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Titre : Immobilisation de biomolécules sur des monocouches auto-assemblées
et élaboration de sondes AFM a nanotube de carbone fonctionnalisés pour des
mesures d’'interactions ligand-récepteur

Résumé :
Lors de la mise au point de biocapteurs, le contréle de |'état de surface sur laquelle sont
immobilisées les biomolécules est un parametre crucial pour la fiabilité et la reproductibilité des
mesures. Pour ce travail de These, deux objectifs principaux ont été fixés :
- obtenir de facon reproductible des films organiques fonctionnels capables de rendre les
surfaces inorganiques biocompatibles afin d'immobiliser des biomolécules sans les dénaturer.
- se doter d'outils innovants afin d'analyser la distribution de biomolécules sur la surface et
d'évaluer leur activité biologique a I'échelle de la molécule unique.
L'immobilisation a été réalisée sur des SAMs terminées par une fonction acide carboxylique.
Pour imager les surfaces nous avons choisi la Microscopie Atomique de Force (AFM) qui permet
d'obtenir des informations a I'échelle nanométrique et de mesurer des interactions moléculaires de
I'ordre du piconewton (102 N).
Des CNTs, générés par dépdt chimique en phase vapeur, sont fixés sur une pointe AFM. Puis Ils
sont biofonctionnalisés selon un protocole de trempage original afin d'obtenir une modification
chimique sélective de leur apex. Les interactions entre un récepteur, immobilisé sur la surface, et son
ligand, lié de fagcon covalente au CNT, sont mesurées a I'échelle de la molécule unique.

Mots clés : Monocouches Auto-Assemblées (SAMs), Biofonctionnalisation, Nanotubes de
Carbone (CNTSs), Interactions moléculaires

Title : Immobilization of biomolecules on self-assembled monolayers and
elaboration of carbon nanotube AFM probes functionalized for ligand-receptor
interactions measures

Abstract :

During the development of biosensors, control of the surface on which the biomolecules are
immobilized is a crucial parameter for the reliability and reproducibility of the measurements. For this
PhD work, two main objectives were set:
- obtain in a reproducible way functional organic films able to make inorganic surface
biocompatible for the immobilization of biomolecules without any denaturation.
- develop innovative tools in order to analyze the distribution of biomolecules on the surface et
evaluate their biological activity at single molecule scale
The immobilization step was done on SAMs terminated by a carboxylic acid function.
In order to image surfaces, Atomic Force Microscopy (AFM) was chosen. This technique permits to
obtain information at nanometric scale and to measure molecular interactions in the range of
piconewton forces (102 N).
MWCNTs were linked to a commercial AFM tip by micro-welding under optical microscopy. CNTs
were biofunctionalized at the nanotube apex by an original dipping procedure.
The interactions between a ligand, immobilized on the surface, and a receptor covalently linked to a
CNT have been characterized.

Keywords . Self-Assembled Monolayers (SAMs), Biofunctionalization, Carbon Nanotubes
(CNTSs), Molecular interactions

ISM, UMR 5255, 351 cours de la libération, 33405 Talence cedex
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Introduction générale

Les biocapteurs ont connu, ces dernieres années, un intérét grandissant en raison de
leurs nombreuses applications principalement dans le domaine médical.! Ceux-ci permettent,
contrairement a d’ autres techniques existantes (RIA (radioimmunoassay), ELISA (enzyme
linked immunoassay))?, une détection en temps réel de cibles biologiques présentes dans un
environnement complexe. L’ étape clé de leur développement est I'immobilisation covalente
des biomolécules sur |a surface solide.® En effet, il est capital que I’ objet biologique ne soit
pas déformé et garde son activité au cours de sa fixation sur la surface. C’est pourquoi, pour
développer un biocapteur précis et sensible, il faut pouvoir caractériser qualitativement et
guantitativement, la surface biologique de celui-ci.

Cette These aura donc un double objectif:

- obtenir de facon reproductible des films organiques fonctionnels capables de rendre les
surfaces meétalliques biocompatibles afin dimmobiliser des biomolécules, de facon
reproductible, sans les dénaturer.

- se doter d'outils innovants capables d'analyser |a distribution de biomolécule sur la surface et
évaluer leur activité biologique al'échelle de la molécule unique.

Nous avons choisi de réaliser I'étape dimmobilisation sur des surfaces de silice
chimiguement modifiées par des SAMs (Self-Assembled Monolayers). En effet, les SAMs a
base d’ organosilanes fonctionnels ont d§a montré leur efficacité pour immobiliser des objets
biologiques avec une bonne reproductibilité et une bonne accessibilité des fonctions
terminales de surface.*®

Afin d’avoir un meilleur contrdle des propriétés de surface, il est indispensable d’ avoir
un outil de choix, tel que I'AFM (Microscopie a Force Atomique), permettant de sonder, a
I’ échelle nanométrique, I’ interface chimie-biologie. En effet, cette technique permet d'imager
une surface al’ échelle nanométrique et de mesurer des interactions moléculaires de |’ ordre du
piconewton (10 N). Pour cela des pointes pyramidales obtenues par microfabrication de
silicium sont utilisées en général. Plus ces pointes sont fines, plus elles sont fragiles. Afin

18 Wong L.S., Khan F., Micklefield J. Chem Rev. 2009, 109, 4025-4053 ; b) Fransconi M., Mazzei F., Ferri T.
Anal Bioanal. Chem. 2010, 398, 1545-1564 ; ¢) Rusmini F., Zhong Z., Feijen J. Biomacromolecules 2007, 8,
1775-1789.

2 Nistor C., Emnéus J. Comprehensive Analytical Chemistry XLIV, Gordon L., Ed., vol. XLVI, 2005, 9, 375-427.
¥ Kasermo B. Surf. Sci. 2002, 500, 656-677.

* @) Ehrhart J-C., Bennetau B., Renaud L., Madrange J-P., Thomas L., Morisot J., Brosseau A., Allano S., Tauc
P., Tran P-L. Biosens. Bioelectr. 2008, 24, 467-474 ; b) Dinh D.H., Pascal E., Vellutini L., Bennetau B., Rebiére
D., Dgous C., Moynet D., Belin C., Pillot J-P. Sensor. Actuat. B. 2010, 146, 289-296.

® Ramin M.A., Le Bourdon G., Daugey N., Bennetau B., Vellutini L., Buffeteau T. Langmuir 2011, 27, 6076-
6084.
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d'augmenter |a résolution latérale des images® et la durée d’ utilisation des sondes AFM’, des
nanotubes de carbone ont été soudés sur des pointes AFM.

Une des variantes de I’ AFM, la Spectroscopie de Force Dynamique (DFS) mesure les
forces d'interaction ligand-récepteur entre des biomolécules immobilisées sur une surface et
une pointe AFM biofonctionnalisée. Cette technique permet donc aussi de véifier I’ activité
des biomolécules. Les procédés de biofonctionnalisation utilisés habituellement recouvrent
toute la surface des pointes de composes réactifs, il était donc souvent compliqué de mesurer
des interactions uniques entre un ligand et son récepteur. Nous avons développé un procédé
original visant a la biofonctionnalisation sélective de I’ extrémité d’ un nanotube de carbone
fixé sur une pointe AFM. Pour tester |a possibilité de mesure unique, un systéme modéle de
type avidine-biotine a été sé ectionné.

Ces travaux de Thése sinscrivent dans le cadre du projet BIONANOTIP qui aregu le
soutien de I'ANR (P2N 2010).

Trois |laboratoires se sont associés pour mener a bien ce projet:

- I''SM, UMR 5255, Univ Bx/CNRS:. pour I’éaboration des SAMs (agents de couplage,
greffage, caractérisation des surfaces), et la biofonctionnalisation des supports.

- le CBMN, UMR 5248 Univ Bx/CNRS: pour |’ élaboration des sondes AFM a nanotubes de
carbone

-leLIRM, DSV, CEA Marcoule: pour les mesures des interactions ligand/récepteur par DFS.

Ce manuscrit sera divisé en six chapitres :

Le chapitre | concernera |'éude bibliographique sur I'immobilisation d’ objets
biologiques sur des surfaces chimiquement modifiées et la formation des monocouches auto-
assembl ées (SAMs).

Le chapitre Il présentera la synthése d'agents de couplage siliciés et I'obtention de
SAMs a partir de ces COmposeés.

Le chapitre Il traitera de la biofonctionnalisation des SAMs par des nanoparticules
recouvertes de protéine A et par le virus de la mosaique du tabac (TMV).

® Stevens R., Nguyen C., Cassell A.M., Delzeit L., Meyyappan M., Han J. Appl. Phys. Lett. 2000, 77, 3453-3455.
" Marsaudon S. Imaging & Microscopy 2013, 30-33.
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Dans le chapitre IV, nous présenterons une éude bibliographie consacrée aux
nanotubes de carbones et leurs fonctionnalisations.

Dans le chapitre V, nous décrirons |'obtention de pointes AFM modifiées par des
CNTsains quela fonctionnalisation contrélée de leur apex.

Le chapitre VI sera consacré a la mesure d'interactions ligand-récepteur par
Spectroscopie Dynamique de Force.
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Chapitre [: Etude bibliographique sur lI'immobilisation d’objets biologiques sur des
surfaces chimiquement modifiées et la formation des monocouches auto-assemblées.

l. Chapitrel:

Etude bibliographique sur 'immobilisation d’objets
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Chapitre I: Etude bibliographique sur l'immobilisation d’objets biologiques sur des
surfaces chimiquement modifiées et la formation des monocouches auto-assemblées.

A. Immobilisation d’objets biologiques sur une surface

Avec le développement croissant des biocapteurs au cours des derniéres années,
I’ étude de I’'immobilisation de molécules biologiquement actives sur des surfaces a connu un
fort intérét.

Plusieurs méthodes permettent d immobiliser des objets biologiques sur une surface.
L’immobilisation peut étre réalisée de maniere covalente ou non covalente (par adsorption
physique ou par affinité biologique) (Figure I-1).

) -

Adsorption Affinité Liaison
physique biologique covalente

Figurel-1. Différentes méthodes d'immobilisation d’anticor ps sur une surface.

1. Immobilisation non covalente

a) Par adsorption physique

Pour déposer des biomolécules sur une surface, une des premieres méthodes utilisées a
été |’ adsorption physique. En 1956, Bull étudiait |’ adsorption de I’abumine de sérum bovin
(BSA) sur de la poudre de verre pyrex.* Il amontré que de la BSA pouvait étre adsorbée mais
gu’une valeur limite était atteinte. Cette valeur est proche de celle prévisible pour |’ absorption
d une couche de molécule. Mais cette solution est loin d'étre idéale. En effet, lors de leur
adsorption sur une surface solide les biomolécules subissent souvent des changements
conformationnels qui ont pour effet une dénaturation de la protéine.? Cela peut avoir comme

! Bull H.B. Science 1956, 19, 464-471.
2 Gray J.J. Curr. Opin. Struct. Biol. 2004, 14, 110-115.
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conséquence une perte d’ activité.> Comme la densité de dépdt des biomolécules n'est pas
controlée, I’ activité des biomol écules peut aussi étre réduite par des génes stériques.”

Certaines équipes ont aussi essayé d adsorber des objets biologiques directement sur
des SAMs. Par exemple, des globules rouges de lapin ou des cellules cancéreuses humaines
ont éé immobilisés sur une surface fonctionnalisée amine.” Ils ont aors utilisé les forces
d’interactions électrostatiques entre les groupements ammoniums de la surface et la
membrane chargée négativement.

b) Par affinité biologique

Lors de I'immobilisation par adsorption physique des biomolécules sur une surface, il
arrive souvent que la biomolécule soit déformée ou mal orientée et perde donc une partie de
son activité biologique. Pour lutter contre ce probleme, des méthodes plus specifiques ont été
développées. Ces méthodes, basées le plus souvent sur I'utilisation de séquences d'oligo-
histidine (le groupement imidazole de I’ histidine se chélate avec certains métaux de transition
comme le nickel) ou du couple biotine-streptavidine, permettent d’ orienter la biomolécule par
I"utilisation d’ un seul site de fixation spécifique. Au cours de cette Thése, nous serons amenés
autiliser le systeme biotine-streptavidine. C' est pourquoi quel ques exemples mettant en jeu ce
couple sont présentésici.

De par sa grande stabilité (Kq = 10> mol/L), il permet une immobilisation orientée des
biomolécules. Pavlickova et al. ont déposé une monocouche de streptavidine sur une surface
d'or fonctionnalisée avec un thiol biotinylé® Ils ont ensuite immobilisé des antigénes
synthétiques biotinylés pour pouvoir détecter des anticorps présents dans le sérum de
personnes malades (Figure |-2).

% Butler J.E. Methods 2000, 22, 4-23.

* Kusnezow W., Hoheisel J.D. J. Mol. Recognit. 2003, 16, 165-176.

®Margel S., Sivan O., Dolitzky Y. Langmuir 1991, 7, 2317-2322.

® Pavlickova P., Jensen N.M., Paul H., Schaeferling M., Giammasi C., Kruschina M., Du W-D., Theisen M.,
Ibba M., Ortigao F., Kambhampati D. J. Proteome Res. 2002, 1, 227-231.
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<—Dbiotine

streptavidine antigéne sérum humain
—_— —_— —_—
biotinylé

$§$5SSS8S $§888S8SS $§$8SSSS

| |

Figurel-2. Schéma de I'immobilisation d'antigénes biotinylés par Pavlickova.®

Le méme principe (pont de streptavidine entre deux composes biotinylés) a été
appliqué pour développer un capteur permettant la détection simultanée de plusieurs
antigénes.” Pour cela un monobrin o’ ADN est immobilisé sur une surface d or et la spécificité
de I'hybridation de I’ADN est utilisée pour fixer des anticorps portant le brin d ADN
complémentaire.

Bien que I'immobilisation d objets biologiques de facon non-covalente sur des
surfaces soit souvent assez simple a mettre en oauvre, celle-ci n’est pas stable dans le temps.
En effet, les biomolécules peuvent étre désorbées de la surface par I’ utilisation de certains
tampons ou de températures élevées. De plus, une déformation ou une mauvaise orientation
de I’ objet biologique peut aussi souvent étre notée, ce qui peut entrainer une perte partielle de
I’ activité biologique.

2. Immobilisation covalente

L’immobilisation covalente, entre la surface et 1a biomolécule, permet de fixer celle-ci
de facon plus robuste sur la surface. Pour cela des monocouches terminées par des fonctions
réactives (thiols, amines, acides, aldéhydes, époxydes) sont mises en jeu afin d’immobiliser
les biomol écules gréce aux groupements fonctionnels présents sur celles-ci. Nous détaillerons
le cas des fonctions acide carboxylique, utilisées dans cette These, et présenterons
succinctement celui des autres fonctions.

"Ladd J., Boozer C., YuQ., Chen S., Homola J., Jiang S. Langmuir 2004, 20, 8090-8095.
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a) Sur des monocouches terminées acide carboxylique

Pour la biofonctionnalisation d’une surface, la fonction acide carboxylique est de tout
premier choix. Elle peut réagir sur les acides aminés comportant une fonction amine sur leur
chaine latérale (arginine, lysine). Par contre, la fonction acide carboxylique n’est pas
suffisamment réactive. Une éape d’ activation est alors nécessaire, le plus souvent réalisee a
I’ aide du couple NHS/EDC.

Un trichloro- ou trialcoxysilane dont la chaine alkyle est terminée par un groupement
acide carboxylique ne peut pas étre greffé directement sur une surface a base de silice. En
effet, dans ce cas il risquerait de se déposer téte-béche en formant des liaisons hydrogene
entre la fonction carboxylique et les silanols présents a la surface de la silice (Figure 1-3). Il
faut donc que les fonctions acide carboxylique soient protégées par une fonction ester (ester
méthylique ou ester trifluoroéthyle le plus souvent) avant I’ étape de silanisation de la surface.®

OH OHro or ©OH OH
\/
O=\O=\ ro—s{ O\ ©

0] O HO (l)—lfl o 0]

Si0,

Figurel-3. Schéma d'une liaison hydrogéene entre le groupement acide et les silanols de surface.

8 Ramin M.A., Le Bourdon G., Daugey N., Bennetau B., Vellutini L., Buffeteau T. Langmuir 2011, 27, 6076-
6084.
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Une fois I'immobilisation sur la surface réalisée, la déprotection de I'acide est
effectuée au moyen d’ une hydrolyse acide ou basique. Fryxell et al. ont observé que la plupart
de ces traitements avaient pour conséquence d’ endommager cette surface.’

Pour éviter de détériorer la monocouche lors de la déprotection, il peut étre envisagé
de protéger lafonction acide par un ester photolabile.’® Une monocouche greffée sur une lame
d’or peut étre déprotégée, en irradiant sous UV a 365 nm. Jusqu’ a 80% des fonctions acides
sont régénérées.tt En effet, cette déprotection ne peut ére compléte & cause de la photo-
réduction des groupements nitrobenzyles.

Nakanishi et al. ont développé des monocouches a base de 1-(2-nitrophényl)éthyl-5-
trichlorosilylpentanoate sur de la silice.? Ils ont révélé que cette monocouche permettait un
controle spatiotemporel pour I'immobilisation de cellules (cellules de rein embryonnaires
humaines HEK 293)."* Pour cela, ils recouvrent la monocouche de BSA (qui empéche le
dépdt de cellule). Ensuite ils photo-déprotégent sélectivement certaines zones pour enlever la
BSA et la remplacer par de la fibronectine (qui promeut I’adhésion des cellules). Il n'y a
immobilisation de cellules que dans les zones photo-déprotégées. Ils ont aussi démontré que
leurs surfaces pouvaient étre utilisées pour faire migrer des cellules.*

Des monocouches mixtes, & base d' un dendron de 1¥° génération, terminé par un ester
nitrobenzylique, et de décyltrichlorosilane, ont aussi été réalisées au Laboratoire (ISM) par
Rahma et al. (Figure 1-4)." Lorsqu’ elles sont réalisées dans le toluéne, une ségrégation de
phase est notée et des «ilots » se forment. Pour révéler quelle molécule forme les «ilots »,
apres une déprotection de la fonction acide, des nanoparticules recouvertes d’ une couche de
polymeére a base de chainons PEG (polyéthylene glycol) terminés par une fonction amine sont

déposées sur la surface. Celles-ci vont s'immobiliser uniquement sur les zones comportant le

° Fryxell G.E., Rieke P.C., Wood L.L., Engelhard M.H., Williford R.E., Graff G.L., Campbell A.A., Wiacek
R.J., LeeL., Halverson A. Langmuir 1996, 12, 5064-5075.

19 Critchley K., Zhang L., Fukushima H., Ishida M., Shimoda T., Bushby R.J., Evans S.D. J. Phys. Chem. B
2006, 110, 17167-17174.

1 Critchley K., Jeyadevan J.P., Fukushima H., Ishida M., Shimoda T., Bushby R.J., Evans S.D. Langmuir 2005,
21, 4554-4561.

12 Nakanishi J., Kikuchi Y., Takarada T., Nakayama H., Y amaguchi K., Maeda M. J. Am. Chem. Soc. 2004, 126,
16314-16315.

3 Nakanishi J., Kikuchi Y., Takarada T., Nakayama H., Y amaguchi K., Maeda M. Anal. Chem. Acta 2006, 578,
100-104.

14 Nakanishi J., Kikuchi Y., Inoue S., Yamaguchi K., Takarada T., Maeda M. J. Am. Chem. Soc. 2007, 129,
6694-6695.

> Rahma H., Buffeteau T., Belin C., Le Bourdon G., Degueil M., Bennetau B., Vellutini L., Heuzé K. Appl.
Mater. Interfaces 2013, 5, 6843-6849.
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dendron par formation d’une liaison amide avec sa fonction acide carboxylique terminae.
Une analyse par AFM de la surface met en évidence une immobilisation sélective des
nanoparticules sur les «ilots » (Figure I-4). Ceux-ci correspondent donc au dendron.

L
) 100 200 300 M 400 500 €00 700

Figurel-4. a) représentation en 3D desilots formés par le dendron ; b) image AFM dela SAM aprésimmobilisation
des nanoparticules; c) profil de hauteur mettant en évidence la présence de nanoparticules sur lesdendron.”

b) Sur des monocouches terminées par d’autres fonctions

Il est aussi possible d'utiliser d autres fonctions que les acides carboxyliques pour
immobiliser des objets biologiques sur des surfaces. Ici seront présentés quelques exemples
d immobilisations impliquant des fonctions amine, époxyde, aldéhyde, alcool, thiol.

Lors de I'immobilisation de biomolécules impliquant des chaines terminées par des
fonctions amine, des chaines courtes sont souvent employées. Afin d’améiorer la stabilité des
SAMs formees, des réactifs homo- ou hétérobifonctionnels sont souvent mis en ceuvre. Par
exemple, I'immobilisation avec une orientation controlée de métalloprotéines, par un unique
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résidu cystéine, sur une surface d’APS par I'intermédiaire de 6-malémidocaproate de N-
succinimidyle a été réalisée (Figure 1-5).%°

\

N SO° N
‘o) o) e zio 2:0
H2N H2N H2N o) O \ HN H2N HN @‘\“ HN H2N HN
O |,

0../0 o o) 0../0 HS 0../0
/O\§i’o‘$i/ s~ -0 /0\§i~0\$i/ S /0\§i~0\$i/ i
O O O O O O O O O
SiO, SiO, Si0,

FigureI-5. Immobilisation du cytochrome bs sur une SAM d'APS.

Au Laboratoire (ISM), pour immobiliser des anticorps reconnaissants des cellules
tumorales du cancer du sein circulantes, un aminosilane a longue chaine (21-
aminohénicosyltrichlorosilane (AHTS)) a servi afin de disposer dune SAM bien
ordonnée."*® Dans ce type de capteurs visant au diagnostic précoce, il est important d’ avoir
une détection specifique du type de cellules recherchées. De plus, il faut pouvoir en détecter
des petites quantités. En raison d’ un plus grand nombre de cellules immobilisées, la détection
des cellules tumorales du cancer du sein par immunofluorescence est bien meilleure avec
I’AHTS qu’ avec des mol écules a chaines courtes comme I’ APTES.

Dans le domaine des puces a ADN, I’ efficacité de la puce dépend grandement de la
fagon dont les monobrins d’ ADN sont immobilisés sur le support. Il est donc important que le
procedé de couplage utilisé soit rapide, permette une immobilisation covaente et
reproductible. Une équipe a comparé |I'immobilisation de monobrins d’ ADN sur des surfaces
fonctionnalisées avec des triméthoxysilanes terminés par une fonction amine, ou des

1 Hong H-G., Bohn P.W., Sligar S.G. Anal. Chem. 1993, 65, 1635-1638.

¥ Ehrhart J-C., Bennetau B., Renaud L., Madrange J-P., Thomas L., Morisot J., Brosseau A., Allano S., Tauc P.,
Tran P-L. Biosens. Bioelectr. 2008, 24, 467-474.

18 Bennetau B., Tran P-L. Brevet Francais FR-2872912 2006.
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trichlorosilanes terminés par une fonction acide carboxylique ou aldéhyde.™ L’ immobilisation
de monobrins d ADN en faisant réagir la fonction amine sur une surface terminée par une
fonction aldéhyde s est révélé ére une méthode de choix, dans I’ optique des puces a ADN
(Figure 1-6). En effet, non seulement il N’y a pas de liaisons non-spécifiques, mais en plus
comme la réaction entre |’ aldéhyde de la SAM et I’amine du monobrin d ADN ne nécessite
pas d activation au préalable cela diminue les sources de variabilité lors du dépbt avec un
appareil automatique utiliseé pour la fabrication de ces puces a grande échelle. Ces puces a
ADN permettent de détecter, par fluorescence, des ADN cibles de cytomégalovirus humain
avec une limite de détection de 0,01 nM.

S
F77
& &8
S 5 S
IS SIS
N
0 0 o N\ A\ A\
H,N— in ADN
/o\s‘i/o\%/o\s‘i/o\ 2N—monobrin /O\S‘i/o\%/o\s‘i/o\
P79 ? 7 9
Si0, Si0,

Figurel-6. Immobilisation d’un monobrin d'ADN aminé sur des lames de verre fonctionnalisées aldéhyde.

