in particular for the detection of
small organic molecules. LBP are small proteins involved in the perception and recognition of odorant
molecules. In this study, OBP (Odorant Binding Protein), MUP (Major Urinary Protein) and OR
(olfactory receptor) were used to bind selected analytes. The carbon nature of diamond offers wide
opportunities for stable grafting of such bioreceptors. The performances of these transducers present a
real improvement in terms of speed, miniaturization and sensitivity. Immobilization of LBP on diamond
transducers was investigated using fluorescence methods, electrical impedance spectroscopy (EIS) and X-
ray photoelectron spectroscopy (XPS). The sensing performances of the resulting biosensors were
assessed by monitoring the frequency shift in real time upon exposure to the target molecules. We
compared different kind of LBP, coming from vertebrates, insects, mutant or wild type in terms of
sensitivity, selectivity and for their capability to bind odors, explosive and drug compounds. Within our
experimental conditions, the detection of a wide variety of drugs and explosives was possible in the
concentration range typically from 1 pg to e.g. 35 ng in the case of heroin, depending on the test
substances. The limit of detection of TNT compound is about 100 ng.

Keywords: Diamond, MEMS, Microcantilever, SAW, Ligand Binding Protein, Electronic nose