Les fonctions époxydes sont aussi des fonctions de choix pour I’immobilisation de
biomolécules sur des surfaces. Elles peuvent réagir directement sur des fonctions amines sans
avoir besoin d'une réaction d activation préalable. Par exemple, I'immobilisation de la
vancomycine sur une SAM formée a partir de (3-glycidyloxypropyl)triméthoxysilane (GPTS)
a éé démontrée®® Au sein du Laboratoire (ISM), une monocouche formée & partir de
triméthoxy-(22-oxiranylméthoxy-docosyl)-silane a été développée.* Cette SAM, qui posséde
aussi un meilleur potentiel pour I'immobilisation de bioorganismes, que celle formée a partir
d'un silane commercia a chaine courte tel que le GPTS, a été utilisée pour fonctionnaliser la

19 Zammatteo N., Jeanmart L., Hamels S., Courtois S., Louette P., Hevesi L., Remacle J. Anal. Biochem. 2000,
280, 143-150.

2 Elbs M., Brock R. Anal. Chem. 2003, 75, 4793-4800.

2 Dinh D.H., Vellutini L., Bennetau B., Dejous C., Rebiére D., Pascal E., Moynet D., Belin C., Desbat B.,
Labrugere C., Pillot J-P. Langmuir 2009, 25, 5526-5535.
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surface d’un capteur acoustique a ondes de Love pour la détection des bactéries Escherichia
coli (Figure I-7).2% De plus, grace alalongue chaine des molécules, un effet de lissage de la
surface est observé et les anticorps sont plus accessibles pour les bactéries.

(@) (b)

Monoclonal
anti-E. coli Ab

| E. col

=

- iy

Si0;

Very-long-chain
GPTS monolayer glycidyl-terminated SAM

Blocker

Figurel-7. Schéma desinteractionsentre E. coli et une monocouche de GPTS (a) ou d'une longue chaine ter minée
glycidyle (b).2

3.  Probleme de I'adhésion non spécifique

Pour le développement des biocapteurs et des biomatériaux, il faut pouvoir
immobiliser de fagon spécifique une biomolécule tout en limitant I’ adhésion non-spécifique.
Dans ce but, les chercheurs ont proposé diverses techniques.

Les premiéres études sur la réduction de I’adhésion non-spécifique des biomol écules
par les chainons éhyléne glycol (EG) ont été réalisés en 1991 par Pale-Grosdemange et al..
Ils ont développé des monocouches composées de thiols, comportant une partie alkyle
terminée par un PEG de longueur variable, adsorbés sur une lame d'or.?* Le PEG induit un
certain désordre au sein de la SAM contrairement a celle composée de chaines akyles
uniquement. De plus, ces surfaces permettent de diminuer |’adsorption des protéines.
L’amoindrissement de I’adhésion non-spécifiqgue de quatre protéines tests (fibrinogene,

2 Dinh D.H., Pasca E., Vellutini L., Bennetau B., Rebiére D., Dejous C., Moynet D., Belin C., Pillot J-P.
Sensors and Actuators B 2010, 146, 289-296.

% Mas G.Y., Moynet D., Rebiére D., Dejous C., Zimmermann C., Bennetau B., Pillot J-P. Brevet Francais FR-
2878622 2006.

2 pale-Grosdemange C., Simon E.S., Prime K.L., Whitesides G.M. J. Am. Chem. Soc. 1991, 113, 12-20.
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lysozyme, pyruvate kinase et RNAse A) a éé confirmé sur ce méme type de SAM.? La
résistance al’ adhésion augmente avec lalongueur du chainon PEG. Par contre, le groupement
terminal ne semble pasjouer derdle.

Une monocouche mixte constituée d’ alkylthiols biotinylés et de thiols terminés par un
chainon tetraéthyleéneglycol (TEG) augmente la liaison spécifique de la streptavidine sur la
biotine.®® Ceci est di & la réduction de I’ adsorption non-spécifique par le chainon TEG et
aussi aune meilleure accessibilité des biotines.

De méme, les chainons EG sont aussi souvent utilisés dans des applications ou il est
important d'avoir une adhésion non-spécifique minimale (puces & ADN?"® ou mesure
d'interactions protéine-ligand®®). Ces mémes propriétés ont été utilisées pour faire croitre un
réseau de cellules neuronales par photodéprotection sélective de certaines zones de fagon a
déposer de la poly-D-lysine pour faire croitre les neurones.*

Une étude a montré que les molécules a base de chainons EG ne sont pas les seules a
limiter I’ adhésion non-spécifique des molécules.® Les propriétés nécessaires pour cela ont été
mise en évidence (hydrophilicité, molécules éectriquement neutres et comportant des
groupements accepteurs de liaisons hydrogénes mais pas de groupements donneurs). Parmi
les nombreuses molécules testées, les dévirés de I’ oligo(sarcosine), la N-acétylpipérazine et
des dérivés de sorbitol perméthylés se sont montrés étre de bons candidats pour diminuer
I’ adhésion non-spécifique (Figure [-8).

% prime K.L., Whitesides G.M. J. Am. Chem. Soc. 1993, 115, 10714-10721.

% Nelson K.E., Gamble L., Jung L.S., Boeckl M.S., Naeemi E., Golledge S.L., Sasaki T., Castner D.G.,
Campbell C.T., Stayton P.S. Langmuir 2001, 17, 2807-2816.

# Zhang L., Li D., Meng W., Huang Q., Su Y., Wang L., Song S., Fan C. Biosensors and Bioelectronics 2009,
25, 368-372.

% 3) Bennetau B., Bousbaa J., Choplin F. Brevet Mondial W00153303 2001 ; Bennetau B., Bousbaa J., Choplin
F., Souteyrand E., Martin J-R., Cloarec J-P. Brevet Mondial W00153523 2001.

% Sekar M.M.A., Hampton P.D., Buranda T., Lopez G.P. J. Am. Chem. Soc. 1999, 121, 5135-5141.

% Cheng J., Zhu G., Wu L., Du X., Zhang H., Wolfrum B., Jin Q., Zhao J., Offenhéusser A., Xu Y. J. Neurosci.
Methods 2013, 213, 196-203.

3 Ostuni E., Chapman R.G., Holmlin R.E., Takayama S., Whitesides G.M. Langmuir 2001, 17, 5605-5620.
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Figurel-8. Absorbance du fibrinogéne sur des SAM s préparées a partir de N-acétylpipérazine, de dérivés
d'oligo(sar cosine) ou de dérivés de sorbitol per méthylés®
Au vu des différents éléments présentés ici, les SAMs semblent étre une méthode de
choix pour immobiliser de maniére covalente des objets biologiques sur des surfaces solides.
Nous allons donc détailler e principe de I’ édlaboration de SAMs sur des surfaces de silice et
les différents paramétres influencant la formation et I’ organisation de celle-ci.

B. Monocouches auto-assemblées (SAMs)

En s appuyant sur les travaux de Langmuir de 1917 montrant que le dépbt de quelques
gouttes de molécules amphiphiles (de I huile par exemple) sur une surface d' eau conduisait a
la formation d’un film monomoléculaire®, Blodgett a démontré que ce film pouvait étre
déposé sur une surface solide (films de Langmuir-Blodgett).**3* Mal gré son grand intérét pour
la modification des propriétés d’ une surface, cette technique présente des limites intrinseques
(une petite variation de la température détériore de maniere irréversible le film) qui réduiront
son utilisation.

En 1946, Bigelow et al. prouvent gue des molécules polaires a longues chaines alkyle
(acoals, acides, amines) dans un solvant non polaire (hexadécane ou dicyclohexyle) peuvent
former, par adsorption sur une surface, une monocouche de molécules bien organisées.®

% | angmuir 1. J. Am. Chem. Soc. 1917, 39, 1848-1906.

% Blodgett K. J. Am. Chem. Soc. 1934, 56, 495.

% Blodgett K. J. Am. Chem. Soc. 1935, 57, 1007-1022.

% Bigelow W.C., Pickett D.L., Zisman W.A. J. Colloid Sci. 1946, 1, 513-538.
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Bien que cela ait été postulé auparavant sans étre directement mis en évidence
expérimentalement®**", Sagiv a montré, en 1980, le premier exemple de formation spontanée
d’ une monocouche d’ octadécyltrichlorosilane (OTS) par adsorption directe sur une surface de
silice avec création de liaisons covalentes entre le silane et la surface® Le terme de
monocouches auto-assemblées (SAM : Self-Assembled Monolayers) est employé pour la
premiére fois dans un aticle du New Scientist de 1983%, décrivant la formation de
multicouches ordonnées par chemisorption successives de plusieurs couches
d’ hexadécenyltrichlorosilane.*°

Dans les années 80, le grand développement de nouvelles techniques d’ analyses de
surface telles que la microscopie a effet tunnel (STM, 1981) et la microscopie a force
atomique (AFM, 1986), a fortement contribué a I’ essor des monocouches auto-assembl ées.
Celles-ci sont toujours constituées de molécules organiques spontanément adsorbées sur un
substrat solide avec une création de liaisons chimiques entre la molécule et le substrat. Un
grand nombre de combinaisons a été examiné lors de ces vingt derniéres années. A titre
d'exemple, Tao et al. ont éudié, en 1993, |'auto-assemblage d'acides carboxyliques
comprenant des groupements biphényle et naphtyle sur des surfaces d’ argent et de cuivre.**

Il existe deux principaux types de SAMs. Elles peuvent provenir soit de I’ adsorption
de composés soufrés tels que les thiols, les sulfures ou les disulfures sur des surfaces
métalliques (or, argent, cuivre...), soit du greffage covalent d organosilanes sur des surfaces
d’ oxydes de silicium ou d'auminium (Figure I-9).

% Zisman W.A. Ind. Eng. Chem,, Prod. Res. Dev. 1969, 8, 98-111.

3 LeeL-H. J. Colloid Interface Sci. 1968, 27, 751-760.

% Sagiv J. J. Am. Chem. Soc. 1980, 102, 92-98.

% New Scientist 1983, 98, 20.

“O Netzer L., Sagiv J. J. Am. Chem. Soc. 1983, 105, 674-675.

“ Tao Y-T., Lee M-T., Chang S-C. J. Am. Chem. Soc. 1993, 115, 9547-9555.
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Figure-9. Monocouches auto-assemblées sur or et silice.

La particularité des SAMs préparées a partir d organosilanes est leur stabilité
supérieure a celles obtenues avec des thiols sur de |’ or. En effet, les silanes peuvent créer trois
liaisons covalentes en raison de trois groupements portés par |’atome de silicium,
contrairement aux thiols qui ont un seul site réactionnel. Ainsi se forme un réseau
tridimensionnel de liaisons covalentes trés fortes appelées siloxanes (Si-O-Si). De plus, la
compréhension de la nature exacte de la liaison soufre-métal reste un des sujets les plus
controversés en nanoscience. *

En raison de la meilleure stabilité des liaisons siloxaniques, nous avons choisi de
travailler avec des organosilanes et des substrats de SiO..

1.  Principe de formation de SAMs sur SiO2

Pour former un nanofilm organique sur une surface de silice, laréaction de silanisation
est souvent utilisée. Celle-ci consiste en la condensation d’un composé silicié (trichlorosilane
ou trialcoxysilane) sur les groupements silanols de surface (Figure 1-10).

2 pensa E., Cortés E., Corthey G., Carro P., Vericat C., Fonticelli M.H., Benitez G., Rubert A.A., Savarezza
R.C. Acc. Chem. Res. 2012, 45, 1183-1192.
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Figure1-10. Schéma du mécanisme de silanisation selon Sagiv.*®

Le mécanisme communément admis pour cette réaction comporte trois étapes.® La
premiere est une attraction des silanes vers la surface de silice, recouverte d’ une fine couche
d’ eau, les groupements -SiX3 agissant comme une téte polaire. Les groupements halogéne ou
alcoxyle sont hydrolysés lorsqu’ils sont suffisamment proches de la surface. Les silanes sont
ensuite liés par des liaisons hydrogéne aux silanols de la surface et leurs proches voisins. Pour
finir une condensation permet la formation d’ un réseau dans lequel les molécules d OTS
peuvent former une liaison avec la surface et des liaisons hydrogéne avec leurs voisines ou
vice versa.

Silberzan et al. ont ensuite complété ce mécanisme en montrant que les molécules de
silanes formaient un réseau en se liant entre elles apres leur physisorption sur le film d’eau
présent a la surface de la silice. Ensuite, ce réseau s accroche sur la silice en ne formant que
quelques liens avec celle-ci (Figure 1-11).%
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Figurel-11. Schéma d'une SAM sdlon Silberzan.*®

* Silberzan P., Léger L., Ausserré D., Benattar J.J. Langmuir 1991, 7, 1647-1651.
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Suivant les groupements hydrolysables utilisés, laréactivité vis-a-vis des silanols de la
silice peut fortement varier. En effet, lors de I’ hydrolyse des groupements trichlorosilanes, de
I’acide chlorhydrique est libéré dans le milieu. Cela a pour effet de catalyser la réaction
d hydrolyse. Les groupements alcoxyle (méthoxyle ou éthoxyle) sont quant a eux beaucoup
moins sensibles a I’hydrolyse. Il faut donc gouter un catalyseur (acide ou basique).
L’ hydrolyse est beaucoup plus rapide en milieu acide. Par contre en milieu basique c est
plutdt la condensation des molécules qui est rapide. Celle-ci pourra méme se produire avant
que toutes |les molécules soient hydrolysées.* Par ailleurs le groupement triméthoxysilyle est
plus facilement hydrolysable que le groupement triéthoxysilyle pour des raisons
d encombrement stérique. Ainsi d'une fagcon générae, il faudra utiliser les chlorosilanes
rapidement aprés leur synthése alors que les alcoxysilanes pourront étre stockés plus
longuement sous atmosphere inerte.

L’ éude de monocouches partielles a permis d’en savoir plus sur la formation des
SAMs et sur le processus d auto-assemblage. En 1986, Cohen et al. ont suggéré, suite a
I’étude par infrarouge de couches partielles d'OTS, que la croissance de la SAM se faisait
plus par la formation d’ «ilots» qu'avec une couche homogéne de molécules éparses.® A
I’inverse des études par ellipsométrie, réflectivité des rayons X et infrarouge de monocouches
partielles, semblaient plutdt laisser penser a une structure homogene mais désordonnée
(Figure 1-12).64

“ Hench L.L., Wet J.K. Chem. Rev. 1990, 90, (p. 38-39) 33-72.

> Cohen S.R., Naaman R., Sagiv J. J. Phys. Chem. 1986, 112, 3054-3056.

6 Wasserman S.R., Whitesides G.M., Tidswell 1.M., Oscko B.M., Pershan P.S., Axe J.D. J. Am. Chem. Soc.
1989, 111, 5852-5861.

4" Mathauer K., Franck C.W. Langmuir 1993, 9, 3446-3451.
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SiO,
croissance par "ilots’ crowmnce homogene
et désordonnée

S0,

Figurel-12. Représentation de la croissance par Tlots et de la croissance homogene et désor donnée.

Mais en 1995, une étude AFM menée par Bierbaum et al. sur des monocouches d’ OTS
amontré que ¢ éait finalement la croissance par « lots » qui prévalait (Figure 1-13).%

15s 5min 35min

Figurel-13. Images AFM delaformation d'une monocouatge d'OTS en fonction du tempsd'immersion (5 um x 5
pm).

“8 Bierbaum K., Grunze M., Baski A.A., Chi L.F., Schrepp W., Fuchs H. Langmuir 1995, 11, 2143-2150.
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Diverses équipes ont confirmeé par AFM |e mécanisme de croissance par « 1lots » pour
la formation de monocouches d'OTS, de 3-mercaptopropyltriméthoxysilane® et
d’ octadécyltriméthoxysilane (OTMS)™, prouvant ainsi savalidité pour les alcoxysilanes.

Toutefois de nombreux autres paramétres sont importants pour former des SAMs
denses et homogenes.

2. Parametres influencant la formation et I'organisation de
SAMs

a) L’eau et le solvant

Parmi les nombreux parameétres qui influencent la formation et I’ organisation d une
SAM, la quantité d eau présente dans le milieu a une grande importance puisqu’ elle participe
al”hydrolyse du composé silicié.

L’ éude infrarouge d’ une monocouche d’ OTS a mis en évidence que celle-ci était plus
compacte et ordonnée sur une surface de silice compléetement hydratée que sur un wafer de
silicium sec ou le taux de recouvrement sera moins bon.>! Tripp et al. ont quant & eux
démontré, toujours en utilisant la spectroscopie infrarouge, I’ absence de réaction directe entre
I’OTS et les silanols de la silice pyrogénique (silice amorphe dont les grains sont poreux et
présentent une grande surface spécifique) mais que I’ OTS réagissait avec une couche d’eau
présente & la surface de celle-ci.®® Cela a été confirmé par Finklea et al. qui ont réuss a
former une monocouche d'OTS a la surface d'une lame d'or préalablement hydratée malgré
" absence de groupements hydroxyle a sa surface.

Afin de déterminer la quantité d’ eau optimale nécessaire pour obtenir une monocouche
trés dense, de I’ eau deutérée a été adsorbée sur de la silice. Ensuite, la mesure de la quantité
de D,0 extraite par un solvant (toluéne) a permis d’ obtenir la quantité d’ eau optimale (0,15
mg/100 mL de solvant).>* Une augmentation de la proportion d’ eau dans le milieu réactionnel
a pour consegquence un greffage plus rapide. De plus, comme la formation en solution et

*yang S.-R., Kolbesen B.O. Applied Surface Science 2008, 255, 1726-1735.

* pillai S, Pai R.K. Ultramicroscopy 2009, 109, 161-166.

L Angst D.L., Simmons G.W. Langmuir 1991, 7, 2236-2242.

2 Tripp C.P., Hair M.L. Langmuir 1992, 8, 1120-1126.

%3 FinkleaH.O., Robinson L.R., Blackburn A., Richter B., AllaraD., Bright T. Langmuir 1986, 2, 239-244.
* McGovern M.E., Kallury K.M.R., Thomson M. Langmuir 1994, 10, 3607-3614.
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I’adsorption de larges agrégats pré-organisés est favorisée, la croissance par «ilots » est
privilégiée.>>>°

Des monocouches o’ OTS particuliérement lisses (rugosité Rms: 1,0 A) ont été
obtenues avec une concentration d’ eau tres faible et un solvant trés hydrophobe (Isopar-G) qui
force lafine pellicule d’ eau & rester collée ala surface.®” Les temps de greffage sont beaucoup
plus longs car il faut 48 h pour obtenir une monocouche compléte. Les molécules de silane
doivent probablement diffuser dans le solvant jusqu’ a atteindre la fine pellicule d’ eau présente
alasurface delasilice.

Dans le cas de greffage de triméthoxysilanes sur une surface de silice, sans gout de
catalyseur pour faciliter I"hydrolyse, il semble qu'un seul des groupements méthoxyle
réagisse avec les silanols de la surface.®® La monocouche obtenue sera donc clairsemée. La
guantité de molécules greffées est déterminée aprés mesure de |’ absorbance aprés greffage de
coumarine sur la surface. Un lavage a I'’eau, entre deux étapes de silanisation, permet
d hydrolyser les autres groupements méthoxyle et donc d’ obtenir une monocouche plus dense
avec laformation de liaisons siloxanes entre les différentes mol écules de silane.

Le choix du solvant de greffage joue auss un rble important. En effet, selon
McGovern et al., des monocouches de meilleure qualité sont obtenues avec le toluéne ou le
benzene. Ceux-ci présentent la capacité de solubiliser la quantité d’ eau optimale et permettent
ains aux molécules de polymériser & la surface du substrat.>* Ils ont aussi montré que le
solvant pouvait jouer un réle dans la compacité de la monocouche d' OTS présente ala surface
delasilice. En effet, lorsque le solvant utilisé est composé de longues chaines alkyle (n = 16,
hexadécane), celui-ci en s'intercalant entre les molécules d’ OTS aide a leur auto-assemblage.
Dans le cas de chaines courtes (n = 5, pentane par exemple), en venant s agréger entre les
molécules d’OTS, les molécules de solvant peuvent rendre I’ auto-assemblage plus difficile.
En effet, elles vont réduire les interactions entre les molécules d’ OTS. Le dichlorométhane, en
facilitant la formation de liaisons hydrogéne entre les molécules d'eau et les groupements
trichlorosilyles, favorise leur hydrolyse.®® Cela permet d’ obtenir des SAMs mieux organisées

*® Deshief S., Patrone L., Goguenheim D., Guerin D., Vuillaume D. Phys. Chem. Chem. Phys. 2011, 13, 2870-
2879.

* vallant T., Brunner H., Mayer U., Hoffmann H., Leitner T., Resch R., Friedbacher G. J. Phys. Chem. B 1998,
102, 7190-7197.

*Wang Y., Lieberman M. Langmuir 2003, 19, 1159-1167.

%8 K rasnoslobodtsev A.V., Smirnov S.N. Langmuir 2002, 18, 3181-3184.

% Manifar T., Rezaee A., Sheikhzadeh M., Mittler S. Applied Surface Science 2008, 254, 4611-4619.
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et plus compactes. Le toluéne montre aussi cette capacité a faciliter |'adsorption des
molécules d' OTS sur la surface de silice.

Au Laboratoire (ISM), Navarre et al., ont montré que dans le cas du greffage de
trichlorosilanes comportant une longue chaine alkyle comme le 22-(trichlorosilyl)docosane,
un gout dhexadécane comme co-solvant permettait la pré-organisation des molécules en
solution et diminuait donc le nombre d’ agrégats observés.®

b) La température de greffage

D’ apres Bigelow et al., I'influence de la température est capitale lors de la formation
de monocouches sur des surfaces solides.®* Ils ont montré qu'il existait une température au-
dessus de laguelle il n’était plus possible de former des monocouches. Une autre équipe a
montré qu’ une baisse de la température coincide avec une meilleure qualité des monocouches
obtenues méme si cela peut sembler paradoxal.® Ils I’expliquent par une baisse de la
solubilité du silane dans le solvant ce qui favorise sa physisorption sur le substrat. Une éude
par mesure d’angle de contact, ellipsométrie et spectroscopie infrarouge, a mis en évidence
I’ existence d’une température critique T, (28 = 5°C pour I'OTS) en dessous de laquelle la
monocouche atteignait sa densité la plus élevée, et au-dessus de laguelle elle devenait
beaucoup plus désordonnée.®® Cette température est proportionnelle & lalongueur de la chaine
carbonée, ¢’ est une propriété intrinséque du silane qui est indépendante du solvant utilisé.®*%*
D’apres Rye, cette température critique est proportionnelle a la température de fusion des
alcanes correspondants.®® 1l émet I'hypothése, qu’au-dessous de cette température, les
interactions al cane-al cane favorisent un alignement des molécules proches les unes des autres
de maniére a avoir une SAM bien organisée. Au-dessus de cette température, I’ augmentation
de I’ énergie thermique améne les molécules de silanes a se masquer les unes les autres et les
groupes hydroxyle deviennent moins accessibles pour former les liaisons siloxane. D’ autres
auteurs ont aussi mis en évidence |’ existence de cette température critique en dessous de
laquelle une croissance par « lots » méne & une surface bien ordonnée.®® A I’ aide d’ une étude
AFM, une autre égquipe a montré |’ existence de deux températures caractéristiques pour le
greffage d OTS.®’ IIs ont donc défini une température To (16°C pour I'OTS) en dessous de

 Navarre S., Choplin F., Bousbaa J., Bennetau B., Nony L., Aimé J.-P. Langmuir 2001, 17, 4844-4850.

¢! Bigelow W.C., GlassE., Zisman W.A. J. Colloid Sci. 1947, 2, 563-591.

2 parikh A.N., AllaraD.L., Ben Azouz |., Rondelez F. J. Phys. Chem. 1994, 98, 7577-7590.

% Brzoska J.B., Shahidzadeh N., Rondelez F. Nature 1992, 360, 719-721.

% Brzoska J.B., Ben Azouz |., Rondelez F. Langmuir 1994, 10, 4367-4373.

® Rye R.R. Langmuir 1997, 13, 2588-2590.

 a) Davidovits J.V., Pho V., Silberzan P., Goldmann M. Surface Science 1996, 352-354, 369-373 ; b)
Goldmann M., Davidovits J.V., Silberzan P. Thin Solid Films 1998, 327-329, 166-171.

¢ Carraro C., Yauw O.W., Sung M.M., Maboudian R. J. Phys. Chem. B 1998, 102, 4441-4445.
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laquelle alieu uniquement une croissance par « ilots » ainsi gu’ une température T (40°C pour
I’OTS) au-dessus de laguelle a lieu uniquement une croissance homogéne. Entre les deux
températures, ces deux types de croissance sont observés simultanément.

c) La longueur de la chaine carbonée

La capacité d auto-assemblage des akyltrichlorosilanes dépend de la longueur de la
chaine. Bierbaum et al. ont constaté, gréce a une éude par absorption des rayons X
(NEXAFS), quil y avait une longueur optimale (n = 18) ou les chaines sont toutes en
conformation trans et orientées perpendiculairement & la surface.®® Pour les chaines plus
longues, comme dans le cas du triacontyltrichlorosilane (n = 30), la couche est moins
ordonnée. La chaine, dans sa partie basse, est ordonnée mais, en raison de sa trop grande
longueur, peut étre désordonnée dans sa partie haute. Elle a tendance a se replier sur ele-
méme. Pour les chaines plus courtes, comme le propyltrichlorosilane (n=3), des films
completement désordonnés sont obtenus. En effet, comme les chaines sont trop courtes, les
interactions entre elles ne sont pas suffisantes pour permettre une bonne organisation de
celles-ci.®

d) Le groupement terminal

Le groupement terminal de la chaine akyle peut aussi avoir une influence sur I’ ordre
des molécules dans la monocouche. Par FTIR-ATR, spectroscopie XPS et angle de contact,
Heid et al. ont en effet montré que des couches bien organisées et compactes étaient obtenues
avec des organosilanes terminés aussi bien par une fonction vinyle que par un groupement
méthyle (n = 14 et 15).”° Par contre pour des organosilanes (n = 17) terminés par un
groupement plus volumineux, comme par exemple le groupe phthaoyle, les monocouches
sont beaucoup moins ordonnées. En effet, il peut y avoir, soit des génes stériques, soit des
interactions dipdle-dipdle répulsives entre les groupements. Pour un organosilane terminé par
une fonction amine (n = 17), des monocouches completement désordonnées sont obtenues a
cause d’interactions acide-base entre les groupements amine et les silanols de la surface. Avec
des organosilanes terminés par un groupement ester, cyanure ou bromure, il y a une moins
bonne organisation de la monocouche qu'avec les chaines terminées méthyle de méme
longueur (n = 16).™

% Bierbaum K., Kinzler M., Wéll Ch., Grunze M., Hahner G., Heid S., Effenberger F. Langmuir 1995, 11, 512-
518.

% Bierbaum K., Grunze M., Baski A.A., Chi L.F., Schrepp W., Fuchs H. Langmuir 1995, 11, 2143-2150.

" Heid S., Effenberger F., Bierbaum K., Grunze M. Langmuir 1996, 12, 2118-2120.

" vallant T., Kattner J., Brunner H., Mayer U., Hoffmann H. Langmuir 1999, 15, 5339-5346.
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A partir du 23-(trichlorosilyl)tricosanoate de méthyle, des monocouches bien
ordonnées et compactes, présentant un groupement C=0 orienté perpendiculairement a la
silice, ont éé mises en évidence par des mesures d' ellipsométrie, d angle de contact et
d'infrarouge.” Par contre, selon des éudes menées au Laboratoire (ISM) dans le cas de
I’acétate de 2-(22-trichlorosilyldocosoxy)éthyle, ou le groupement acétate est plus
volumineux, on observe une moins bonne organisation de la SAM due a des génes stériques.
Si la fonction alcool est déprotégée, la SAM a une meilleure organisation.” En effet, des
liaisons hydrogene vont se former entre les groupements alcool ce qui donnera une meilleure
cohésion ala monocouche.

e) Les fonctions favorisant un auto-assemblage

i.  Les cycles aromatiques et les interactions -1t

L’ gjout de cycles aromatiques dans les chaines alkyle, via des interactions n-mt, apporte
delastabilité et des propriétés optiques ou € ectroniques particuliéres ala monocouche.

Tillman et al. ont donc essayé d obtenir des monocouches a partir d’ agents de
couplage comportant un groupement phénoxyle intercalé dans la chaine alkyle (Figure 1-14).”
Dans le cas des longues chaines akyle comme le 1-(trichlorosilyl)-11-(p-n-
nonylphénoxy)undécane (n = 20) des SAMs de qualité comparable a celles obtenues a partir
d’OTS ont été observées. De plus, le groupement phénoxyle étant éoigné de la surface de la
SAM, il n’influence pas les propriétés de mouillabilité de celle-ci. Pour les chaines alkyle plus
courtes (n = 13), I’gout d' un tel groupement diminue I’ ordre de la monocouche. En effet, cela
a un effet similaire a celui observé lors de la réduction de la longueur de la chaine alkyle de
deux carbones. Enfin, ils ont aussi démontré que plus le groupement phénoxyle est proche de
la surface de la SAM, plus il va avoir d’influence sur les propriétés de mouillabilité de la
monocouche.

2 Tjllman N., Ulman A., Penner T.L. Langmuir 1989, 5, 101-111.

3 Choplin F., Navarre S., Bousbaa J., Babin P., Bennetau B., Bruneel J-L., Desbat B. J. Raman Spectrosc. 2003,
34, 902-906.

" Tillman N., Ulman A., Schildkraut J.S., Penner T.L. J. Am. Chem. Soc. 1988, 110, 6136-6144.
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Figure1-14. Schéma des molécules utilisées par Tillman et al..”

Il est aussi possible d’ obtenir des monocouches bien ordonnées avec des organosilanes
comportant une chaine alkyle terminée par quatre cycles aromatiques successifs.” Pour cela,
la température de greffage a été diminuée a 0°C afin de réduire I’ agitation thermique et
permettre I’ assembl age des mol écules grace aux fortes interactions nt-x.

Lorsgue le groupement phényle est directement lié a |’atome de silicium, il est aussi
possible d’ obtenir des monocouches denses et bien organisées. Par contre, la longueur du
groupement aromatique joue un réle important dans I’ organisation. En effet, une multicouche
est obtenue pour le phényltriméthoxysilane, alors que pour le styryltriméthoxysilane (-Ph-
CH=CH,;) et le méhylstilbényltriméthoxysilane (-Ph-CH=CH-Ph-CH3) ce sont des
monocouches.”®

ii.  Les liaisons hydrogene intermoléculaires

La formation de liaisons hydrogene entre les différentes molécules d’ une monocouche
devrait aussi augmenter la stabilité d’une SAM. C’est pourquoi I’ gout d’une fonction amide
au sein de la chaine alkyle a éé largement étudié. En général, cette fonction est créée par la
réaction de la fonction amine terminale d'une chaine courte (le plus souvent le 3-
aminopropyltriéthoxysilane (APTES)) avec un acide’”, un chlorure d'acide™ ou bien un
anhydride.” Ren et al. ont fait réagir un acide & chaine longue (I’ acide stéarique) sur une

> Nam H., Granier M., Boury B., Park S.Y. Langmuir 2006, 22, 7132-7134.

® Moineau J., Granier M., Lanneau G.F. Langmuir 2004, 20, 3202-3207.

" Anderson A.S., Dattelbaum A.M., Montafio G.A., Price D.N., Schmidt J.G., Martinez J.S., Grace W.K., Grace
K.M., Swanson B.I. Langmuir 2008, 24, 2240-2247.

8 Fang J., Chen M-S., Shashidhar R. Langmuir 2001, 17, 1549-1551.

KimJ., Cho J., Seidler P.M., Kurland N.E., Yadavalli V.K. Langmuir 2010, 26, 2599-2608.
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surface de silice préalablement fonctionnalisée avec une couche d’ APTES.® Bien que la
fonctionnalisation de la surface avec I'acide entraine une diminution de sa rugosité, les
auteurs n’ont pas réussi a mettre en évidence la présence de liaisons hydrogéene. En effet, en
spectroscopie infrarouge par transmission les bandes caractéristiques de I’ amide n’ont pu étre
identifiées. Le signal est relativement faible et les bandes caractéristiques de I'eau et de la
silice apparaissent au méme endroit.

Les substrats a base de silice n’ étant pas adaptés aux caractérisations par spectroscopie
infrarouge d’ absorption-réflexion (IRRAS), il est difficile de mettre en évidence la présence
de liaisons hydrogéne dans |es monocouches comportant une fonction amide. Pour essayer de
contourner ce probléme, un cristal ATR a éé fonctionnaliseé directement avec une
monocouche.® Cette technique est loin d'étre idéale car elle nécessite de nettoyer le cristal
avec un plasma d’ argon pour enlever la monocouche ce qui peut accélérer son vielllissement.
Kim et al. ont, quant a eux, fixé un wafer de silicium fonctionnalisé directement sur le cristal
ATR pour enregistrer le spectre de la monocouche (la face fonctionnalisée orientée coté
cristal).” Laméme technique a été utilisée pour caractériser une surface fonctionnalisée par la
N-[3-(triméthoxylsilyl)propyl] éthylenediamine sur laquelle ils ont fait réagir le chlorure de
stéarolyle.® En observant la position des bandes amide | et Il, ils ont mis en évidence
I’ existence probable de liaisons hydrogene dans le film. De plus, ils ont montré que la
présence d’ une fonction amine supplémentaire améiorait la stabilité du film en formant une
deuxiéme couche de liaisons hydrogéne.

Certaines équipes ont aussi essayé de greffer directement le précurseur comportant la
fonction amide sur une surface de silice. Par exemple, une surface a été fonctionnalisée avec
le N-[(3-triéthoxylsilyl)propyl]octadécanoylamide.®® Grace & la fonction amide, la
monocouche présente une meilleure stabilité. Par contre, par spectroscopie infrarouge, ils ont
montré que les chaines alkyle éaient relativement peu organisées (valeurs de 2925 cm™ et
2854 cm™ contre 2930 cm™ et 2856 cm™ pour des chaines totalement désordonnées®). Cette
désorganisation des chaines akyle peut étre expliguée par la distance entre deux groupements
amide (4,5-5 Z\)&E’, trop importante, pour que les interactions de Van der Waals entre les
chaines alkyle puissent avoir lieu.

Il est toutefois plus facile de mettre en évidence |’ existence de liaisons hydrogéne
intermoléculaires dans le cas du greffage de thiols comportant une liaison amide sur des

®RenS., Yang S., Zhao Y. Langmuir 2003, 19, 2763-2767.

8 Siewierski L.M., Brittain W.J., Petrash S., Foster M.D. Langmuir 1996, 12, 5838-5844.

8 30ng S., Zhou J., QuM., Yang S., Zhang J. Langmuir 2008, 24, 105-109.

8 30ng S, Ren S., Wang J., Yang S., Zhang J. Langmuir 2006, 22, 6010-6015.

8 Snyder R.G., Strauss H.L ., Elliger C.A. J. Phys. Chem. 1982, 86, 5145-5150.

% Dieudonné P., Wong Chi Man M., Pichon B.P., Vellutini L., Bantignies J-L., Blanc C., Creff G., Finet S.,
Sauvgjol J-L., Bied C., Moreau J.J.E. Small 2009, 5, 503-510.

31



Chapitre [: Etude bibliographique sur lI'immobilisation d’objets biologiques sur des
surfaces chimiquement modifiées et la formation des monocouches auto-assemblées.

surfaces d’or. En effet ces substrats sont adaptés pour une étude par spectroscopie infrarouge
par réflexion. Tam-Chang et al. ont montré la présence de ces liaisons en étudiant par
spectroscopie infrarouge polarisée par réflexion externe (PIERS) la fonctionnalisation d une
surface d’or par un thiol comportant une fonction amide® L’éude de la position et de
I’intensité relative des bandes de la fonction amide leur permet d’ affirmer que la plupart des
chaines sont impliquées dans des liaisons hydrogene. La présence d une fonction amide
assure une meilleure stabilité des monocouches mais par contre elle tend a désorganiser les
chaines akyles. Pour disposer d’'un systéme ordonné, il faut utiliser des chaines akyles plus
longues (n = 14).%"

La fonction urée a aussi été utilisee pour former des SAMs s auto-assemblant par
liaisons hydrogéne sur des substrats de silice. Par exemple, une fonction urée a été créée en
faisant réagir, apres greffage, différentes amines (comme la dodécylamine par exemple) sur
une SAM composée d’isocyanates (n = 10).%% La présence de liaisons hydrogéne a été mise en
évidence par FTIR-ATR (Figure I-15).

CHy  CHo  CHs
(HZC\)11 (H2C\)11 (H2C\)11

NH NH NH
0 0 0
N\ N\ /
\\C\\ \C\\ \C\\ 0=C,_0=C__ 0=C
N N N ITIH ITIH ITIH
(CH2)40 (CH2)10 (CH2)1o (CHy)10 (CHR)10 (CH2)10
0L 0L 0L 0 CHy(CHy,NH, /o\sli/o\gi/o\sli/o\
| I I I I
0 o 0 o 0 o
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Figurel-15. Schéma delaréaction d'une monocouche ter minée par un isocyanate avec la dodécylamine.

L’utilisation de longues chaines comportant une fonction urée présente plusieurs
avantages par rapport aux longues chaines purement alkyle. D’une part, la synthése de
longues chaines purement alkyle est souvent compliguée a mettre en ceuvre et donne de
faibles rendements. D’autre part, |’ auto-assemblage par liaisons hydrogene permet d’ avoir
une meilleure cohésion dela SAM.

% Tam-Chang S-W., Biebuyck H.A., Whitesides G.M., Jeon N., Nuzzo R.G. Langmuir 1995, 11, 4371-4382.

8 Clegg R.S., Hutchison J.E. Langmuir 1996, 12, 5239-5243.

8 Ardés-Guisot N., Durand J-O., Granier M., Perzyna A., Coffinier Y., Grandidier B., Wallart X., Stievenard D.
Langmuir 2005, 21, 9406-9408.
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Pour obtenir une urée, la modification apres le greffage, n’est pas la seule possibilité
(Figure 1-15). La synthese et le greffage d organosilanes fonctionnels comportant cette
fonction peut aussi étre envisagee. Cette synthése, basée sur la chimie des isocyanates, est
plus facile a mettre en ceuvre et permet d’ obtenir de meilleurs rendements.

Au Laboratoire (ISM) la synthese d'organosilanes fonctionnels comportant une
fonction urée a éé réalisée (Figure 1-16).% Pour cela, tout d'abord, la fonction acide
carboxylique de I’ acide 12-aminododécanoique est protégée sous forme d ester méthylique.
Celui-ci est ensuite couplé avec I'isocyanate insaturé obtenu suite a une réaction de Curtius
pour synthétiser le précurseur insaturé. Pour finir, |I’organosilane est réalisé grace a
I” hydrosilylation du précurseur insaturé.

HO,C NH,—>MeO,C NH3+ Cr

H H H H
MeO,C N N MeO,C N N Si(OMe
: Z\MI/]T\M“/\ 2\MI/IT\% (OMe)s

0 0]

ht ht

Figure1-16. Schéma de |la synthése d'un organosilane fonctionnel comportant une fonction urée®

Des monocouches formées a partir de cet organosilane ont été réalisées sur des lames
d or recouvertes d'une fine couche de silice, pouvant étre ensuite caractérisees par PM-
IRRAS (Spectroscopie InfraRouge de Réflexion-Absorption par Modulation de Polarisation).
Cette technique permet d avoir des informations sur |’ organisation des molécules au sein de la
SAM. Il est, par exemple, possible de déterminer I’ orientation du groupement urée. Les
liaisons C=0 et N-H étant orientées préférentiellement parallélement ala surface, les liaisons
hydrogéne intermoléculaires sont donc favorisees. L’écart entre les deux bandes
caractéristiques de I’ urée permet aussi de confirmer la présence de liaisons hydrogéne.&eer!

Signet non défini.

Toujours en utilisant la chimie des isocyanates, il est possible de synthétiser des
organosilanes avec d autres fonctions terminales (époxyde, vinyle® par exemple) et de faire
varier la position de la fonction urée dans la chaine. Les SAMs réalisées a partir de ces
organosilanes ont aussi été caractérisees par PM-IRRAS (Figure |-17).

% Ramin M.A., Le Bourdon G., Heuze K., Degueil M., Belin C., Buffeteau T., Bennetau B., Vellutini L.
Langmuir 2012, 28, 17672-17680.
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Figurel-17. Schémad'une SAM formée a partir d'un organosilane comportant une fonction urée et terminé par une
double liaison.®

L'analyse par PM-IRRAS permet, d'une part d'avoir des informations sur
I’ organisation des molécules (ordre ou désordre des chaines akyle), d autre part de suivre les
modifications chimiques sur lafonction terminale.®®

3. Formation de SAMs mixtes

Il est possible de modifier les propriétés de la surface (mouillabilité, adhésion...) en
faisant varier les proportions relatives de deux ou plusieurs composants. Le dével oppement de
SAMs mixtes peut aussi présenter un intérét dans le domaine des biotechnologies. Ainsi, en
diluant un organosilane réactif au milieu d autres « inertes », les biomolécules immobilisées
sur la surface peuvent étre espacées.

Pour former des SAMs mixtes, deux méthodes sont possibles. La premiére consiste a
mélanger deux molécules et ales greffer en une seule fois. La deuxiéme est d' gjouter d’ abord
une premiére molécule de fagon a former une monocouche incompléte et ensuite de la
compl éter avec une seconde molécule (Figure 1-18).
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Figure|-18. Schéma de préparation des SAM s mixtes: a) par co-adsorption et b) par additions successives.

a) Par co-adsorption de deux molécules

La premiére approche consiste a greffer sur une surface un mélange de deux molécules
dont la proportion relative peut varier. Le principal inconvénient de cette méthode est que,
suivant les propriétés respectives des deux molécules, la proportion relative des molécules
greffées sur la surface ne correspond pas toujours a celle de la solution de départ.

Une étude sur des SAMs mixtes composees d’akyltrichlorosilanes de différentes
longueurs (n = 4, 8, 12, 16, 18), avec des groupements terminaux d’encombrements différents
(méthyle ou tert-butyle), a montré que la composition de la monocouche était gouvernée par
des facteurs cinétiques.® Les chaines linéaires terminées par un groupement méthyle
S adsorbent avec une bien meilleure efficacité que celles avec un groupement terminal
encombré.

Lorsgue les deux molécules constituant la monocouche ont une structure ou des
propriétés similaires, la proportion des deux molécules sur la surface va correspondre a celle
dans la solution. Par exemple, une éude a montré que pour des monocouches composées de
deux molécules similaires telles que le HTS (hexadécyltrichlorosilane) et le Br-HTS, la
proportion des molécules sur la surface correspond & celle dans la solution.™ Au Laboratoire
(ISM) des monocouches mixtes d’ OTS et de (21-aminohénicosy!)trichlorosilane (protégé par
un groupement phtalimide pour le greffage) ont été dével oppées.”” Des SAM's homogeénes ont
été obtenues et comme les deux molécules sont relativement semblables, la proportion des
mol écules dans la solution correspond a celle sur la surface.

% Offord D.A., Griffin J.H. Langmuir 1993, 9, 3015-3025.

! Fryxell G.E., Rieke P.C., Wood L.L., Engelhard M.H., Williford R.E., Graff G.L., Campbell A.A., Wiacek
R.J., LeeL., Halverson A. Langmuir 1996, 12, 5064-5075.

% Martin P., Marsaudon S., Thomas L., Desbat B., Aimé J-P., Bennetau B. Langmuir 2005, 21, 6934-6943.
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Par contre, s les deux molécules ont des structures différentes, une adsorption
préférentielle d’ une des deux molécules dans la SAM peut étre notée. Par exemple, pour des
monocouches constituées a partir de DTS (décyltrichlorosilane) et TFEE (1-(trichlorosilyl)-
11-[(2,2,2-trifluoroéthoxy)carbonyl]-undécane) et avec I'utilisation d’'un solvant apolaire
(cyclohexane), une adsorption préférentielle de I’ ester est observée. Des liaisons hydrogene se
forment entre les molécules d'ester.”* Une différence de vitesse d adsorption ou une pré-
agrégation des molécules en solution peut aussi favoriser |’ adsorption d’ une des molécules.
Ce phénomeéne est, par exemple, remarqué pour des SAMs mixtes composées d'ODS
(octadécyltriméthoxysilane) et d' APTES dans lesquelles ce dernier est préférentiellement
adsorbé.® Des molécules fluorées (tridécafluoro-1,1,2,2-tétrahydrooctyl)-1-trichlorosilane)
s adsorbent environ dix fois plus rapidement que I’ octyltrichlorosilane dans le cas d' une SAM
mixte formée avec ces deux composés.** Cette différence d'adsorption peut auss étre
observée pour des SAMs mixtes composees de deux molécules terminées par une fonction
ayant une réactivité orthogonale (ne réagissant pas I’une sur |’autre et ayant chacune leurs
réactifs spécifigues). En effet pour des SAMs mixtes contenant une molécule terminée amine
et une molécule terminée azide, la molécule terminée amine va avoir une adsorption
préférentielle (Figure 1-19).%*

Xy
o © | O%C' | Yy.YY9
| ;%uo L

N % N 0
NH, 3 NH, 3 HN HN HN
0] 0} 0} o)
0 0 0 0 O—gi UG P e TN G N
/O\S‘i/ \S‘i/ \S‘i/ \S‘i/ ~ .- S‘| §| S‘| §|
O o 0 © 0 ? ? “3
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Figurel-19. Schéma d'une SAM mixte bi-fonctionnelle avec une réactivité orthogonale.

Vu I'importance de connaitre la proportion de molécules réellement adsorbées sur la
surface de silice, Min et al. ont développé une technique permettant de quantifier la

% Tong Y., Tyrode E., Osawa M., Yoshida N., Watanabe T., Nakgjima A., Ye S. Langmuir 2011, 27, 5420-
5426.

% Lagutchev A.S., Song K.J., Huang J.Y ., Yang P.K., Chuang T.J. Surf. Coat. Tech. 1997, 94-95, 383-389.

% Azam M.S., Fenwick S.L., Gibbs-Davis JM. Langmuir 2011, 27, 741-750.
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proportion de chague molécule dans une SAM mixte au moyen de spectroscopie infrarouge
(FT-IR) ou de spectroscopie de masse (TOF-SIMS (Time Of Flight-Secondary lon Mass
Spectrometry)).®

De plus, lors de la formation de monocouches mixtes par co-adsorption de deux
molécules, un autre type de phénomene peut étre constaté. En effet, il n'y a pas toujours une
dispersion homogene des deux molécules. Lorsgue les deux molécules ont des structures qui
leur donnent des propriétés d’ assemblages différentes, il peut y avoir une ségrégation de
phase. Dans ce cas, un regroupement des molécules d’'un méme type par nano-domaines va
avoir lieu. Par exemple, dans le cas dune SAM mixte composee d'OTS et
d’ aminophényltriméthoxysilane (APhMS), on note |'apparition d «ilots» dune des
molécules au milieu d’une phase continue constituée par I'autre.”” En effet le cycle
aromatique du groupement phényle (interactions n-n) et la fonction amine (liaisons
hydrogene) vont faire se regrouper les molécules d APhMS ensemble. La polarité du solvant
utilisé ou le rapport entre les deux molécules, permet de choisir quelle molécule s assemble en
flots. Ce phénomene de ségrégation de phase est aussi observé dans le cas du mélange de
phénylalkyltrichlorosilanes avec des molécules d’ OTS.*® Avec une SAM mixte composée de
deux phénylakyltrichlorosilanes (PBTCI  (phénylbutyltrichlorosilane) e PFPTCI
(pentafluoro-phénylpropyltrichlorosilane)) dilués dans de I'OTS, la taille des Tlots peut étre
drastiquement diminuée (environ 100 nm de diameétre).

Ce phénomene de ségrégation de phase peut aussi étre constaté lors du dével oppement
de SAMs mixtes composees de longues chaines alkyles ayant de fortes différences de
longueur (n = 30 et soit n = 16, 18 ou 20). Suivant les conditions utilisées trois types
différents de ségrégation de phase peuvent étre distingués™ :

- des «ilots » : Tlots de la molécule la plus longue entourés d’ une phase continue de la
molécule laplus courte (Figure 1-20 a)),

- des «trous » : Tlots de la molécule la plus courte entourés d' une phase continue de la
molécule la plus longue (Figure 1-20 b)),

- des «filaments» de la molécule la plus longue dans une phase continue de la
molécule la plus courte (Figure 1-20 c)).

% MinH., YuH., Son M., Moon D.W., Lee T.G. Surf. Interface Anal. 2011, 43, 397-401.

9 Fan F., Madarelli C., Couzis A. Langmuir 2003, 19, 3254-3265.

% patrone L., Gadenne V., Desbief S. Langmuir 2010, 26, 17111-17118.

% Deshief S., Patrone L., Goguenheim D., Vuillaume D. RSC Advances 2012, 2, 3014-3024.
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Figurel-20. Troistypes de ségr égation de phase possibles pour les SAM s mixtes (a) Tlots, b) trous et ¢) filaments).

Au Laboratoire (ISM), il a été montré que, pour des SAMs mixtes formées sur des
wafers de silicium & partir o un agent de couplage dendritique de 1%© génération (Figure I-21)
et de décyltrichlorosilane, il éait possible d’ obtenir, au choix, une surface homogene ou des
«Tlots » suivant le solvant utilisé.™
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Figurel-21. Structure de|'agent de couplage dendritique de 1% génér ation.

En effet, lorsgue le solvant utilisé est un mélange de chloroforme et de cyclohexane
(25/75) une surface homogene est obtenue. Par contre, lors de I'utilisation de toluéne, on
assiste alaformation de nano-domaines (Figure 1-22).
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Figure1-22. Images AFM obtenues pour le greffage de SAM s mixtes composées d'un dendron de 1%© génération et de
décyltrichlorosilane (a) dans CHCIy/CgH, (25/75) ; b) dans letoluéne).®

b) Par additions successives de deux molécules.

Pour certaines applications, il est nécessaire d'avoir un meilleur contréle des
proportions respectives de chacun des composeés formant une SAM mixte. Dans ce cas, il est
possible d’ additionner successivement les deux molécules.

Mathauer et al. ont é&udié, par fluorescence, des SAMs mixtes composées d' OTS et de
11-(2-naphtyl)undécyltrichlorosilane (2-Np).*” Des monocouches partielles d OTS ou de 2-
Np sont formeées. En raison d'un trop grand espacement des molécules dans les monocouches
partielles, les molécules ne sont pas organisees. Les SAMSs mixtes sont ensuite préparées par
comblement avec respectivement 2-Np ou OTS. Apres le comblement, les molécules étant
plus proches les unes des autres et donc la SAM plus dense, les molécules sont mieux
ordonnées.

Une étude par AFM de SAMs mixtes formées par addition successive d APS ((3-
aminopropyl)triméthoxysilane) et d OTMS montre la formation d'ilots dAPS entouré
d OTMS.!® Cela est vérifié par I'immobilisation de nanoparticules d’or qui se déposent
sélectivement sur les molécules d’ APS (Figure [-23). Cette technique d’ additions successives
permet d avoir un meilleur contrdle de |a ségrégation des molécules et du design des surfaces.

190 Choi I, Kim Y., Kang SK., Lee J,, Yi J. Langmuir 2006, 22, 4886-4889.
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Figurel-23. a) image AFM de hauteur d’une SAM composée d’APSet d'OTM S; b) et ¢) images AFM de hauteur et
deLFM (Lateral Force Microscopy) dela méme SAM avec des nanoparticules d’ or.*®

Elle permet aussi d’ obtenir une bonne organisation des molécules, ce qui ne serait pas
le cas, s elles éaient greffées seules. C'est, par exemple, ce qui est constaté pour des SAMs
mixtes composées de (17-aminoheptadécyl)triméthoxysilane (AHTMS) et d’ OTS.* En effet,
I’adsorption d AHTMS sur des ilots pré-adsorbées d’ OTS permet d avoir une organisation
des longues chaines terminées par des fonctions amines.

En jouant sur des groupements hydrolysables différents et sur I’ ordre d’ addition, il est
possible d obtenir soit une surface homogéne, soit une organisation par ilots. En effet, lors du
greffage successif d' OTS et d’ octyltriéthoxysilane (C8TES), il est possible d' obtenir les deux
types de surface!® S le C8TES est greffé d'abord, celui-ci va former un réseau
tridimensionnel. La molécule d’ OTS est juste assez grande pour venir se mettre dans les trous
laissés par le réseau de C8TES. La formation d’ une surface homogene a donc lieu. Par contre
s I’ordre est inversé, I'OTS va former des «ilots » et le C8TES va venir combler |es espaces.
Une segrégation de phase et |’ apparition de domaines de C8TES et d' OTS dont lataille varie
avec le temps de réaction est remarquée (Figure 1-24).

101 Harder P., Bierbaum K., Woell C., Grunze M., Heid S., Effenberger F. Langmuir 1997, 13, 445-454.
192 Feng J., Xu G.H., An Y., Zeng X. Colloid Surface A 2008, 316, 194-201.
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Figurel-24. |mages AFM de SAM mixtes C8TES/OTS (& gauche le C8TES est grefféen 1% ; adroitec’est I'OTS). %2

Parmi les deux méthodes présentées ici (co-adsorption ou additions successives),
chacune a ses avantages. En effet, si les deux molécules ont des propriétés chimiques proches,
il va étre préférable d’ utiliser la méthode par co-adsorption car elle est plus facile a mettre en
cauvre et la proportion dans la solution serala méme que celle sur la surface. Par contre, dans
le cas de molécules de propriétés chimiques différentes, pour connaitre de maniére précise la
proportion relative de chague molécule, il sera plus avantageux de procéder par additions
SUCCESSIVeS.

Au cours de cette étude bibliographique, les différents moyens d’immobilisation des
objets biologiques sur les SAMs ont éé envisagés : de fagon non covalente (par adsorption
physique ou affinité biologique) ou covalente (al’ aide de fonctions acide carboylique, amine,
époxyde...).

Dans le cadre du développement de biocapteurs ou de biomatériaux, la limitation de
I” adhésion non-spécifique des biomolécules sur une surface peut revétir une importance toute
particuliere. Différentes techniques existent pour cela, mais la plus souvent utilisée consiste a
gjouter des chainons éthyléne glycol al’ extrémité des molécules greffées sur les surfaces.

Ensuite, nous avons présenté le principe de la formation des SAMs sur silice ainsi que
les différents parametres pouvant influencer la formation et I’ organisation de celles-ci tels
que:
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- laquantité d eau présente et le solvant utilisé

- latempérature de greffage

- lalongueur dela chaine carbonée ainsi que le groupement terminal utilisé
- laprésence de fonctions pouvant favoriser un auto-assemblage.

De plus, le développement des SAMs mixtes permet de faire varier plus
progressivement les propriétés d’ une surface (hydrophobicité, adhésion...) ou de diluer un
organosilane réactif au milieu d organosilanes inertes pour espacer les biomolécules
immobilisées sur la surface. Il existe deux approches différentes pour former ce type de
monocouches. |l est possible soit d' gouter les deux composants ensemble, soit de procéder
par additions successives. Chacune des deux méthodes présente ses avantages et ses
inconvénients suivant les molécules utilisées et |e but recherché.

Au vu de tous les éléments présentés ici, nous avons décidé, pour la suite de notre
étude, de développer des SAMs formées a partir d’ organosilanes comportant un groupement
urée pour |’ auto-assemblage par liaisons hydrogéne ainsi gu’ une fonction acide, protégee par
un ester photolabile, pour I’immobilisation de biomol écules.

Puis, nous formerons des SAMs mixtes, afin de diluer I’ organosilane réactif au milieu
d’ organosilanes inertes plus courts afin d espacer les sites de fixation et de les rendre plus
accessibles.

Pour finir, afin de diminuer au maximum |’ adhésion non spécifique des biomolécules
lors de leur immobilisation, des SAMs formeées a partir d’ organosilanes comportant un motif
polyéthylene glycol seront aussi envisagees.
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Lors de I'immobilisation de biomolécules sur une surface solide, il est important de
contrbler ce processus pour pouvoir maintenir les propriétés biologiques de la biomolécule.
En effet, nous avons vu lors du chapitre précédent qu’il était essentiel que I’ objet biologique
immobilisé sur une surface solide ne soit pas détériorée afin de permettre la mesure
d’interactions par Spectroscopie Dynamique de Force (DFS). Pour cela, il faut pouvoir
fonctionnaliser afagon une surface et controler de maniére précise la chimie de surface.

Le greffage sur surfaces de silice a éé préféré a celui sur lames d’or en raison de la
meilleure stabilité des SAMs formées. Dans ce chapitre, nous étudierons donc la synthése des
différents agents de couplage siliciés utilisés et leur greffage sur des surfaces de type wafer de
silicium pour les études en AFM et des miroirs d’ or recouverts d une fine couche de silice (20
nm) pour les études en infrarouge en mode réflexion. Nous étudierons les différents
parametres qui influencent le greffage de maniéere a obtenir une SAM la plus homogene
possible avec une rugosité faible (< 1 nm).

Deux séries d’ agents de couplage différentes seront présentées dans ce chapitre. Dans
une premiére partie, des monocouches formees a partir d' agents de couplage dont la longue
chaine akyle comporte un motif urée seront étudiées. Le motif urée permet un auto-
assemblage par liaisons hydrogene qui devrait assurer une bonne cohésion de la monocouche.
Dans un deuxiéme temps, dans le but de diminuer au maximum |’ adhésion non spécifique et
donc de favoriser I'accroche covalente, des monocouches formées a partir d agents de
couplage présentant un chainon PEG seront présentées. En effet, dans la littérature™?3, il est
montré que des monocouches formées a partir de molécules présentant un chainon PEG
limitent I adhésion non spécifique des biomol écules sur une surface.

A. Synthese des SAMs présentant un motif urée

Pour pouvoir mesurer correctement des interactions uniques, |I'écartement des
biomolécules entre elles est capital. Pour cela les SAMs mixtes peuvent présenter un grand
intérét. Elles permettent la « dilution » de la fonction d’ attache au milieu d’ autres chaines non
réactives. De plus, une chaine alkyle non réactive, plus courte que la réactive, favorise une
meilleure accessibilité des fonctions d’ attache.

! Soteropulos C.E., Zurick K.M., Bernards M.T., Hunt H.K. Langmuir 2012, 28, 15743-15750.

2 Cheng J., Zhu G., Wu L., Du X., Zhang H., Wolfrum B., Jin Q., Zhao J., Offenhdusser A., Xu Y. J. Neurosci.
Methods 2013, 213, 196-203.

% @) Bennetau B., Bousbaa J., Choplin F. Brevet Mondial WO0153303 2001 ; b) Bennetau B., Bousbaa J.,
Choplin F., Souteyrand E., Martin J-R., Cloarec J-P. Brevet Mondial W00153523 2001.
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C’est pourquoi, pour fonctionnaliser les surfaces de silice, notre choix s est porté sur
les trois agents de couplage représentés en Figure [1-1. 1ls sont constitués :

- d'une longue chaine akyle comprenant une fonction urée permettant |’ auto-
assemblage par liaisons hydrogene intermoléculaires.
- d'un groupement silicié -SiR3 (R = Cl ou OMe) permettant |le greffage de la molécule
sur lasurface de silice par réaction avec les silanols de celle-ci.
- d’un groupement fonctionnel GF constitué :
o soit d'une fonction acide carboxylique protégée par un ester nitrobenzylique
permettant I’immobilisation covalente de la biomol écule
o soit d'un groupement méthyle non réactif impliqué dans I’ éaboration des
SAMs mixtes.

4 GF=CH3; R=0OMe,n=5

R | H H 10a GF = &;@ R=Cl n=11
Si N N GF

Figurell-1. Schéma des agents de couplage siliciés comportant un motif urée.

1.  Synthese des agents de couplage siliciés

a) Organosilane terminé par un groupement méthyle

La stratégie de synthése utilisée pour réaiser I'organosilane terminé par un
groupement méthyle est la suivante (Figure I1-2).
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1 i NCO
A a0 Aﬁ% N; 7 g
Rdt : 60%
1 2
b)

H H
N__N
(MeO) 3SI\M1O\H/N<\% 5 /\6/)8 \[C])/ f/g

Rendement quantltatif (RMN "H) Rdt: 75%
4 3

Figurell-2. Réactifs et conditions: a) NaN; (2 éqg. +1 ég. aprés 3 h), toluéne, 75°C, 20 h ; b) hexylamine (1 éq.),
CH.CI,, 25°C, 16 h ; c) HSI(OMe); (5 ég.), cat. Karstedt (0,025 ég. en Pt), toluene, 65°C, 3 h.

Elle met en jeu la réaction d’'un isocyanate insaturé, avec une amine primaire pour
créer la fonction urée®. Puis I'hydrosilylation du précurseur insaturé conduit & I’agent de
couplage organosilicié attendu.

i.  Synthese du 10-isocyanatodéc-1-ene

Le 10-isocyanatodéc-1-éne 2 est obtenu gréce a un réarrangement de Curtius a partir
du chlorure de 10-undécénoyle (Figure 11-3).> Pour celale chlorure d’ acide est transformé en
azoture carboxylique par réaction avec |’ azoture de sodium. L’isocyanate est ensuite obtenu
par décomposition thermique de I’azoture pour donner un intermédiaire éectrophile (a-
cétonitrene) qui subira ensuite un réarrangement sigmatropique suprafacia [1,2] avec une
rétention de configuration pour conduire al’isocyanate correspondant 2.

0o
/\MJ\ NaN; 75°C _~xNCO
= 8 Cl N3 -N N 8 Rdt :
1

toluéne anhydre 60%
o-cétonitréne 2

Figurell-3. Réarrangement de Curtius pour la préparation du 10-isocyanatodéc-1-éne.

4 Ardés-Guisot N., Durand J-O., Granier M., Perzyna A., Coffinier Y., Grandidier B., Wallart X., Stievenard D.
Langmuir 2005, 21, 9406-9408.

® Ramin M.A., Le Bourdon G., Heuzé K., Degueil M., Belin C., Buffeteau T., Bennetau B., Vellutini L.
Langmuir 2012, 28, 17672-17680.
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il. Couplage entre I'amine et I'isocyanate

Pour obtenir I'urée insaturée 3, le couplage entre 10-isocyanatodéc-1-ene 2 et
I”hexylamine est réalisé dans le dichlorométhane anhydre pendant 16 h. La réaction n’ étant
pas compléte, le produit final peut étre isolé du milieu réactionnel par simple lavage au
pentane, les réactifs de départ étant insolubles dans celui-ci.

ii. Hydrosilylation de 'urée insaturée

La réaction d hydrosilylation est une des réactions les plus souvent utilisées, en
synthése organique® Elle permet, en effet, de former des organosilanes du type
RCH,CH,SIX3; en faisant réagir un trichlorosilane ou trialcoxysilane sur des composés
éthyléniques en présence d'un catalyseur a base de platine. Cette réaction, en milieu anhydre,
présente |’avantage d’ étre compatible avec la plupart des groupements fonctionnels (ester,
urée...). Le plus souvent, le catalyseur de Karstedt, qui est un complexe de platine (0)
coordiné a du divinyltétraméthyldisiloxane O(SiMe,CH=CH,),Pt, est utilisé (Figure 11-4).

CHj CHj
HiC< | _O~_| ~CHs
Si Si

(
)

N

Pt

Figurell-4. Représentation du catalyseur de Kar stedt.

Le mécanisme de cette réaction a fait I’objet de nombreux travaux pour comprendre
quelles especes étaient mises en jeu lors du cycle catalytique. Le mécanisme de Chalk-Harrod
est cependant celui le plus communément accepté (Figure 11-5).”

® Marciniec B., Macigjewski H., Pietraszuk C., Pawlué P. Hydrosilylation. A Comprehensive Review on Recent
Advances, Marciniec B., Ed., Advancesin Silicon Science, Vol 1, Springer, 2009.

"Harrod J.F., Chalk A.J. Organic Synthesis via Metal Carbonyls, Wender |. and Pino P., eds., Vol. 2, Wiley,
1977, p. 673.
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HSIR3
R T\
o "
addition
oxydante
R
H
Pt Mécanisme Chalk-Harrod | pil
R'\/\ \\/ R SiRs
SiRs xpt” .-
\SiR
3
H

réductrice

SiRs
Mécanisme Chalk-Harrod modifié

Figurell-5. M écanisme delaréaction d'hydrosilylation selon Chalk et Harrod.

Le cycle catalytique commence par la coordination entre I’oléfine et le Pt°. Ensuite
vient I'insertion de HSIRs, par addition oxydante, donnant un complexe de Pt", puis la
migration de I’oléfine entre la liaison H-Pt. Pour finir, une élimination réductrice permet
d obtenir I’organosilane et de régénérer le catalyseur de Pt° dans le cycle catalytique. Une
version modifiée de ce mécanisme a été proposee pour expliquer la formation des
vinylsilanes. Cette version, ou I’oléfine migre entre la liaison Pt-SiR3, a été confirmée par
Sakaki et al. en 1998.°

Dans le cadre des ol éfines terminales, il est possible d’ obtenir deux isomeres (o et ).
Le catal yseur de Karstedt est connu pour favoriser laformation de I’'isomere B (Figure I1-6).

_ catalyseur /\/H\
\/\)n\R' + HS|R3 —_— R3S| TR + R

SiR,

isomere isomére o

Figurell-6. Obtention de deux isoméres dansle cadre des oléfinesterminales.

8 sakaki S., Mizoe N., Sugimito M. Organometallics 1998, 17, 2510-2523.
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Dans le cas de notre éude, le composé 3 a été solubilisé dans le toluéne anhydre
(précaution nécessaire pour éviter I'hydrolyse du silane). L'gout d'un large exces de
triméthoxysilane (5 €g.) et de catalyseur de Karstedt (0,025 ég. en Pt) pendant 3 h a 65°C a
permis d’ obtenir I’ agent de couplage 4.

L’ obtention du composé 4 est vérifiée par RMN *H et *3C. Sur le spectre **C du
composé 4 (Figure 11-7), la disparition des deux pics, qui correspondent aux carbones
éthyléniques, situés a 139,3 ppm et 114,3 ppm (notés %), est observée et de méme pour
I’ apparition de deux nouveaux signaux, correspondant aux carbones (sps) formeés, a 22,7 ppm
et 9,2 ppm (notés @). Ce dernier éant le pic correspondant au CHy lié au silicium. Un pic
correspondant aux CH3 du groupement trimeéthoxysilyle apparait a 50,5 ppm (noté a).

Composé
* ; insaturé 3

o |

Composé PY i
silicié 4

I

Figurell-7. Compar atif des spectresRMN **C des composés 3 et 4.

b) Organosilane terminé par une fonction ester nitrobenzylique

Pour synthétiser |’organosilane terminé par une fonction ester nitrobenzylique, la
stratégie suivante est utilisée (Figure 11-8).
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NHBoc
NHBoc
HOJ\(\/)NH2 HO™ b) @AO 11
Rdt : 83% Rdt : 62%
5 6 7
C)
NO, O n H
NH *CF;CO,
N._N 3 Lir3L)
Rdt : 63% Rdt : 88%
9
e)
NO, O n H
N.__N/SiR
Y tho
0]
rendement quantitatif (RMN "H)
10a pour R=Cl

10b pour R=OMe

Figurell-8. Réactifs et conditions: a) Boc,O (1,4 €q.), tert-butanol/H,0O (3/1), pH 13, 16 h ; b) alcool 2-nitrobenzylique

(0,8€éq.), DCC (1 éq.), DMAP (1 €éq.), CH,Cl,, 20 h ; ¢) TFA (12 ég.), CH.Cl,, 4 h ; d) 10-isocyanatodéc-1-éne (1,3 éq.),

EtsN (1,1 €9.), CH.CI,, 16 h; €) HSIR3 (R=0OMeou Cl) (5 éq. pour OMeou 16 éq. pour Cl), cat. Karstedt (0,025 ég. en
Pt pour OMeou 0,1 éq. en Pt pour Cl), toluéne, 65°C pour OM e ou 40°C pour Cl, 3 h.

Apres la protection de la fonction amine avec un groupement Boc, |'acide
carboxylique est protégé par la formation d'un ester nitrobenzylique. Ensuite la fonction
amine est déprotégée pour permettre le couplage avec I'isocyanate insaturé et donner la
fonction urée. Pour finir, I"hydrosilylation du précurseur insaturé conduit aux agents de
couplage organosiliciés désirés.

i. Protection de la fonction amine et formation de I'ester nitrobenzylique

L’acide 12-aminododécanoique 5 peut, dans les conditions d’ estérification avec
I"alcool 2-nitrobenzylique, réagir sur lui-méme et entrainer la formation d une liaison amide.
Pour éviter cette réaction parasite, lafonction amine est protégée par e groupement Boc.”

® Jakobsen C.M., Denmeade S.R., Isaacs J.T., Gady A., Olsen C.E., Christensen S.B. J. Med. Chem. 2001, 44,
4696-4703.
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Lors du greffage, une protection de la fonction acide est nécessaire pour éviter des
réactions secondaires. En effet, la fonction acide pourrait former des liaisons hydrogene avec
les silanols présents a la surface ou alors étre complexée avec le catalyseur a base de platine
utilisé pour |'hydrosilylation. Pour cela, I'ester nitrobenzylique est utilise™ Il présente
I’avantage d'étre photolabile (déprotection sous irradiation UV) et donc de permettre une
déprotection douce qui évite une dégradation de la SAM. L’'acide 12-(ter-
butoxycar bonylamino)dodécanoique 6, en présence de dicyclohexylcarbodiimide (DCC),
conduit a un intermédiaire réactionnel o-acylisourée qui réagit ensuite avec la
diméthylaminopyridine (DMAP) pour donner un amide tres réactif vis-avis des acools
(Figure 11-9). La dicyclohexylurée (DCU), un sous-produit formé au cours de la réaction et
insoluble dans le solvant de réaction, est facilement éliminée par filtration.

(0]
0 . PR
- Seo . o r
R OH N )\
N \N
DCC H
~(CH,)11NHBoc
-CH,Ph

R
R'

o-acylisourée

DMAP

0 o
)OJ\ R'—OH R)J\N AN - R)J\N|+ X
< or  -DMAP/H* NN N

Figurell-9. Estérification en présence de DCC et DMAP.

ii. Déprotection de la fonction amine et réaction avec I'isocyanate

Cette étape consiste a déprotéger la fonction amine de I'ester o-nitrobenzylique 7
avant réaction avec le 10-isocyanatodéc-1-ene 2. Cette déprotection est réalisée en milieu

Nakanishi J., Kikuchi Y., Takarada T., Nakayama H., Y amaguchi K., Maeda M. J. Am. Chem. Soc. 2004, 126,
16314-16315.
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acide, en présence d'acide trifluoroacétique (TFA).* Dans ces conditions, il n'y a pas
d hydrolyse de |'ester photolabile formé précédemment. L’exces d'acide est facilement
éliminé par distillation azéotropique avec le toluene. On obtient alors e sel de trifluoroacétate
d ammonium 8.

Le couplage de ce sel 8 avec le 10-isocyanatodéc-1-ene 2 est ensuite réalisé. Il est
nécessaire d' gjouter de la triéthylamine au milieu réactionnel pour piéger les protons &fin de
rendre I’ amine nucléophile pour que laformation de |’ urée insaturée 9 puisse avoir lieu.

iii. Hydrosilylation de 'urée insaturée

L’hydrosilylation de I’urée insaturée 9 a été réaisee dans les conditions décrites
précédemment (cf. p. 50) pour obtenir le composé 10b. Si du trichlorosilane (16 éq.) est
ajouté en présence de catalyseur (0,1 ég. en Pt) et le milieu réactionnd laissé pendant 3h a
40°C, le composé 10a est obtenu. Ces deux organosilanes sont caractérisés par RMN 'H et
13C. On observe bien ladisparition des pics correspondants aux groupements éthyléniques.

Al'issue de ce travail de synthése, nous disposons de trois agents de couplages siliciés
différents. Les parties terminales sont constituées de groupements variables trichlorosilyle ou
triméthoxysilyle et ester photolabile ou méthyle. Par contre ils possédent tous une fonction
urée au sein de la chaine alkyle, celle-ci ayant la particularité de favoriser |’ auto-assemblage
des molécules par liaisons hydrogene intermol éculaires (Figure 11-10).

H H
HzC(AN.__N, Si(OMe
359 \n/ H/ ( )3
o) 10

4
NO, O 4 H NO, O 4 H
N_ Ny \SicCl N. Ny 1Si(OMe
@AO)%)MT o2 @AO)%)MT g OMe)s
o, o,
10a 10b

Figurell-10. Récapitulatif des agents de couplages synthétisés et capables d’ auto-assemblage par liaisons hydr ogéne.

1 Greene T.W., Wuts P.G.M. in Protective Groups in Organic Synthesis, 3 ed, Wiley, 1999, p. 520.
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2. Synthese et caractérisation des SAMs-urée

a) Rappels sur les substrats utilisés

Les caractérisations des surfaces par infrarouge en mode PM-IRRAS et par AFM
nécessitent deux types de substrats différents.

Pour I'infrarouge, les substrats utilisés sont des miroirs d’ or recouverts d’ une couche
d environ 20 nm de silice. La couche d or en exaltant le champ éectrique proche de la surface
métallique, améiore la qualité des spectres enregistrés. En effet, ces substrats adaptés pour
une étude en PM-IRRAS rendent accessible une plus grande fenétre spectrale (1300-4000 cm’
1) contrairement au mode transmission (2500-4000 cm™). Les spectres obtenus en PM-IRRAS
permettent donc d avoir acces non seulement a la région des groupements CH, de la chaine
alkyle, mais aussi a celle des groupements carbonyle.

Pour I’ AFM, nous avons choisi des wafers de silicium, prédécoupés de 1 cm x 1 cm
dont la taille est adaptée a I’ appareil utilisé pour |’ étude de DFS. IIs sont recouverts d’ une
couche native de SiO, nécessaire a la réalisation des greffages. De plus, ces substrats ont une
rugosité (Rms) de 0,22 nm nettement inférieure a celle des substrats utilisés pour I’infrarouge
(2 nm).

Pour pouvoir greffer les agents de couplage sur les substrats, une étape d’ activation
préalable est nécessaire. Celle-ci permet I’éimination de tous les contaminants organiques
éventuellement présents, ainsi que |I’augmentation du nombre de groupements silanols a la
surface. Pour réaliser cette activation, nous utilisons un traitement UV/O3; en exposant, sous
air, les substrats sous des lampes UV (A = 185-254 nm). Cette méthode présente |’ avantage
d étre beaucoup plus respectueuse des surfaces par rapport a celles couramment employées
(solution « piranha» (H2SO4/H,0,) ou solution de tensioactif basique (par exemple de
I"Hellmanex®). Un angle de contact de 0° (mouillage total) mesuré en plusieurs points, apres
activation, confirme I’ obtention d'une surface hydrophile avec un grand nombre de silanols
présents a la surface. Les wafers de silicium ont aussi été imagés en AFM, en mode contact
intermittent, apres le traitement UV/O;3 afin de vérifier |’ état de la surface. Celle-ci n’est pas
dégradée.

Pour commencer, nous allons éudier la synthese de la SAM-urée-NO, 100% puis de
la SAM-urée-CH; 100% afin de déterminer les meilleures conditions de greffage des
molécules. Puis nous réaliserons la synthese de SAM mixtes. Ces monocouches, en
permettant de diluer I’agent de couplage réactif au milieu d’ un autre agent de couplage non
réactif, peuvent favoriser la mesure d'interactions uniques par DFS.
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b) Synthese et caractérisation de la SAM-urée-NO2 100%

i. Greffage des molécules avec un groupement trichlorosilyle

Les trichlorosilanes ayant une réactivité plus rapide (environ 1h) que les
triméthoxysilanes (> 10h), ils présentent un grand intérét lors de I’ éaboration des SAMs.
Pour cette raison, nous avons commence par essayer de greffer le composé 10a terminé par un
groupement trichlorosilyle.

Le greffage est réalise & une température de 18°C, dans le toluene anhydre. La
concentration en agent de couplage silicié, dans le réacteur, a éé fixée 22,5.10* M. Celle-ci a
€été choisie en se basant sur des travaux réalisés précédemment au sein du Laboratoire (ISM)
sur des couches auto-assemblées.'? Différentes concentrations ont été testées (1.10™ M,
2,5.10* M, 5.10* M) et celle de 2,5.10° M conduit & la meilleure monocouche (aprés
analyses FT-IR et ellipsométrie). Le temps de réaction choisi pour ce greffage est de 45 min.
Il a été optimisé au Laboratoire (ISM), lors d’ une étude menée a partir d’ un agent de couplage
de structure similaire.*®

Les substrats greffés sont analysés par PM-IRRAS. Cette technique permet d’identifier
facilement les groupements fonctionnels présents ou non a la surface du substrat. De plus,
I'intensité des pics liée a la quantité de matiere greffée a la surface permet une mesure
guantitative.

0,0040 ——45 min SAM-urée-NO2 100% 10a

0,0035
0,0030
0,0025

0,0020

1- Rp/Rs

0,0015 Av (Amide I-Amide 1)
«—>

1650

0,0010 1532

0,0005

1 I
T T T T T T — 7/ T T T T T T 1
3000 2950 2900 2850 1800 1700 1600 1500

nombre d'onde (cm™)

Figurell-11. Spectre PM-IRRAS de la SAM -urée-NO, 100% 10a.

2 Dinh D.H., Vélutini L., Bennetau B., Dejous C., Rebiére D., Pascal E., Moynet D., Belin C., Desbat B.,
Labrugere C., Pillot J.-P. Langmuir 2009, 25, 5526-5535.
13 Ramin M., Thése Université Bordeaux 1, 2010.

55



Chapitre II : Elaboration des monocouches auto-assemblées (SAMs)

Le spectre PM-IRRAS enregistré pour la SAM-urée-NO, 100% 10a (Figure 11-11)
révéle les modes de vibrations correspondant aux principaux groupements fonctionnels. En
effet, les bandes de vibration d’'éongation des CH, de la chaine alkyle asymétrique et
symétrique sont respectivement & 2929 cm™ (va) et 2856 cm™ (vs). Celles correspondant &
I'éongation du carbonyle de I'ester se trouvent & 1735 cm™ et 1719 cm™. Les bandes
d éongation amide | et de déformation amide Il, correspondant au groupement urée, sont
respectivement visibles & 1650 cm™ et 1573 cm™(Figure 11-12). Pour finir, celle due au mode
d' & ongation asymétrique du groupe NO, de I’ ester nitrobenzylique est 41532 cm™.

amide | N—H

-~

O:<@ide I

N—H

Figurell-12. Vibrations car actéristiques de la fonction urée.

La double bande observée pour le carbonyle de I’ ester, peut étre due ala formation de
liaisons hydrogéne entre une partie des esters et les molécules d’ eau proches de la surface. La
présence d'une double bande a éé de méme observée par Engquist et al. dans le cas d’ une
couche d' alcanethiol terminée par un ester méthylique.'* Ils attribuent cette seconde bande a
une portion d’ ester qui est engagée dans des liaisons hydrogene avec |’ eau adsorbeée.

La présence de |’ ensembl e de ces bandes sur le spectre confirme bien la formation de
la SAM-urée NO, 100% 10a. Par contre leur intensité relative est plus faible, maximum
observé & 1,58.10° aors qu'il est de 4,56.10° pour la méme molécule terminée par un
groupement Si(OMe)s.** Comme I'intensité des bandes est liée & la quantité de matiére
greffée ala surface, il semblerait gu’ une faible quantité de |’ agent de couplage trichlorosilicié
10a ait été greffée sur le substrat comparé a son homologue triméthoxysilicié 10b.

Pour conclure, nous avions voulu réaliser le greffage de I’agent de couplage
trichlorosilicié 10a, dans le but de diminuer les temps de réaction. La caractérisation du
greffage par infrarouge en mode PM-IRRAS nous permet de constater que la molécule est
bien présente sur la surface. La faible intensité des bandes tend a montrer la difficulté a
greffer une monocouche compléte en utilisant un agent de couplage trichlorosilicié.

Y Engquist I, Lestelius M., Liedberg B. J. Phys. Chem. 1995, 99, 14198-14200.
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ii. Greffage des molécules avec un groupement triméthoxysilyle.

Le greffage de I’ agent de couplage 10b, terminé par un groupement triméthoxysilyle,
est réalisé dans le toluene anhydre, a une température de 18°C. La concentration
d’ organosilane dans le réacteur est identique a celle utilisée pour le greffage du compose 10a.
Contrairement aux agents de couplage trichlorosiliciés, lorsque le groupement hydrolysable
est Si(OMe)s, il est nécessaire d’ gjouter un catalyseur acide pour activer I’ hydrolyse.*? Lors
d’ une étude réalisée au Laboratoire (ISM)* dans le cas du greffage d’ une molécule similaire
terminée par un groupement triméthoxysilyle, différents catalyseurs, a diverses concentrations
ont été testés. Les meilleures monocouches ont été obtenues avec I'acide trichloracétique
(TCA) comme catalyseur, a 10% molaire par rapport au compose 10b et avec un temps de
greffage de 12h.

» (Caractérisation du greffage par PM-IRRAS

Le spectre PM-IRRAS obtenu avec la SAM-urée-NO, 100% 10b est comparé avec
celui obtenu avec la SAM-urée-NO, 100% 10a (Figure I1-13).

—— 12 h SAM-urée-NO, 100% 10b
2929 —— 435 min SAM-urée-NO, 100% 10a
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Figurell-13. Compar atif des spectres PM-IRRAS dela SAM-urée-NO, 100% 10a et dela SAM -ur ée-NO, 100% 10b.

La comparaison de ces deux spectres révele en premier lieu une intensité des bandes
de vibration des CH, de la chaine akyle (vas €t vs) plus importante dans le cas du composé
10b comparé a son homologue trichlorosilylé 10a.
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Chapitre II : Elaboration des monocouches auto-assemblées (SAMs)

Pour le carbonyle de I'ester, une seule bande large est observée & 1742 cm*
contrairement au cas du composé 10a. Il ne semble pas y avoir de formation de liaisons
hydrogéne avec |’ eau adsorbée dans |e cadre des triméthoxysilanes.

Sur le spectre PM-IRRAS, I’ écart entre les deux bandes amide | et 11, noté Av, permet
de caractériser I'intensité des interactions par liaisons hydrogéne au niveau du groupement
urée. Pour la SAM-urée-NO, 100% 10b, elle est de 51 cm™ (Figure 11-13) alors que pour la
SAM-urée-NO, 100% 10a elle était de 77 cm™ (Figure 11-11). Or, lorsque le spectre
infrarouge est effectué avec le précurseur insaturé 9 en solution trés diluée (C = 5.10° mol.L™
dans du chloroforme) une valeur de 133 cm™ est observée ; par contre pour le spectre du
précurseur solide, elle est de 41 cm™. Cela tend & montrer que les liaisons hydrogéne
intermoléculaires formées au niveau du groupement urée sont plus fortes pour le compose
avec le groupement triméthoxysilyle que pour celui avec le groupement trichlorosilyle. Une
plus grande cohésion est notée pour la SAM-urée-NO, 100% 10b en raison d’ une plus grande
densité de greffage.

La position des bandes correspondant aux modes d'éongation des CH, (2929 cm™*
pour vas et 2856 cm™ pour ve) révéle un certain désordre des chaines alkyle. En effet, il a été
montré dans la littérature qu’ un plus grand nombre d’ onde impliquait un plus grand désordre
des chaines alkyle (valeurs de 2930 cm™ et 2856 cm™ pour des chaines totalement
désordonnées).

= Caractérisation du greffage par AFM

Les substrats modifiés avec la SAM-urée-NO, 100% 10b ont aussi été caractérisés en
AFM. Les images de hauteur et de phase (Figure 11-14) montrent bien que la surface obtenue
est homogene, sans agrégats et de faible rugosité (Rms = 0,63 nm).

15 Snyder R.G., Strauss H.L ., Elliger C.A. J. Phys. Chem. 1982, 86, 5145-5150.
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Figurell-14. Images de hauteur (a gauche) et de phase (a droite) (5 um x 5 um) dela SAM-urée-NO, 100% 10b.

La phase étant liée aux propriétés mécaniques de surface, le fait d’avoir un fable
contraste montre que toute la surface est couverte de maniere homogene et présente la méme
nature chimique.

Un profil de hauteur effectué sur la surface (Figure I1-15) montre que la hauteur ne
varie pas beaucoup en dehors des rares agrégats.
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Figurell-15. Profil de hauteur pour la SAM-urée-NO, 100% 10b.

En conclusion, les analyses par PM-IRRAS et AFM de la SAM-urée-NO, 100% 10b
nous montrent |’ obtention de monocouches de bien meilleure qualité en utilisant S(OMe);3
comme groupement hydrolysable au lieu de SCls. En effet, la PM-IRRAS montre une quantité
de matiere plus importante déposée sur la surface, compatible avec |'existence d’'une
monocouche. De plus, bien que les chaines alkyl e soient désordonnées, les liaisons hydrogene
au niveau de la fonction urée sont plus fortes pour le composé triméthoxysilicié que celles
observeées avec le composé trichlorosilicié. Cela montre une meilleure cohésion de la SAM.
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Chapitre II : Elaboration des monocouches auto-assemblées (SAMs)

L’ AFM révéle une surface homogéne peu rugueuse, avec un Rms de 0,63 nm. De plus, ces
mesures sont reproductibles en plusieurs zones d’ un méme substrat.

N.B. : Pour la suite de ce travail, seule la SAM-urée-NO, élaborée a partir du composé
10b nommeée jusqu’'ici SAM-urée-NO, 100% 10b sera prise en compte et notée plus
simplement SAM-urée-NO, 100%.

Compte tenu des résultats obtenus précédemment, nous allons examiner le greffage du
composé 4. Dans le but de faire des SAMs mixtes, il est important de vérifier que ses
conditions de greffage sont compatibles avec celles de la SAM-urée-NO, 100%.

c) Synthese et caractérisation de la SAM-urée-CH3z 100%

Le greffage de la SAM-urée-CHz 100% a été réalisé a |’aide du composé 4 avec une
concentration de 2,5.10* M dans |e toluéne & 18°C. Les substrats ont été laissés pendant 12 h
dans le réacteur avec I’gjout de 10% molaire de TCA comme catalyseur pour accélérer
I” hydrolyse des groupements triméthoxysilyles.

i.  Caractérisation du greffage par PM-IRRAS

Les substrats modifiés avec la SAM-urée-CH3z 100% sont analysés en PM-IRRAS
dans les mémes conditions que ceux greffés avec la SAM-urée-NO, 100% de maniéere a
pouvoir comparer les spectres obtenus (Figure I1-16).
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Figurell-16. Comparatif des spectres PM-IRRAS de la SAM -urée-NO, 100% et dela SAM -ur ée-CH3; 100%.

Une intensité des bandes correspondantes aux différents groupements de la molécule
guas identique est observée pour les deux types de SAMs. Cela veut dire que la quantité de
matiere greffée sur la surface est sensiblement la méme. On remarque auss que les modes de
vibration des CH, de la chaine alkyle sont & des nombres d’ onde similaires (2930 cm™ pour
Vas € 2857 cm™ pour ve). Les chaines alkyle sont donc également désorganisées pour la SAM-
urée-CH3 100% comme pour la SAM-urée-NO, 100%. De plus, un petit épaulement est
constaté & 2962 cm™ correspondant au mode de vibration d @ongation asymétrique du
groupement CHgz terminal de la chaine alkyle.

La différence de nombre d’ onde Av entre les bandes amide | et 11 du groupement urée,
situées respectivement & 1626 cm™ et 1569 cm™ est de 57 cm™ (Figure 11-16). Cette valeur est
|égérement plus élevée que celle observée pour la SAM-urée-NO, 100% (51 cm™). Il semble
donc que les interactions par liaisons hydrogene soient sensibles a la longueur des chaines
akyle.

ii. Caractérisation du greffage par AFM

Les SAMs-urée-CH3 100% ont été caractérisées en AFM. Les images de hauteur et de
phase (Figure 11-17), révélent une surface relativement homogéne de faible rugosité avec un
Rms de 0,98 nm (sur I’ ensemble de I'image). Cette valeur un peu plus élevée que dans le cas
précédant (SAM-urée-NO, 100%) est justifiée par la présence de quel ques petits agrégats.
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Figurell-17. Images de hauteur (a gauche) et de phase (a droite) (5 um x 5 um) de la SAM -urée-CH5 100%.

Un profil effectué sur la surface (Figure 11-18) permet de constater qu’ en dehors des
agrégats la hauteur ne varie pas beaucoup.
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Figurell-18. Profil de hauteur pour SAM -urée-CH; 100%.

L’ensemble de cette étude, apres analyse PM-IRRAS et AFM, dans des conditions
opératoires identiques, montre un comportement tout a fait similaire des agents de couplage 4
et 10b, lors deleur greffage:

- les chaines alkyle sont désordonnées (respectivement 2929 cmi* pour vss et 2856 cmi*
pour vs pour la SAM-urée-NO, 100% et 2930 cmi® pour vas et 2857 cmit pour vs pour
la SAM-urée-CH3 100%)

- des liaisons hydrogene intermoléculaires sont présentes au niveau du groupement
urée et assure la cohésion dela SAM (4v en moyenne 54 cmi?).

Les SAMs sont homogeénes et de faible rugosité, ainsi que reproductibles, sur plusieurs
zones d'un méme substrat, plusieurs substrats issus d'un méme greffage et plusieurs
greffages.
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Chapitre II : Elaboration des monocouches auto-assemblées (SAMs)

Dans ces conditions, il parait donc possible d’ envisager I’ élaboration de SAMs mixtes
apartir des agents de couplage 4 et 10b.

d) Synthese et caractérisation de SAMs-urée mixtes

Pour I’éude des interactions entre molécules biologiques, il peut étre intéressant
d avoir une densité faible d’ objets biologiques immobilisés sur la surface, afin de favoriser la
mesure d’ interactions uniques. Les SAMs mixtes peuvent permettre d’ atteindre cet objectif en
diluant alasurface, le silane fonctionnel avec un autre silane non fonctionnel.

Pour contréler la densité de fonctions a la surface, nous avons choisi de faire varier la
composition du mélange suivant les proportions suivantes :

- 30% du composé 10b et 70% du composeé 4 (SAM-urée-NO, 30%)
- 10% du composé 10b et 90% du compose 4 (SAM-urée-NO, 10%).

Pour élaborer ces SAM mixtes, il a été choisi de procéder par co-adsorption des deux
molécules. Pour cela, un mélange des précurseurs insaturés correspondants est effectué
préalablement a | hydrosilylation. Comme le rendement de cette réaction est quantitatif, un
mélange des composés siliciés 4 et 10b est obtenu. Le greffage des molécules est effectué
dans les conditions utilisées pour les molécules seules (concentration de 2,5.10“% M dans le
toluene a 18°C pendant 12 h avec 10% molaire de TCA comme catalyseur).

i.  Greffage de la SAM-urée-NO2 30%

= (Caractérisation du greffage par PM-IRRAS

Les substrats modifiés avec la SAM-urée-NO, 30%, sont analyses en PM-IRRAS dans
les mémes conditions que la SAM-urée-NO, 100% et la SAM-urée-CH3; 100% de maniére a
pouvoir comparer les spectres obtenus (Figure 11-19).
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Figurell-19. Comparatif des spectres PM-IRRAS de la SAM -urée-NO, 100%, de la SAM -urée-NO, 30% et dela
SAM -urée-CH3 100%.

La comparaison des spectres PM-IRRAS des trois types de SAM montre une intensité
des bandes correspondant aux groupes CH, de la chaine akyle équivaente. La quantité de
matiére greffée sur la surface est donc sensiblement |la méme. De plus, les modes de vibration
des CH, de la chaine alkyle sont & des nombres d’ onde similaires (2929 cm™ pour v et 2855
cm™® pour vs), indiquant un désordre des chaines alkyle dans la monocouche mixte.

Les bandes amide | et I du groupement urée sont respectivement & 1625 cm™ et 1570
cm™. La différence Av entre les deux bandes est donc de 55 cm™ (Figure 11-19). Cette valeur
est située entre celles observées pour les SAMs avec un seul composé (51 cm™ pour la SAM-
urée-NO, 100% et 57 cm™ pour la SAM-urée-CH3 100%). Cette valeur, intermédiaire entre
les deux, indique donc un auto-assemblage de la SAM mixte par liaisons hydrogene.

Les bandes de vibrations relatives au carbonyle du groupement de I’ ester 4 1732 cm™*
et au groupement NO, & 1529 cm™ sont plus faibles en intensité pour la SAM-urée-NO, 30%
gue celles de la SAM-urée-NO, 100%.

En considérant que I’ orientation du groupement NO, est la méme dans les deux
SAMs, I'aire de la bande du groupement NO, peut étre directement reliée a la quantité de
fonctions réactives dansla SAM. Le rapport des aires correspond donc ala proportion relative
de fonctions NO,. Ainsi vialelogiciel Origin, une aire de 0,006 est trouvée pour la bande de
vibration vas NO, de la SAM-urée-NO, 30% et de 0,016 pour celle de la SAM-urée-NO;
100%, correspondant a 37% de fonctions réactives dans la SAM-urée-NO, 30%. Cette valeur
est proche du pourcentage théorique (30%). La zone observée est donc représentative de
I’ échantillon.
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= (Caractérisation du greffage par AFM

Les substrats modifiés par la SAM-urée-NO, 30% ont été caractérises en AFM. Les
images de hauteur et de phase (Figure 11-20) montrent bien que la surface obtenue est
homogene et presque sans agrégat. Elle a une faible rugosité (Rms = 0,77 nm sur I’ensemble
del’image).

0 um 1 2 4

Figurell-20. Images de hauteur (a gauche) et de phase (a droite) (5 um x 5 pm) pour la SAM -urée-NO, 30%.

Sur un profil effectué sur la surface (Figure I1-21), une faible variation de la hauteur
est constatée en dehors des agrégats.
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Figurell-21. Profil de hauteur pour la SAM-urée-NO, 30%.

En conclusion, les analyses par PM-IRRAS e AFM de la SAM-urée-NO, 30%
montrent la réalisation d’ une monocouche avec une organisation et une cohésion similaire a
celles des SAMs constituées d’ un seul compose. La surface obtenue est homogene et de faible
rugosité (Rms = 0,77 nm). De plus ces résultats sont reproductibles en plusieurs zones d’un
méme substrat, sur plusieurs substrats issus du méme greffage et sur plusieurs greffages.
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ii. Greffage de SAM-urée-NO; 10%

Dans le but de diluer encore plus la fonction réactive, une SAM-urée-NO, 10% a été
développée. Celle-ci a été réalisee dans les mémes conditions que la SAM-urée-NO, 30%, la
proportion relative des deux composes dans le mélange étant le seul paramétre modifié (10%
de composé 10b, 90% de compose 4).

» (Caractérisation du greffage par PM-IRRAS

Les substrats modifiés avec la SAM-urée-NO, 10% sont analysés en PM-IRRAS, dans
les mémes conditions que les greffages des composés seuls, de maniére a pouvoir comparer
les spectres obtenus (Figure 11-22).
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Figurell-22. Comparatif des spectres PM-IRRAS de la SAM -urée-NO, 100%, dela SAM -urée-NO, 10% et dela
SAM -urée-CH3 100%.

Que gue soit le type de greffage réalisé, I'intensité des bandes correspondantes aux
groupes CH, de la chaine akyle ne varie presque pas. La quantité de matiere greffée ne subit
pas de grosses variations. De plus, les nombres d’ onde observés pour les modes de vibration
des CH,, de la chaine alkyle ne varient pas beaucoup (2930 cm™ pour vas et 2858 cm™ pour vs).
Cela montre que les chaines alkyle sont toujours aussi désorganisées que celles des SAMs
composées d’' un seul organosilane.
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Les bandes amide | et 11 du groupement urée sont respectivement a 1628 et 1574 cm™.
La différence Av est de 54 cm™ (Figure 11-22). Cette valeur se situe entre celles observées
dans le cas des SAMs constituées d’un seul composé (51 cm™ pour la SAM-urée-NO, 100%
et 57 cm™* pour la SAM-urée-CHs 100%).

Les bandes de vibration dues au carbonyle du groupement ester & 1736 cm™ et au
groupement NO, & 1529 cm™ ont une intensité encore plus faible que celles de la SAM-urée-
NO, 30% mais elles restent détectables par PM-IRRAS.

Comme précédemment, la proportion de fonctions réactives dans la SAM-urée-NO,
10% peut étre vérifiée. Le rapport des aires de la bande de vibration voNO, entre la SAM-
urée-NO, 10% et la SAM-urée-NO, 100% est donc de 0,002/0,016 soit 12,5%, proche de la
valeur théorique de 10%. La zone observée est donc représentative de |'ensemble de
I’ échantillon.

= Caractérisation du greffage par AFM

Les substrats modifiés avec la SAM-urée-NO, 10% ont été caractérisés en AFM. Les
images de hauteur et de phase (Figure 11-23) montrent bien que la surface obtenue est
homogene, sans agrégat et de faible rugosité (Rms = 0,51 nm sur |’ ensemble de I’image).
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Figurell-23. Images de hauteur (a gauche) et de phase (a droite) (5 um x 5 um) pour la SAM-urée-NO, 10%.

Un profil de hauteur effectué sur la surface (Figure 11-24) permet de constater que la
hauteur, en dehors des agrégats ne varie pas beaucoup.
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Figurell-24. Profil de hauteur pour la SAM -urée-NO, 10%.

En conclusion, dans cette partie nous avons montré, a I’aide d’ analyse PM-IRRAS et
AFM, que nous maitrisons I’ élaboration de SAMs mixtes homogenes et de faible rugosité dont
il est possible de contréler la composition (SAM-urée-NO, 30% et SAM-urée-NO, 10%). Cela
permet donc de pouvoir diluer les sites de fixation sur la surface en jouant sur la proportion
de chaines fonctionnelles et donc de les rendre plus accessibles.

B. Synthése de SAMs présentant un chainon PEG

Pour essayer de limiter I'adsorption non spécifique des biomolécules sur les
monocouches, il a éé envisagé d'utiliser des agents de couplage présentant plusieurs
groupements EG. En effet, il a é&é montré dans la littérature™®* que la présence de
groupements PEG, a I’extrémité de molécules greffées sur silice, augmentait les propriétés
répulsives des monocouches formeées vis-avis des biomol écul es.

Dans ce but, deux nouveaux organosilanes fonctionnels ont été synthétisés (Figure
11-25). Ils sont constitués d’ une longue chaine alkyle (m = 11) al’ extrémité de laguelle seront
gjoutés trois groupements EG. Du c6té de la chaine alkyle, un groupement silicié -SiR3 (R =
Cl ou OMe) terminal permet |’ accroche de la molécule sur lasilice. A |” extrémité du chainon
PEG, une fonction acide carboxylique, masguée par un ester photolabile, sera insérée pour
assurer I'immobilisation de la biomolécule.
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Figure11-25. Schéma des agents de couplage siliciés comportant un chainon PEG.

1.  Synthese de I'organosilane terminé par une fonction ester
nitrobenzylique

La synthése de I'organosilane terminé par une fonction ester nitrobenzylique est
réalisée suivant le schéma réactionnel présenté en Figure 11-26.

Hoae o™ %H — HO\/\QO/\/C’}\/H\/

3 8
Rdt : 70%
1 i2
b)
NO,
@[/0 ks~ HO NN
W\/\é()/\/ 3 3 C) W\/\éQ/\/ 3 A
0 Rdt : 57% o Rdt : 79%
14 13
d)

NO,
(I O I A%
\H/\QO/\/ A ISR,
o]

Rendement quantitatif (RMN)

15a pour R=CI
15b pour R=OMe

Figurell-26. Réactifs et conditions: a) NaH (0,6 ég.), 11-bromoundécene (0,1 ég.), THF, 12 h ; b) CrO; (3,8 éq.),
H,SO, (9 ég.), acétone, 2 h ; c) alcool 2-nitrobenzylique (0,8 éq.), DCC (1 éq.), DMAP (1 ég.), CH,Cl5, 20 h ; d) HSIR;
(R=OMeou CI) (5 ég. pour OMeou 16 ég. pour Cl), cat. Karstedt (0,025 ég. en Pt pour OMe ou 0,1 éq. en Pt pour Cl),
toluéne, 65°C pour OMe ou 40°C pour Cl, 3 h.
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La mono-akylation du tétraéthylene glycol est tout d’abord réalisée afin d’'introduire
la chaine alkyle. Apres oxydation de I’alcool termina en acide carboxylique, celui-ci est
protégé sous forme d’ ester. Pour finir, |I” hydrosilylation de la double liaison terminale permet
I’ obtention des précurseurs insaturés désireés.

a) Couplage entre la chaine alkyle et le groupement PEG

La premiére étape consiste a réaliser une réaction de Williamson entre le 11-
bromoundécene et |e tétraéthyléne glycol 11 pour obtenir I’alcool 12. Le 11-bromoundécéne a
été chois pour que la chaine alkyle ait sensiblement la méme longueur que celle située entre
I’atome de silicium et le groupement urée dans les organosilanes décrits précédemment. Le
tétraethylene glycol a éé choisi pour disposer d’une molécule finale ayant une longueur
équivalente a celle des organosilanes précédents.

Comme le tétraéthyléne glycol est un diol, des précautions sont nécessaires pour éviter
une double akylation. Pour cela, les conditions suivies sont celles décrites par Bocking et al.
lors de la formation de monocouches terminées par un groupement tétraéthylene glycol sur
des wafers de silicium (111).° L’ utilisation du tétraéthyléne glycol dilué, de I’hydrure de
sodium en défaut et I'gout de I'halogénure d'alkyle lentement suffisent a favoriser la
formation du produit monosubstitué (Rdt : 70%).

La purification du produit par chromatographie sur gel de silice, nécessite au préalable
I’ élimination du tétraéthyléne glycol en excés. Celle-ci est réalisée par lavages a |’ eau apres
redissolution du brut réactionnel dans le pentane.

b) Oxydation de la fonction alcool et protection de l'acide

Afin de pouvoir immobiliser des biomolécules sur les monocouches, il est nécessaire
de créer une fonction acide carboxylique terminale. Pour cela, une oxydation de Jones est
réalisée sur |’ alcool 12 selon les conditions expérimentales décrites par Millar et al..*’

Comme pour les organosilanes précédents, afin d’ éviter des réactions secondaires, il
est important de protéger la fonction acide par la formation d'un ester photolabile, avant le
greffage sur la surface. L’ estérification par I’ acool 2-nitrobenzylique en présence de DCC et
DMAP conduit au compose 14.

1 Bocking T., Kilian K.A., Hanley T., llyas S., Gaus K., Gal M., Gooding J.J. Langmuir 2005, 21, 10522-10529.
Y Millar J.G., Oehlschlager A.C., Wong JW. J. Org. Chem. 1983, 48, 4404-4407.
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c) Hydrosilylation de l'ester insaturé

L’ hydrosilylation de I’ ester insaturé 14 est effectuée dans les conditions décrites pour
I’ obtention des organosilanes précédents. Les composés 15a et 15b obtenus respectivement a
partir de HSICl5 et HSi(OMe); sont caractérisés par RMN *H.

La synthese de deux agents de couplage esters photolabiles terminés par des groupes
trichloro- ou triméthoxysilyle, comportant un chainon triéthylene glycol dans le but de limiter
I” adsorption non-spécifique des biomolécules a donc éte réalisee (Figure 11-27).

NO, NO,
[ I 0 OM\ @i/o OM\
\”/\40/\/ N Ssi(OMe), \”/\(O/\/ ; ASsich
(0] (0]
15b 15a

Figurell-27. Récapitulatif des agents de couplage synthétisés.

2. Synthese et caractérisation des SAMs-PEG-NO-

a) Greffage du composé avec un groupement triméthoxysilyle

Compte tenu des bons résultats obtenus pour les greffages des agents de couplage
triméthoxysilyle en série urée, les premiers essais de greffages avec ceux contenant un
chainon PEG ont été réalisés en utilisant les mémes conditions. L’ agent de couplage 15b, a
une concentration de 2,5.10* M dans le toluéne & 18°C, en présence du catalyseur TCA, a
10% molaire est déposé pendant 12 h sur la surface.

i. Caractérisation du greffage par PM-IRRAS

Les SAM-PEG-NO, 15b sont analysés en PM-IRRAS dans |les mémes conditions que
celles utilisées pour la SAM-urée-NO, 100% de maniére a pouvoir comparer les spectres
obtenus (Figure 11-28).
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Figurel1-28. Comparatif des spectres PM-IRRAS de la SAM -PEG-NO, 15b et dela SAM -urée-NO, 100%.

L’intensité des bandes du spectre PM-IRRAS de la SAM-PEG-NO, 15b est beaucoup
plus faible que celle observée précédemment pour la SAM-urée-NO, 100%. La quantité de
matiere greffée sur la surface est donc moins importante. Dans le cas de I’ agent de couplage
avec un chainon PEG, les bandes caractéristiques du groupement NO, (vasNO,) €t du
groupement carbonyle de |’ ester sont difficilement différentiable du bruit de fond.

De plus, les positions des bandes observées pour les modes de vibration des CH, de la
chaine alkyle sont respectivement & 2929 cm™ (v) et 2858 cm™ (vs). Ces chaines akyle
présentent un désordre comparable aux CH, des chaines alkyle de la SAM-urée-NO, 100%
(2929 cm™ pour v et 2856 cm™ pour vs).

ii. Caractérisation du greffage par AFM

Les substrats modifiés avec la SAM-PEG-NO, 15b ont été caractérises en AFM. La
SAM caractérisée par les images de hauteur (Figure 11-29), présente un Rms de 0,37 nm sur
I”’ensemble de I’image et donc une faible rugosité, tres proche de celle du substrat vierge (0,22
nm).
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Figurell1-29. Images de hauteur (5 um x 5 um) pour la SAM-PEG-NO, 15b.

Un profil réalisé sur la surface (Figure 11-30), montre qu’en dehors des agrégats la
surface est homogene.
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Figurel1-30. Profil de hauteur pour le greffage dela SAM-PEG-NO, 15b.

Les conditions utilisées pour les SAMs-urée ne sont pas appropriées pour le greffage
du composé 15b. La présence d' un chainon PEG semble ralentir la cinétique de greffage de
I’agent de couplage. Divers essais avec des temps de greffage supérieurs (15 h et 20 h) ont
été effectués.

b) Optimisation du temps de greffage pour le composé avec un
groupement triméthoxysilyle

Pour optimiser le temps de greffage du composé 15b, divers essais ont &té menés dans
des conditions identiques de concentration, nature du solvant, température, et quantité de
catalyseur mais durant 15 h ou 20 h.
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i.  Caractérisation du greffage par PM-IRRAS

L’ ensemble des spectres PM-IRRAS, caractérisant le dépbt des composés 15b et 10b
sur la surface, est présenté Figure 11-31.

—— SAM-urée-NO, 100% 10b 12h
—— SAM-PEG-NO, 15b 20h

2928 SAM-PEG-NO, 15b 15h

—— SAM-PEG-NO, 15b 12h
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Figurell-31. Comparatif des spectres PM-IRRAS de la SAM -urée-NO, 100% 10b (12 h de greffage) et la SAM -PEG-
NO, 15b (12 h, 15 h, 20 h de greffage).

La comparaison des spectres relatifs au composé 15b montre une |égére augmentation
deI’intensité des bandes pour un temps de greffage de 20 h. La quantité de matiére greffée sur
la surface augmente donc au cours du temps. Cependant, cette augmentation n'est pas
suffisante pour atteindre la quantité de matiére greffée dans le cas de la SAM-urée-NO, 100%
avec 12 h de greffage.

ii. Caractérisation du greffage par AFM

Avant de poursuivre |’ optimisation des conditions de greffage, une analyse AFM de
I état de surface dela SAM-PEG-NO;, 15b apres 20 h de greffage est réalisee.  Des  images
de hauteur et de phase de la SAM-PEG-NO, 15b sont enregistrées (Figure I1-32). Larugosité
de la surface est plus importante (Rms = 1,12 nm sur I’ensemble de I'image), mais la surface
n’'est pas homogene.
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Figurell-32. Images de hauteur (a gauche) et de phase (a droite) (2 um x 2 pm) pour la SAM-PEG-NO, 15b (20 h de
greffage).

La présence d'agrégats est notée sur I'image de hauteur et le faible contraste sur
I"image de phase montre qu'il s agit bien d’ agrégats de matiére organique sur la surface.

Un profil sur la surface (Figure 11-33) met en évidence la présence de nombreux
agrégats dont la hauteur varie entre 5 et 15 nm.

15
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Figurel1-33. Profil de hauteur pour le greffage dela SAM-PEG-NO, 15b (20 h de greffage).

En conclusion, une augmentation du temps de greffage conduit a une augmentation de
la quantité de matiere déposee sur la surface. Cependant, de nombreux agrégats apparai ssent
sur la surface, limitant ainsi |’ effet bénéfique du parametre temps. Le choix d’un agent de
couplage comportant un groupement trichlorosilyle plus réactif savere donc, a priori,
préférable.

c) Greffage du composé avec un groupement trichlorosilyle
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Ainsi, des essais de greffage a partir du composé 15a ont été effectués. La meilleure
réactivité de cet agent de couplage est due a une meilleure hydrolyse a cause I'acide
chlorhydrique libéré qui autocatalyse la réaction.

Ce greffage est effectué dans le toluéne a 18°C avec une concentration en composé
15a de 2,5.10* M. Comme dans le cas du composé triméthoxysilylé 15b, ¢’ est avec 20 h de
greffage que lameilleure intensité en PM-IRRAS est obtenue.

i. Caractérisation du greffage par PM-IRRAS

L’ analyse des SAM-PEG-NO, 15a par PM-IRRAS a été effectuée dans les conditions
utilisées pour les substrats précédents de maniere a pouvoir comparer les spectres obtenus
(Figure 11-34).

—— SAM-urée-NO, 100% 10b 12h
——SAM-PEG-NO, 15b 20h
——SAM-PEG-NO, 15a 20h
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Figurell-34. Comparatif des spectres PM-IRRAS de la SAM -urée-NO, 100% 10b (12 h de greffage), dela SAM -
PEG-NO, 15b (20 h de greffage) et dela SAM-PEG-NO, 15a (20 h de greffage).

Dans le cas de la SAM-PEG-NO, 15a (20 h de greffage) les intensités des bandes de
vibration du spectre PM-IRRAS sont comparables a celles observées pour la SAM-urée-NO,
100% 10b (12 h de greffage). De plus, les bandes de vibration sont mieux résolues que celles
obtenues pour la SAM-PEG-NO, 15b.

Les nombres d’ onde observés pour les modes de vibration des CH, de la chaine alkyle
(2928 cm™ pour v et 2857 cm™ pour vs) sont proches de ceux obtenus pour la SAM-urée-
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NO, 100% 10b (2929 cm™® pour vas et 2856 cm™ pour vs). Cela montre que les chaines alkyle
sont aussi désordonnées que dans le cas des SAM s-urée-NO, 100%.

ii. Caractérisation du greffage par AFM

Les substrats greffés pendant 20 h avec le composé 15a ont été caractérises en AFM.
Les images de hauteur et de phase enregistrées pour la SAM-PEG-NO, 15a pour un temps de
greffage de 20 h (Figure 11-35) montrent que la surface est bien plus homogene que celle de la
SAM-PEG-NO, 15b obtenue avec le méme temps de greffage. En effet, a part la présence
d'un défaut du substrat (visible aussi sur |I'image de phase), peu d agrégats sont observés et le
Rms est de 0,53 nm.

T 228deg
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10.0
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0.0
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-10,0

15,0

-19,9

Figurel1-35. Images de hauteur (a gauche) et de phase (a droite) (5 um x 5 um) pour la SAM-PEG-NO, 15a (20 h de
greffage).

En conclusion, les analyses par PM-IRRAS et AFM des SAMs-PEG-NO, 15a montrent
gu'avec un temps de greffage de 20 h, les monocouches obtenues sont beaucoup plus
homogenes et de bien meilleure qualité que celles qui étaient obtenues avec le composé
triméthoxysilylé 15b.

C. Conclusion

Au cours de ce chapitre, nous avons dans une premiére partie décrit la synthese de
trois agents de couplages organosiliciés (4, 10a, 10b) comportant une fonction urée
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permettant |’ auto-assemblage par liaisons hydrogéne et terminées par un groupement silyle
(SiCl3 ou Si(OMe)3) permettant de les greffer sur des substrats de silice.

Deux d’'entre eux (10a et 10b) comportent une fonction acide protégéee par un ester
photolabile pour I'immobilisation des biomolécules. L’anayse par PM-IRRAS et AFM des
substrats greffés avec ces agents de couplage, permet de déterminer que les SAMs de
meilleure qualité sont obtenues avec le composé comportant un groupement trimeéthoxysilyle
comme groupement hydrolysable.

Dans le but d espacer les fonctions d accroche sur la surface et de les rendre plus
accessibles pour pouvoir mesurer des interactions uniques par DFS, des surfaces mixtes ont
été développées. Pour cela, I’ organosilane fonctionnel 10b est mélangée dans les proportions
(30/70 et 10/90) avec un organosilane non-fonctionnel 4. Une caractérisation par PM-IRRAS
et AFM permet de démontrer I’ obtention de SAM s mixtes de faible rugosité et homogenes.

Dans une seconde partie, la synthése d’un organosilane, comportant un chainon PEG,
pour essayer de limiter I’adhésion non-spécifique, a été décrite (15a pour celui avec un
groupement trichlorosilyle et 15b pour celui avec un groupement triméthoxysilyle). Les
agents de couplage triméthoxysiliciés ne permettent pas d’ obtenir des SAMs de bonne qualité.
Suivant les conditions utilisées, I’analyse PM-IRRAS et AFM montre soit I’insuffisance du
dépdt de matiere pour former une monocouche, soit une tendance des molécules a former des
agrégats. Le greffage de |’ agent de couplage 15a sur des substrats de silice a, quant alui, été
optimisé. Pour obtenir des surfaces de bonne qualité, il est nécessaire d' utiliser I’agent de
couplage trichlorosilicié avec un temps de greffage de 20 h.

Deplus, il peut étre noté que la synthese des SAM s dépend non seulement de la nature
du groupement silicié de |’organosilane, mais également de la nature de son squelette
carboné. En effet, cette éude confirme que les SAMs-urée ont une capacité a |’ auto-
assemblage beaucoup plus rapide (12 h de greffage) que les SAMs-PEG dont |’ auto-
assemblage est principalement assuré par des interactions de Van der Waals (20 h de

greffage).

78



Chapitre III : Fonctionnalisation des SAMs

lIl. Chapitre lll :

Fonctionnalisation des SAMs
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L’immobilisation de biomolécules sur une surface est une éape clé lors du
développement de biocapteurs. La biomolécule doit étre fixée de fagon robuste, tout en
gardant sa structure et son activité. La voie covalente permet une immobilisation sur des
SAMs, stable dans le temps.® Les fonctions amine des résidus lysine des protéines sont mises
en jeu pour immobiliser des protéines sur des monocouches fonctionnalisées terminées par
des groupements acide carboxylique®* L’activation de la fonction acide de surface par la
chimie des carbodiimides, en particulier le couple NHS/EDC, est souvent utilisée pour
conduire a un ester activé qui va ensuite réagir avec les groupements amine de la protéine
pour former une liaison amide stable. La maitrise de plusieurs parameétres, tels que le temps de
réaction, le pH du milieu, laforce ionique et la concentration en proténe, est importante pour
assurer e succés de cette immobilisation.*

Dans ce chapitre, dans une premiére partie, la possibilité d' immobiliser, sur les SAMs-
urée-NO, e SAMSPEG-NO,, des objets biologiques sera démontrée a I'aide de
nanoparticules d’ or recouvertes de protéine A.

Dans un deuxiéme temps, des nanoparticules recouvertes d' une couche de polymere a
base de chainons PEG seront choisies pour I’ é&tude de la répartition des sites de fixation sur les
différentes SAMs-urée-COOH (100% et mixtes). Les chainons PEG des nanoparticules
permettent de s affranchir de I’ adhésion non-spécifique.

Dans une troisieme partie, le Virus de la Mosaique du Tabac (TMV), un modéele
souvent utiliseé par les biologistes, servira pour veérifier la non-déformation d’'un objet
biologique lors de son immobilisation sur une SAM.

A. Biofonctionnalisation des SAMs avec des nanoparticules
recouvertes de protéine A

Pour faciliter la caractérisation de ces surfaces fonctionnalisees, par AFM, nous avons
chois d employer des nanoparticules d’or de 20 nm de diametre, recouvertes de protéines A
(fournisseur British BioCell International), notées NP-pA par la suite.

Wong L.S., Khan F., Micklefield J. Chem. Rev. 2009, 109, 4025-4053.

2SuX., Chew F.T., Li SF.Y. Anal. Biochem. 1999, 273, 66-72.

% patel N., Davies M.C., Hartshorne M., Heaton R.J., Roberts C.J., Tendler S.J.B., Williams P.M. Langmuir,
1997, 13, 6485-6490.

* Rusmini F., Zhong Z., Feijen J. Biomacromolecules 2007, 8, 1775-1789.
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La protéine A est souvent utilisée pour |'élaboration de biocapteurs sensibles et
spécifiques.®® En effet, cette protéine membranaire de 42 kDa, trouvée dans les parois des
bactéries Staphylococcus aureus, est connue pour permettre I'immobilisation d anticorps en
raison de sa forte affinité pour ceux-ci.® Laprotéine A est composée de cing sous-unités. Trois
d’entre elles vont étre inactivées par le dépbt de la protéine sur le substrat. Il en reste donc
deux de disponibles qui permettent I'immobilisation de deux anticorps. Ceux-ci vont étre
accrochés par leur extrémité F..”® Cela permet aux anticorps d’ étre fixés de fagon stable et en
préservant leur activité. En effet, les régions spécifiques (Fa,) sont tournées vers |’ extérieur et
donc accessibles pour un antigene.

1. SAMs avec motif urée

a) Immobilisation covalente des NP-pA

Les SAM-urée-NO, 100%, sont irradiées sous UV (A > 300 nm) al’air, de maniere a
déprotéger les fonctions acide carboxylique. Celles-ci sont ensuite transformées en esters
actives, en présence d' EDC et NHS. Pour finir, les NP-pA sont immobilisées sur les surfaces
par un couplage peptidique (Figure 111-1).

® a) Briand E., Salmain M., Compére C., Pradier C.-M. Biosens. Bioelectron. 2007, 22, 2884-2890 ; b) Lee W.,
LeeD.-B., OhB.-K., Lee W.H., Choi J.-W. Enz. Microbiol. Technol. 2004, 35, 678-682.

® Srivatsa V., Anderson W.K., Bachas L.G. Microchim. Acta 1998, 128, 127-143.

"Moks T., Abrahmsen L., Nilsson B., Hellman U., Sjéquist J., Uhlén M. Eur. J. Biochem. 1986, 156, 637-643.

8 Yang L., Biswas M.E., Chen P. Biophys. J. 2003, 84, 509-522.
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Figurelll-1. Schéma del'immobilisation des NP-pA sur la SAM -urée-NO, 100%.

i. Photodéprotection des fonctions acide carboxylique

Le photoclivage de la fonction ester nitrobenzylique, apres excitation du chromophore
libére deux fragments: le o-nitrosobenzaldéhyde et I’ acide carboxylique. Patchornik et al.’
ont montré gque le mécanisme (Figure I11-2) consistait en I'arrachement d'un proton
benzylique par le groupe nitro suivi du réarrangement intramoléculaire rapide en o-
nitrosobenzal déhyde et de lalibération de I’ acide carboxylique (réaction Norrish 11).%°

9 Patchornik A., Amit B., Woodward R.B. J. Am. Chem. Soc. 1970, 92, 6333-6335.
19 Bochet C.G. J. Chem. Soc., Perkin Trans. 1 2002, 2, 125-142.

83



Chapitre III : Fonctionnalisation des SAMs

NO,
NO
©i/ hy HO. R
o) R > +
\”/ /O 8
o}

ester o-nitrobenzylique o-nitrosobenzaldéhyde
Ly |

o+

0
N o N/
o. _R

—

Figurell1-2. M écanisme de la photodépr otection de I'ester o-nitrobenzylique selon Patchor nik.*°

Les substrats (lames d’ or et wafers de silicium) sont irradiés sous une lampe UV (A =
365 nm). Une plague de Pyrex®, placée entre les échantillons et la lampe, permet de retenir
toutes les longueurs d’ondes inférieures & 300 nm.** Afin d éviter la dégradation de la
monocouche, le temps d'irradiation optimal est de 30 minutes (déterminée par PM-IRRAS).
Les substrats sont ensuite nettoyés aux ultrasons dans le chloroforme de maniere a éiminer
I’ o-nitrosobenzal déhyde.

1y amaguchi K., Nakayama H., Futami T., Shimizu T. J. Photopolym. Sci. Technol. 2008, 21, 519-524.
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Le spectre PM-IRRAS de la SAM-urée-COOH 100% est donné ci-dessous (Figure
111-3).

—— SAM-urée-NO, 100%

0,0040 - —— SAM-urée-COOH 100%
2929

1- Rp/Rs

vCO vCO 1529

ester acide

1742 1707

Al

* T = T N T 4 77 - T T Il s T — 1
3000 2950 2900 2850 1800 1700 1600 1500

nombre d'onde (cm'1)

Figurelll-3. Compar atif des spectres PM-IRRAS de la SAM -urée-NO, 100% et de la SAM -urée-COOH 100%.

Cette analyse permet de vérifier I’ absence de dégradation de la surface au cours de la
modification chimique de celle-ci. En effet, I’intensité des bandes correspondant aux groupes
CH. de lachaine alkyle ne varie presgue pas. De plus, |le contrble de la modification chimique
de surface peut se faire par PM-IRRAS a chague étape. Aingi, la transformation de I’ ester en
acide carboxylique™ se traduit par la disparition des bandes VCOeger & 1742 cm™ et vaNO, &
1529 cm™ ainsi que par |’ apparition d’ une nouvelle bande & 1707 cm™ associée alavCO dela
fonction acide.

Ces observations montrent clairement une déprotection totale des fonctions acide
carboxylique de surface.

il. Activation des fonctions acide carboxylique

Les fonctions acide carboxylique sont activées, al’aide d’ une solution aqueuse d EDC
et NHS, en présence d'un tampon MES (2-(acide N-morpholino)éthanesulfonique) pour
maintenir le pH constant & 6. La réaction procede en deux étapes (Figure 111-4). Tout d’ abord
le carbodiimide réagit avec la fonction acide carboxylique pour former une O-acylisourée

2 Driscoll P.F., Milkani E., Lambert C.R., McGimpsey W.G. Langmuir 2010, 26, 3731-3738.
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réactive.™® Cette espéce pourrait directement réagir avec une amine pour former une liaison
amide, mais avec un rendement moyen a cause du réarrangement possible en N-acylurée, non
réactive. Par contre, en présence de NHS, ce réarrangement est défavorise et |’ O-acylisourée,
avec le NHS, conduit a un ester plus stable. Le sous-produit de type urée formé au cours de
cette réaction est éliminé par lavage des substrats aux ultrasons a |I’eau et au chloroforme.
Pour limiter la réaction d hydrolyse compétitive, cet ester activé NHS est réalisé juste avant
I’immobilisation des NP-pA.
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Figurelll-4. M écanisme delaréaction d'activation des acides car boxylique avec EDC/NHS.

Comme précédemment, |’analyse PM-IRRAS de la SAM-urée-NHS 100% (Figure
I11-5) révele une bonne stabilité de la surface durant I’ é&ape de formation de I’ ester active.
L’intensité des bandes relatives aux groupes CH, de la chaine alkyle, dans le cas de la SAM-
urée-NHS 100% et la SAM-urée-COOH 100%, est comparable.

3 Richert L., Boulmedais F., Lavalle P., Mutterer J., Ferreux E., Decher G., Schaaf P., Voegel J.-C., Picart C.
Biomacromolecules 2004, 5, 284-294.
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Figurelll-5. Comparatif des spectres PM-IRRAS dela SAM-urée-COOH 100% et dela SAM-urée-NHS 100%.

La disparition de la bande de vibration du carbonyle de |’ acide carboxylique a 1707
cm™ et | apparition de trois nouvelles bandes & 1816 cm, 1782 cm™ et 1734 cm™ peuvent
étre observée. Ces trois bandes sont connues pour étre caractéristiques de |’ester NHS.
Toutefois, I attribution exacte de ces trois bandes est toujours controversée. Le plus souvent,
les bandes & 1782 cm™ et 1734 cm™ sont attribuées aux modes d’ élongation symétriques et
asymétriques des carbonyles du cycle par analogie avec les composés succinimides. La
derniére bande & plus haut nombre d'onde (1816 cm™) serait quant & elle associée au
carbonyle de I’ester N-hydroxysuccinimide.** L’ autre possibilité serait que la bande & 1816
cm’ serait celle du mode symétrique des carbonyles du cycle NHS. En effet, ce mode
présente une plus grande fréquence que le carbonyle d'un ester ainsi qu'une faible activité
infrarouge. Les deux autres modes (1782 cm™ et 1734 cm™), quant & eux, pourraient étre dus &
un couplage entre le mode d’'éongation du carbonyle de I'ester et le mode d’ éongation
asymétrique des carbonyles du cycle.®

Ceci dit, dans notre cas, I’ éément important est la présence de ces trois bandes et non
pas leur attribution précise.

De plus, la différence Av observée entre les bandes amide | et amide Il est plus
importante pour la SAM-urée-NHS 100% (93 cm™ pour la SAM-urée-NHS 100% contre 55
cm™ pour la SAM-urée-COOH 100%). Plus cette différence est faible, plus les liaisons
hydrogéne intermol éculaires sont fortes. Le groupement ester NHS étant plus volumineux que

¥ Frey B.L., Corn R.M. Anal. Chem. 1996, 68, 3187-3193.
> Moraillon A., Gouget-Laemmel A.C., Ozanam F., Chazalviel J.-N. J. Phys. Chem. C 2008, 112, 7158-7167.
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Chapitre III : Fonctionnalisation des SAMs

I’acide, des génes stériques peuvent avoir lieu entre les molécules. Cela a pour effet
d éoigner les motifs urée et donc de diminuer les interactions par liaisons hydrogene.

iil. Immobilisation covalente des NP-pA

L’ immobilisation des NP-pA est réalisée dans une solution agueuse, contenant les NP-
pA (PBS, tampon phosphate salin) gjustée a pH = 8 avec de la potasse. La solution utilisée
comprend 1,75.10"" nanoparticules (V=10 mL). Cette quantité de particules est, en théorie,
suffisante pour avoir un recouvrement total de la surface. Les substrats sont immergés dans la
solution pendant 2 h, a 37°C. Un pH légerement basique permet la déprotonation des
fonctions amine des résidus lysine de la protéine A et permet la réaction avec I’ ester activé
présent sur la surface. L’immobilisation des NP-pA se fait donc par création d une liaison
covalente amide entre la surface du support et la protéine A. Les substrats sont lavés
abondamment a1’ eau MilliQ pour éliminer les sel's présents sur la surface, puis aux ultrasons
dans |’ eau MilliQ pendant 5 minutes pour éliminer les NP-pA physisorbées.

Une fois I'immobilisation covalente des NP-pA effectuée, la SAM-urée-NP-pA 100%
est caractérisée en PM-IRRAS et AFM.
—— SAM-urée-NHS 100%

—— SAM-urée-NP-pA 100%
0.0065 7 1663

0'0040 —- \YCOesler NHS
0,0035 2929 1816, 1782,

1734 \

T
1800

1- Rp/Rs

T b T 4 T
1700 1600 1500

T T
3000 2950 2900 2850

nombre d'onde (cm'1)

Figurelll-6. Comparatif des spectres PM-IRRAS de la SAM -urée-NHS 100% et dela SAM -ur ée-NP-pA 100%.

Sur les spectres PM-IRRAS (Figure 111-6), la présence de la protéine a la surface est
confirmée par |’apparition d’une nouvelle bande & 2962 cm™ caractéristique du mode
d' élongation asymétrique du groupe CHg, présent dans plusieurs acides aminés de la protéine
A.
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Chapitre III : Fonctionnalisation des SAMs

La consommation de |’ester activé est controlée par la disparition des trois bandes
relatives aux groupements NHS (1816 cm™, 1782 cm™ et 1734 cm™). Mais surtout, la forte
augmentation de I’ intensité des bandes amide | (1663 cm™) et amide 11 (1542 cm™) confirme
la création de liaisons peptidiques et donc I'immobilisation covalente de la protéine A sur la
surface.

Les wafers de silicium ont aussi été analyses en AFM aprés immobilisation des NP-pA
(Figure 111-7).

( 24,7 deg

‘ 15,0
10.0
5,0

0.0
=50

! -10,0
—15,0
—20.0
—25,0
-30.0
-35.0

—40,0
-44,1

Figurelll-7. Images de hauteur (a gauche) et de phase (a droite) (5 um x 5 um) dela SAM -ur ée-NP-pA 100%.

L’image de hauteur montre la présence de particules plus hautes que le reste de la
surface. L’image de phase révéle un contraste, et donc une composition chimique différente
entre la surface et ces particules pouvant étre alors considérées comme des NP-pA
immobilisées. Les NP-pA sont réparties de fagon homogene sur la surface. A partir des
images AFM, il est possible d estimer le nombre de NP-pA immobilisées sur la surface a
environ 13,2 NP-pA/um?.

Un profil effectué sur I'image de hauteur (Figure 111-8) confirme que les particules
observées ont bien une hauteur de 20 nm correspondant au diamétre des NP-pA. Cependant
les largeurs mesurées sont d environ 45 nm (a mi-hauteur). Mais une fois pris en compte le
rayon de courbure de la pointe (10 nm), lalargeur correspond environ a celle des NP-pA (45 -
2 X 10=25nm).

Sur un profil de phase effectué au méme endroit que le profil de hauteur (Figure 111-8),
une variation de la phase est notée au niveau de la nanoparticule. En effet, celle-ci augmente
(passage de - 37° & 0°) au moment ou la pointe arrive sur la couche de protéine qui est plus
molle que la surface. Ensuite, la phase diminue (de 0° a - 43°) lors du passage sur la
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~

nanoparticule qui elle est plus dure. Puis, une nouvelle augmentation (de - 43° a 2°) peut étre
observée lorsgue la pointe traverse a nouveau une zone ou il N’y a que la proténe. Pour finir,
la phase diminue a nouveau au moment du retour sur la SAM. Cela confirme un changement
de composition entre la SAM, la protéine et la nanoparticule d’ or.

30 10

— Profil SAM-urée-NP-pA 100% — Profil SAM-urée-NP-pA 100%
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Figurelll-8. Profils de hauteur (a gauche) et de phase (a droite) dela SAM -urée-NP-pA 100%.

Sur I'image de phase (Figure 111-9), deux zones différentes peuvent étre clairement
distinguées au niveau des nanoparticules. En effet, au centre, apparait une zone plus sombre
correspondant au noyau d’ or. Cette zone est encerclée d' une zone plus claire qui correspond a
la couche de protéine A déposée sur la nanoparticule. La différence de composition entre les
deux parties de laNP-pA est donc clairement mise en évidence.
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Figurelll-9. Image de phase (2 pm x 2 um) de la SAM -ur ée-NP-pA 100%.

En conclusion, nous avons ici démontreé I”’immobilisation covalente de NP-pA sur une
SAM-urée-NO, 100%. En effet, les différentes étapes de I'immobilisation (déprotection et
activation des fonctions acide et immobilisation covalente des NP-pA) ont été caractérisées
par PM-IRRAS. L’analyse par AFM des substrats aprés |I'immobilisation permet aussi de
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confirmer la présence de NP-pA d’un diametre de 20 nm, réparties de maniére homogene sur
la surface.

b) Adhésion non-spécifique des NP-pA

Afin de veérifier que I'immobilisation des NP-pA, réalisée précédemment, est bien
covaente et non pas une simple adhésion non-spécifique, nous avons dépose les NP-pA, sur
la SAM-urée-COOH 100%, sans activation préalable de lafonction acide (Figure 111-10).

NH&%Z? @NHZNHEI’% @Nﬂz ""&?y @NHZ

& o8 @ & o

@oﬁ@ OH@gl? OH OH OH OH [@oﬂm OH
o

=0 =0 =0 )0 0 0 =0 0 0
N HN HN HN HN HN HN
/O\Si/O\Si/O\Si/o\Si/O\Si/O\Si/O\Si/O\Si/O\Si/O\
| | | | | |
0

—O

A L
SAM-urée-COOH 100%

Figurell1-10. Schéma représentant I'adhésion non-spécifique des NP-pA sur la SAM -urée-COOH 100%.

Une fois I’exposition des substrats aux NP-pA réalisée, ceux-ci sont caractérisés par
AFM.
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Figurelll-11. Images de hauteur (a gauche) et de phase (a droite) (5 um x 5 pm) du dép6t NP-pA sur la SAM -urée-
COOH 100%, sans activation NHS/EDC.

L’image de hauteur (Figure I11-11) met en évidence |la présence de quel ques particules
plus hautes que le reste de la surface. Sur I'image de phase, ces particules ont un contraste par
rapport au reste de la surface. Le contraste indique une composition chimique différente,
confirmant la présence des NP-pA ala surface. Les quelques NP-pA observées sur la surface
sont réparties de fagon homogene. A partir des images AFM, il est possible d’estimer le
nombre de NP-pA immobilisées sur la surface & environ 1,4 NP-pA/um?.

30 . o .
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Figurelll-12. Profil de hauteur du dép6t de NP-pA sur la SAM -urée-COOH 100%, sans activation EDC/NHS.

Un profil effectué sur I'image de hauteur (Figure I11-12) permet d’ observer que les
particules ont bien une hauteur de 20 nm correspondant au diameétre des NP-pA.

Pour conclure, en |’absence d'activation préalable de la SAM-urée-COOH 100%,
seulement quelques NP-pA sont déposées sur la surface. En effet, la quantité de NP-pA
immobilisée passe de 13,2 NP-pA/un? pour la voie covalente & seulement 1,4 NP-pA/pn?
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(rapport = 1/10) pour la voie non covalente. L’adhésion non-spécifique des NP-pA, sur ce
type de surface, est donc assez limitée, ce qui est un résultat plutot inattendu.

2. SAMs avec chainon PEG

Dans la littérature, différents auteurs ont montré que des SAMs réalisées avec des
molécules possédant des segments PEG augmentaient les propriétés répulsives des
monocouches formées vis-a-vis des biomolécules et limitaient ainsi I’ adhésion non-spécifique
sur les surfaces, %718

C’est pourguoi, en vue d' éliminer totalement I’adhésion non-spécifique, nous avons
chois de déposer des NP-pA sur les SAM-PEG-COOH précédemment synthéti sees.

a) Immobilisation covalente des NP-pA

Des NP-pA ont été immobilisées de maniére covalente sur des lames d' or recouvertes
d’une fine couche de silice (20 nm) et des wafers de silicium fonctionnalisés avec la SAM-
PEG-NO, (Figure 111-13) en suivant le méme protocol e que celui décrit précédemment pour la
SAM-urée-NO, 100%. L es substrats ont donc tout d’ abord été irradiés sous UV (A > 300 nm),
de maniére a déprotéger les fonctions acide carboxylique, puis celles-ci ont été transformées
en ester activés en présence d' EDC et NHS (tampon MES, pH = 6) et pour finir immobiliser
les NP-pA sur les surfaces, par un couplage peptidique.

16 Soteropulos C.E., Zurick K.M., Bernards M. T., Hunt H.K. Langmuir 2012, 28, 15743-15750.

¥ Cheng J., Zhu G., Wu L., Du X., Zhang H., Wolfrum B., Jin Q., Zhao J., Offenhéusser A., Xu Y. J. Neurosci.
Methods 2013, 213, 196-203.

18 3) Bennetau B., Bousbaa J., Choplin F. Brevet Mondial W0O0153303 2001 ; Bennetau B., Bousbaa J., Choplin
F., Souteyrand E., Martin J-R., Cloarec J-P. Brevet Mondial W00153523 2001.
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Figurell1-13. Schéma del'immobilisation des NP-pA sur la SAM-PEG-NO..

i.  Photodéprotection des fonctions acide carboxylique

Les substrats sont analysés en PM-IRRAS une fois la déprotection terminée (Figure
111-14).
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Figurelll-14. Comparatif des spectres PM-IRRAS dela SAM-PEG-NO, et de la SAM-PEG-COOH.
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Les spectres PM-IRRAS ne montrent pratiquement aucune variation de I’intensité des
bandes correspondantes aux groupes CH, de la chaine akyle et donc une bonne conservation

decdle-ci.

La disparition de la bande vCOege & 1751 cm™ et v NO, & 1530 cm™” ainsi que
" apparition d’ une nouvelle bande & 1736 cm™ (VCO.iqe) confirme la déprotection totale des
fonctions acide carboxylique.

ii.  Activation des fonctions acide carboxylique

Comme précédemment pour la SAM-urée-COOH 100%, les fonctions acide
carboxyligue de la SAM-PEG-COOH sont activées a I'aide d'une solution agueuse
d EDC/NHS en présence d’'un tampon MES pour maintenir le pH constant a 6. Une fois
I’ activation terminée, les substrats sont analysés en PM-IRRAS (Figure 111-15).
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Figurelll-15. Comparatif des spectres PM-IRRAS dela SAM-PEG-COOH et dela SAM-PEG-NHS.

Sur le spectre PM-IRRAS enregistré pour la SAM-PEG-NHS, pratiquement aucune
variation d’intensité des bandes correspondantes aux groupes CH, de la chaine alkyle n’est
observée. La SAM n’est donc pas dégradée au cours de cette étape d’ activation.

De plus, I’ apparition des trois bandes caractéristiques de I’ester NHS & 1818 cm™,
1783 cm* et 1738 cm™ confirme I’activation des fonctions acide carboxylique. Les deux
bandes observées & 1654 cm™ et 1550 cm™ (correspondant respectivement & des bandes amide
| et amide 1) pourraient étre expliquées par la présence d'un produit secondaire de type N-
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acylurée non-réactive formé, suite au réarrangement de I’ O-acylisourée, lors de |’ activation de
laSAM avec EDC.

iii. ~ Immobilisation covalente des NP-pA

L’immobilisation des NP-pA sur la SAM-PEG-NHS est réalisée selon le protocole
décrit dans le cas de la SAM-urée-NHS 100% (cf. p.88). Une fois I'immobilisation de NP-pA
effectuée, la SAM-PEG-NP-pA est caractérisée en PM-IRRAS et AFM (Figure 111-16).
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Figurelll-16. Compar atif des spectres PM-IRRAS dela SAM-PEG-NHS et de la SAM-PEG-NP-pA.

L’ apparition d'une bande & 2957 cm’, caractéristique du mode d éongation
asymétrique du groupe CH3 présent dans plusieurs acides aminés de la protéine A, confirme la
présence de celle-ci.

De plus, la consommation de I’ ester activé est mise en évidence par |a disparition des
trois bandes caractéristiques du groupement NHS (1818 cm™, 1783 cm™ et 1738 cm'™). Mais
surtout, I’immobilisation covalente de la protéine A sur la surface est confirmée par la forte
augmentation de I’intensité des bandes amide | (1662 cm™) et amide Il (1546 cm™) due & la
création de liai sons peptidiques.

Afin de caractériser compléetement I’'immobilisation des NP-pA, les wafers de silicium
ont été analysés en AFM (Figure I11-17).
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69,5 deg

Figurelll-17. Images de hauteur (a gauche) et de phase (a droite) (5 um x 5 um) dela SAM-PEG-NP-pA.

L’image de hauteur obtenue, montre |a présence de particules plus hautes que le reste
de la surface. Sur I'image de phase, un faible contraste est présent confirmant
I'immobilisation de NP-pA. Par contre, les nanoparticules sur la SAM-PEG-NP-pA ont
tendance a se regrouper par amas. Les spots correspondants aux NP-pA sont plus larges que
ceux observés sur la SAM-urée-NP-pA 100%, ou les NP-pA sont immobilisées de fagon
individudle. Il est donc difficile de déterminer le nombre de particules dans chague amas et
par conséguent e nombre de nanoparti cules immobilisées sur la surface.

Un profil effectué sur I'image de hauteur (Figure 111-18) confirme bien
I"'immobilisation des nanoparticules. Par contre, |a hauteur observée est plus importante que
celle dans le cas de la SAM-urée pA (entre 40 et 60 nm). Les largeurs mesurées a mi-hauteur
sont d’environ 70 nm a 90 nm. Cette différence par rapport alataille des NP-pA ne peut étre
expliguée uniquement par le rayon de courbure de la pointe (influence sur la largeur
uniquement et pas sur la hauteur). Cela confirme que les nanoparticules se regroupent par
amas. Sur un profil de phase effectué au méme endroit que le profil de hauteur, la phase
augmente au moment du passage sur I’amas de NP-pA et donc un changement de composition
entre la SAM et les NP-pA.
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Figurelll-18. Profilsde hauteur (a gauche) et de phase (a droite) dela SAM-PEG-NP-pA.
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Il est possible d’ expliquer ce regroupement des NP-pA, sous forme d amas d’ unetaille
dlant de 50 & 100 nm de large, par une moins bonne accessibilité des fonctions acide
carboxyligue dans la SAM-PEG-COOH. En effet, 1a présence de nombreux atomes d’ oxygene
dans les chainons PEG peut amener ala formation de liaisons hydrogene entre I’ acide et ces
atomes d’ oxygene. Cela pourrait entrainer un repliement des chaines dans la monocouche et
rendre les fonctions acide carboxylique difficilement accessibles pour I'immobilisation des
NP-pA.

Pour conclure, I'immobilisation covalente de NP-pA sur une SAM-PEG-NO, a ééici
démontrée. Les différentes étapes nécessaires a leur immobilisation (déprotection et
activation des fonctions acides et immobilisation covalente des NP-pA) ont, en effet, éé
caractérisees par PM-IRRAS. De plus, l'analyse par AFM des substrats apres
I”immobilisation, permet de confirmer la présence de NP-pA sur la surface avec une tendance
a se regrouper par amas. Cette observation pourrait s expliquer par une moins bonne
accessibilité des fonctions d’ accroche.

b) Adhésion non-spécifique des NP-pA

Une expérience a été réalisée, ain de vérifier si les SAMs-PEG limitaient |’ adhésion
non spécifique sur les surfaces, par rapport aux SAMs-urée. Pour cela, des SAMs-PEG-NO,
ont été déprotégées sous UV pour conduire aux SAMs-PEG-COOH. Les NP-pA ont ensuite
été déposées suivant le protocole décrit précédemment (cf. p. 88), mais sans étape d’ activation
préalable des fonctions acide carboxylique avec EDC/NHS. Apres I’ exposition des substrats
aux NP-pA, ceux-ci sont caractérises par AFM.
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Figurelll-19. Images de hauteur (5 um x 5 um) du dép6t de NP-pA sur la SAM-PEG-COOH (a gauche) et sur la
SAM -urée-COOH 100% (a droite) sans activation EDC/NHS.

°
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La comparaison des images de hauteur obtenues pour le dépdt de NP-pA sur les
SAMs-PEG-COOH et les SAMs-urée-COOH 100% (Figure I11-19) semble montrer une
adhésion non-spécifique moindre sur la SAM-PEG-COOH (environ 0,6 NP-pA/um? pour
cette derniére au lieu d’ environ 1,4 NP-pA/um?).

B. Fonctionnalisation des SAMs-urée avec des NP-PEG-NH,

Dans le but d'étudier la répartition des fonctions acide carboxylique sur les SAMs
mixtes, nous avons décidé d utiliser des nanoparticules d’ or recouvertes d’ une couche de
polymére a base de chainons PEG terminés par une fonction amine (fournisseur :
Biosciences; diamétre: 20nm; notées NP-PEG-NH;). Leurs chainons PEG devraient
permettre de s affranchir de I’ adhésion non-spécifique et la fonction NH, d’ éablir une liaison
covalente avec les acide carboxylique de surface.

Nous allons, dans cette partie, dans un premier temps, vérifier |’ absence d’ adsorption
non-spécifique des NP-PEG-NH,, sur les SAM-urée-CH3 100%.

Dans un deuxiéme temps, nous étudierons I'immobilisation covalente de ces
nanoparticules sur les SAMs suivantes :

- SAM-urée-COOH 100%,
- SAM-urée-COOH 30%,
- SAM-urée-COOH 10%

dans le but de comparer leur répartition suivant la proportion d’ agent de couplage réactif.

1.  Adhésion non-spécifique des NP-PEG-NH: sur la SAM-
urée-CHsz 100%

L’ agent de couplage utilisé ici constitue la majeure partie des SAMs mixtes étudiées
ultérieurement (Figure I11-20). 1l est donc important d’avoir un minimum d adhésion non-
spécifique avec ces molécules.
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Figurell1-20. Adhésion non-spécifique des NP-PEG-NH, sur la SAM -ur ée-CH3 100%.

Les substrats ont éé immergés pendant 20 heures dans une sol ution aqueuse contenant
des NP-PEG-NH; (tampon PBS, gjusté a pH = 8 avec de la potasse), maintenue a 37°C dans
une étuve, puisils ont été analyses par AFM.
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Figurelll-21. Image de hauteur (5 pm x 5 um) du dép6t de NP-PEG-NH, sur la SAM -urée-CH; 100%.

Sur I'image de hauteur (Figure 111-21), seul quelques rares NP-PEG-NH,, d'une
hauteur d’environ 20 nm, sont observables sur la surface. Une absence quasi compléte
d’ adhésion non-spécifique sur la SAM-urée-CH3 100% est constatée.

100



Chapitre III : Fonctionnalisation des SAMs

L
=1

— Profil dépdt de NP-PEG-NH, sur SAM-urée-CH, 100%

ha
(=1

hauteur [nm]

[=1

=1
IIIIIIIII|IIIIIIIII|IIIIIIIII|IIIIIIIII

=
[

IIIIIIIII|IIIIIIIII|IIIIIIIII|IIIIIIIII|IIIIIIIII|IIIIIIIII
0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6
distance [pm]

Figurelll-22. Profil de hauteur du dép6t de NP-PEG-NH, sur la SAM -ur ée-CH; 100%.

La SAM-urée-CH3 100% et les SAMs-urée-COOH mixtes étant constituées en grande
majorité des mémes chaines, il est donc raisonnable de penser que sur ces dernieres aucune
adhésion non-spécifique ne sera observée. Les NP-PEG-NH, déposées sur la surface seront
donc uniquement dues a la création de liaisons covaentes entre les fonctions acide
carboxyligue des SAMs et les fonctions amine des nanoparticul es.

Les expériences préliminaires valident |'utilisation de ces NP-PEG-NH, comme
sondes pour étudier les SAMs-urée mixtes. Le dépdt de celles-ci sur la SAM-urée-COOH
100%, la SAM-urée-COOH 30% ou la SAM-urée-COOH 10%, nous permettra donc d’ éudier
leur répartition lors de la diminution du nombre de sites de fixation (acide carboxylique).

2. Immobilisation covalente des NP-PEG-NH; sur la SAM-
urée-COOH 100%

Des NP-PEG-NH, ont é&é déposées sur une SAM-urée-COOH 100% préalablement
activée (Figure 111-23). Les substrats ont été immergés pendant 20 heures dans une solution
aqueuse contenant des NP-PEG-NH, (tampon PBS, gusté a pH = 8 avec de la potasse)
maintenue & 37°C dans une éuve. La solution utilisée comprend 3,4.10* nanoparticules (V =
10 mL). Cette quantité est, en théorie, suffisante pour avoir un recouvrement total de la
surface. Les substrats ont ensuite été analysés par AFM et MEB (Microscopie Electronique a
Balayage).
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Figurelll-23. Immobilisation covalente des NP-PEG-NH, sur une SAM-urée-NHS 100%.

L’ observation d une image de hauteur (Figure 111-24), révéle la présence de NP-PEG-
NH, sur la surface, confirmée par |’image de phase présentant un contraste qui correspond a
deux matériaux aux propriétés mécaniques et élastiques différentes.

1 20,0 nm N |

Figurelll-24. 1mages de hauteur (a gauche) et de phase (a droite) (5 um x 5 pm) de la SAM -ur ée-NP-PEG 100%.

Un profil sur les images de hauteur et de phase permet d’ observer d une part que la
hauteur des nanoparticules correspond bien a celle attendue (20 a 30 nm) et d autre part une
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différence de phase au niveau de la nanoparticule montrant une composition chimique
différente entre celle-ci et la surface (Figure 111-25). De plus, une répartition homogene des
nanoparticules, bien isolées les unes des autres avec seulement quelques petits agrégats, est
observée sur |’ ensembl e de la surface.
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Figurelll-25. Profilsde hauteur (a gauche) et de phase (a droite) dela SAM -ur ée-NP-PEG 100%.

Ces surfaces ont aussi été caractérisées au MEB (Figure 111-26) en mode BSEI
(BackScattered Electron Imaging). Dans ce mode, les NP-PEG-NH, vont apparaitre
différemment de la SAM, en raison du numéro atomique de I’ or, évitant de confondre un
agrégat de matiere avec une nanoparticule.

CREMEM BSEJ) 5.0kV

Figurelll-26. Image MEB dela SAM-urée-NP-PEG 100% (6 pm x 4,8 um) en mode BSEI.

L’'image MEB confirme la répartition homogéne de nombreuses NP-PEG-NH..
Celles-ci sont disposees de maniére isolées sur I’ ensemble de la surface, malgré la présence de
quelques petits agrégats de nanoparticules. A partir de I’image MEB, il est possible d’ estimer
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le nombre de NP-PEG-NH, immobilisées sur la surface soit environ 12,5 NP-PEG-NH,/pm?
(valeur comparable & celle obtenue pour I'immobilisation de NP-pA (13,2 NP-pA/um?)).

Pour conclure, les caractérisations par AFM et MEB de la SAM-urée-COOH 100%
montrent que la fonctionnalisation de la surface se fait avec une répartition homogéne des
nanoparticules. Celles-ci sont principalement disséminées de fagon isolées sur la surface.

Maintenant nous allons observer la répartition des nanoparticules lorsque le nombre de
sites de fixation (acide carboxylique) sur la SAM diminue et que ceux-ci sont dilués au milieu
de chaines non réactives, cas des SAMs mixtes.

3. Immobilisation covalente des NP-PEG-NH; sur la SAM-
urée-COOH 30% et la SAM-urée-COOH 10%

Un protocole similaire a celui de I’immobilisation des NP-PEG-NH; sur la SAM-urée-
COOH 100% (cf. p. 102), a été utilise pour déposer les nanoparticules sur la SAM-urée-
COOH 30% et sur la SAM-urée-COOH 10% préalablement activées. Apres immobilisation
des nanoparticules, les substrats ont été anayses par AFM et MEB pour caractériser la
répartition des NP-PEG-NH, sur la surface.

Les SAM-urée-NP-PEG 30% et SAM-urée-NP-PEG 10% ont donc été imagés par
AFM. Des images de hauteur et de phase effectuées sur les deux SAMs (Figure 111-27),
permettent d’ observer I’immobilisation de NP-PEG-NH, sur |es substrats.
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Figurelll-27. Images de hauteur (a) et de phase (b) (5 um x 5 um) de la SAM -urée-NP-PEG 30% et dela SAM -ur ée-
NP-PEG 10% (hauteur (c) et phase (d)).

Des profils sur les images de hauteur confirment la présence des NP-PEG-NH, avec
des hauteurs de I’ ordre de 20 a 30 nm (Figure 111-28). De plus, |I'image de phase montre un
contraste au niveau de la NP-PEG-NH,.
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Figurelll-28. Profils de hauteur dela SAM-urée-NP-PEG 30% (a gauche) et dela SAM-urée-NP-PEG 10% (a
droite).
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L’ analyse comparée des images AFM des trois SAMs (SAM-urée-NP-PEG 100%,
SAM-urée-NP-PEG 30% et SAM-urée-NP-PEG 10%) montre une diminution globale du
nombre de NP-PEG-NH,, a la surface cohérente avec celle du pourcentage de fonctions acide
carboxylique. De plus, une tendance des NP-PEG-NH, a se regrouper sous forme d’ agrégats
est aussi observée lorsgue la proportion de fonctions réactives diminue.

La répartition des NP-PEG-NH; sur ces substrats a auss été examinée au MEB en
mode BSEI (Figure 0-29). On confirme la diminution du nombre de NP-PEG-NH, sur la
surface en fonction du nombre de sites réactifs ainsi que la tendance des nanoparticules a se
regrouper par petits agrégats (de 50 a 150 nm pour la SAM-urée-NP-PEG 30% et de 150 a
300 nm pour la SAM-urée-NP-PEG 10%). Cette tendance suggére une structure en «ilots »
pour la SAM-urée-COOH 30% et la SAM-urée-COOH 10%. De plus, la taille des «ilots »
semble augmenter lorsque la proportion de fonctions acide carboxylique diminue.

BSEI 5.0kV

b) CREMEM BSEI 5.0kV

Figure 0-29. Images M EB en mode BSEI (6 pm x 4,8 um) de la SAM -ur ée-NP-PEG 30% (a)) et dela SAM -ur ée-NP-
PEG 10% (b)).
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Il peut é&re remarqué que 12,5 NP-PEG-NH,/pm?, 3,0 NP-PEG-NH,/um? et 1,2 NP-
PEG-NH,/um? sont immobilisées respectivement sur la SAM-urée-COOH 100%, la SAM-
urée-COOH 30% et la SAM-urée-COOH 10%. Ces mesures révelent clairement une
diminution des fonctions réactives en surface. Si on prend comme référence la SAM-urée-
COOH 100% (12,5 NP-PEG-NH./um?) et que I’ on calcule le pourcentage de fonctions acides
accessibles pour les SAMs mixtes, il y a donc 24% de fonctions COOH pour la SAM-urée-
COOH 30% (3,0 NP-PEG-NH./pm?) et 9,6% pour la SAM-urée-COOH 10% (1,2 NP-PEG-
NH,/pum?). Ces valeurs sont cohérentes avec |a proportion d’ agents de couplage fonctionnels
présent dans chague monocouche.

De plus, il peut aussi étre noté que le nombre de NP-PEG-NH, immobilisées sur la
SAM-urée-COOH 100% est sensiblement le méme que pour les NP-pA (12,5 NP-PEG-
NH./pum? et 13,2 NP-pA/pm>).

En conclusion, I’ éude par AFM et MEB de I’immobilisation de NP-PEG-NH,, sur les
SAM-urée-COOH mixtes (30% et 10%) démontre que la réduction du nombre de sites de
fixation possibles entraine une diminution du nombre de NP-PEG-NH, immobilisées sur la
surface. De plus, les nanoparticules ont aussi une plus grande tendance a se retrouver sous
forme d’ « Tlots » (de 50 a 150 nm de large pour la SAM-urée-COOH 30% et de 150 a 300 nm
de large pour la SAM-urée-COOH 10%). Cela suggere une structure en «ilots» pour les
SAMs mixtes due a un phénomene de ségrégation de phase. La présence de ces «ilots»
pourrait étre une limitation dans le cas du dép6t d objets biologiques de petites tailles tels
gue les anticorps (environ 15 nm de long). Toutefois, cela ne devrait pas étre pénalisant dans
le cas d’ objets biologiques de grandes tailles comme les bactéries (de 200 nma 2 pm).

Cependant, en ce qui concerne les SAMs-PEG-COOH, malgré leur trés faible
adhésion non-spécifique, ces monocouches présentent un comportement singulier pour
I’immobilisation d’ objets biologiques. En effet, lors de I'immobilisation covalente de NP-pA
celles-ci se concentre en 1lots de 50 a 100 nm de large. Ce phénoméne pourrait étre dd a une
moins bonne accessibilité des acides carboxylique contrairement au SAM-urée-COOH 100%
ou |’ on observe uniquement des NP-pA individualisées.

Pour ces diverses raisons, il nous a semblé préférable de choisir la série des SAM-
urée-COOH lors de I’ éude de I'immobilisation d' un véritable objet biologique. Nous avons
donc déposé un virus sur la SAM-urée-COOH 100%.
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C. Biofonctionnalisation de la SAM-urée-COOH 100% avec le
Virus de la Mosaique du Tabac (TMV)

Dans cette partie, un systéme biologique bien calibré, le Virus de la Mosaique du
Tabac (TMV), est choisi comme modéle et immobilisé de maniére covalente sur la SAM-
urée-COOH 100% (ce travail est réalise en collaboration avec le laboratoire LIRM du CEA
Marcoule) afin de voir s'il est déformé. Le TMV est un virus a ARN connu pour infecter les
plantes, et plus particuliérement les plants de tabac. Il est constitué d’une capside formée de
2130 capsomeres. Chaque capsomere est formée d' un seul type de protéine. Cette derniere est
constituée de 158 acides aminés et a I’intérieur de celle-ci est enroulé, sous forme d’ hélice,
I’ ARN monocaténaire du virus. Celadonne au virus I’ aspect d’ une particule cylindrique, qui a
la forme d’'un bétonnet d une longueur d environ 300 nm pour un diametre de 18,0 nm
(Figure 111-30).2*?° Son génome comporte 6400 nucl éotides.

300 nim

18 nm

SR R
o genome
Protain coatl

Figurell1-30. Représentation du TM V.

1. Immobilisation covalente du TMV sur la SAM-urée-COOH
100%

Le protocole utilisé pour I'immobilisation du TMV, sur la SAM-urée-COOH 100%,
est proche de celui utilisé pour les NP-pA et les NP-PEG-NH,. Aprés une activation préalable
en présence d'EDC et NHS, une solution de virus (1,5 mg/mL dans I'EDTA a 1 mM) est
déposée sur les lames. Pour finir, les substrats sont rincés avec un tampon phosphate pour
éliminer les virus physisorbés (Figure 111-31).

19 pattanayek R., Stubbs G. J. Mol. Biol. 1992, 228, 516-528.
2 Trinh M-H., Odorico M., Pique M.E., Teulon J-M., Roberts V.A., Ten Eyck L.F., Getzoff E.D., Parot P., Chen
Sw. W., Pellequer J-L. Structure 2012, 20, 113-120.
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Figurell1-31. Schémarécapitulatif des différentes étapes del'immobilisation du TMV sur la SAM -ur ée-COOH
100%.

Aprés I'immobilisation covalente des virus sur les monocouches, les substrats sont
imagés al’air par AFM.

T 200nm o T 200nm

18,0 18,0

Figurell1-32. Images de hauteur (5 um x 5 pm) dela SAM-urée-TM V 100% (a gauche) et du dépdt sans activation
EDC/NHS (adroite).

La comparaison d’'images de hauteur d’ un substrat aprés immobilisation du TMV avec
ou sans activation EDC/NHS (Figure 111-32) met en évidence I'immobilisation covaente du
virus. En effet, de nombreuses particules virales ont éé immobilisées sur la surface avec
activation EDC/NHS, aors qu'il y en a peu sur celle sans activation. L’adsorption non-
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spécifique, comme pour les nanoparticules, NP-pA ou NP-PEG-NH,, reste donc limitée. De
plus, il peut aussi étre noté que les virus sont dispersés de fagcon homogene sur la surface
méme s parfoisils ont tendance aformer des agrégats.

2. Controle de la hauteur du virus

Il est important qu’ une biomolécule immobilisée sur une surface ne soit pas déformée
pour garder son activité. C'est pourquoi, apres un traitement pour éliminer le bruit de bande,
la hauteur du virus sur la SAM-urée-COOH 100% est mesurée en gustant une série
d ellipsoides effectués sur des particules de TMV isolées, dans la région située dans le cadre
blanc (Figure 111-33 image A). La hauteur trouvée sera comparée avec celle mesurée, dans la
région située dans le cadre blanc, sur une surface de mica (Figure I11-33 image B). Sur cette
surface, le virus est déposé par simple physisorption.

| | |

Figurell1-33. Images de hauteur d'une particuleisolée de TM V immobilisée sur une SAM -urée-COOH 100% (A) et
physisorbée sur du mica (B).

La hauteur du virus mesurée pour I’immobilisation covalente sur la SAM-urée-COOH
100% est de 18,1 = 0,1 nm (N = 521). La comparaison de cette valeur avec celle obtenue pour
la physisorption du TMV sur une surface de mica (17,0 £ 0,1 nm (N = 802)), ains que celle
de référence obtenue par diffraction des rayons X (18,0 nm)'°, permet de montrer que
I'immobilisation du virus, sur la SAM-urée-COOH 100%, s effectue sans aucune
déformation.”* Par contre, sur le mica, une déformation est observée. Celle-ci est due aux
forces d' adsorption du mica. En effet, le mica est un substrat minéral, dur et fortement charge,
créant de fortes interactions éectrostatiques avec le virus, lui auss chargé. Les SAMs

2 Meillan M., Ramin M.A, Buffeteau T., Marsaudon S., Odorico M., Chen S-w.W., Pellequer J-L., Degueil M.,
Heuzé K., Vélutini L., Bennetau B. RSC Adv. 2014, 4, 11927-11930.
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présentent donc un grand intérét pour I'immobilisation de biomolécules puisqu elles
permettent la conservation de leurs structures tridimensionnelles et donc leurs activités.

Il est donc clairement montré que lors de I'immobilisation du virus sur les SAMs
(Figure 111-32), celui-ci ne subit aucune déformation. Pour comparaison, sur les images AFM
de la Figure 111-34, effectuées en mode peak force, sont observés des monobrins d’ ARN (a))
ou des morceaux de virus d’ environ 50 nm de long (b)), éléments caractéristiques de TMV
dénaturés.

b)

Figurelll-34. ImagesAFM de TMV dénaturés.

Pour conclure, I'analyse par AFM de SAMs-urée-COOH 100% sur lesguelles ont été
immobilisées des particules de TMV, met en évidence une faible adsorption non-spécifique
desvirus sur cette surface. De plus, lorsque les fonctions acides sont activées avec NHSEDC,
le TMV est immobilisé de maniére covalente sur les SAMs. Une mesure de la hauteur du virus
immobilisé sur les SAMs montre que ce dernier ne subit pas de déformation, comparé a la
surface de mica souvent utilisée pour déposer le virus. Cela fait des SAMs une plateforme de
choix pour I"'immobilisation d’ objets biol ogiques.

D. Conclusion

Dans ce chapitre, nous avons montré, dans une premiére partie, que I’immobilisation
covalente de NP-pA était possible sur la SAM-urée-NO, 100%. En effet, aprés caractérisation
par PM-IRRAS des différentes étapes de I'immobilisation (déprotection et activation des
fonctions acides et immobilisation covalente des NP-pA), I'analyse des substrats par AFM
confirme I"'immobilisation de NP-pA d un diametre de 20 nm sur la surface. En |” absence de
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I’ étape d’ activation des fonctions acide, nous avons observe un résultat inattendu puisque les
SAMs-urée-COOH 100% avaient une adhésion non-spécifique tres limitée.

Dans le but de diminuer cette adhésion non-spécifique, les NP-pA ont aussi été
immobilisées de maniére covalente sur la SAM-PEG-COOH. En I'absence d'activation
EDC/NHS, I’adhésion non-spécifique est diminuée d' un facteur deux par rapport ala SAM-
urée-COOH 100%. Par contre, lors de I'immobilisation covalente, I'analyse par AFM des
substrats montre que les nanoparticules ont tendance a se regrouper pour former des amas de
50 4100 nm delarge.

Dans une seconde partie, des NP-PEG-NH, ont été immobilisées de maniére covaente
sur les différentes SAMs-urée (SAM-urée-COOH 100%, SAM-urée-COOH 30% et SAM-
urée-COOH 10%). Il a été mis en évidence, que lorsgque la proportion de sites de fixation
diminuait, une diminution du nombre de nanoparticules immobilisées sur la surface était
observée. Méme si des nanoparticules isolées sont toujours observeées, une plus forte tendance
de celles-ci a se regrouper par «ilots » (de 50 a 150 nm pour la SAM-urée-COOH 30% et de
150 a 300 nm pour la SAM-urée-COOH 10%) est observée.

Pour immobiliser une biomolécule sur un substrat, la voie covalente est souvent
privilégiée. En effet, celle-ci est plus robuste et évite le risque de désorption de la biomolécule
qui pourrait avoir lieu avec une immobilisation non-covalente. De plus, il est important de
contréler que I'immobilisation covalente d'un objet biologique sur les SAMs se fait sans
déformation de celui-ci. En effet, une déformation pourrait lui faire perdre son activité
biologique. Pour cela dans une troisieme partie, le TMV, a éé immobilis¢ de maniére
covalente sur la SAM-urée-COOH 100% préalablement activée. Apres analyse des substrats
par AFM, une étude de la hauteur du virus montre qu’ aucune déformation du virus n’alieu au
cours de I'immobilisation sur les SAMs contrairement & ceux qui est observé avec les
substrats de mica. Cela fait de ces monocouches, un substrat de choix pour |I'immobilisation
covalente d’ obj ets biol ogiques.
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A I'éat naturel, le carbone existe sous deux formes cristalines. La premiere, le
diamant, est considérée comme le matériau le plus dur qui soit. En effet, ¢’ est une structure
tridimensionnelle du carbone dans laguelle tous les atomes sont & I’ état d hybridation sp® et
donc tétravalents. C'est cette structure qui lui confere sa dureté. Bien que différentes
structures cristallines existent pour le diamant, la plus fréquente est, de loin, la structure de
type cubique faces centrées (parametre de maille : 0,356 nm et distance interatomique : 0,154
nm) (Figure 1V-1).

FigurelV-1. Structure du diamant (a gauche) et du graphite (a droite).

La seconde structure cristalline du carbone est le graphite. 1l se présente sous laforme
d’un matériau lamellaire noir et friable. Il est composé d’un empilement de feuillets. Chaque
feuillet, ou plan de graphéne, est constitué d’ atomes de carbone & I’ é&at d’ hybridation sp.
Ceux-ci forment un réseau hexagonal (parametre de maille: 0,243 nm et distance entre les
atomes: 0,142 nm). Les plans de graphéne sont empilés avec une distance entre chaque
feuillet de 0,335 nm pour former le graphite hexagonal (Figure 1V-1). Une autre structure
rhomboédrique existe aussi.

A. Les nanotubes de carbone

La découverte, en 1985, des fullerenes, molécules de forme sphérique composées d' un
grand nombre d atomes de carbone, par Curl, Kroto et Smalley? a déclenché un grand
engouement parmi les chercheurs pour la découverte de nouvelles nanostructures carbonées.

! Lipson H., Stokes A.R. Nature 1942, 149, 328.
2Kroto H.W., Heath JR., O’'Brien S.C., Curl R.F., Smalley R.E. Nature 1985, 318, 162-163.
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Cela a conduit a la découverte des nanotubes de carbone par lijima quelques années plus
tard.®> Ce sont des feuillets de graphéne qui Senroulent sur eux-mémes pour former un
cylindre. lls sont six fois plus légers que I'acier (masse volumique respectivement de 1,3
g.cm™ pour les nanotubes et d’ environ 7,5 g.cm™ pour I acier) et trois cent fois plus résistants
(résistance spécifique de 154 kN.m.kg™* pour I’acier et d'environ 48000 kN.m.kg™* pour les
nanotubes). Ils présentent de nombreux autres avantages comme le fait d’étre conducteurs
(pour 1/3 d'entre eux, les autres étant semi-conducteurs®) et de posséder de trés bonnes
propriétés mécaniques (par exemple un fort module de Young ainsi qu’une flexibilité et une
résistance a la déformation®), thermiques (leur conductivité thermique peut varier de 600 a
2000 W.m™*.K™* voire méme plus de 3000 W.m™.K™* pour des MWCNT (Multiwall Carbon
NanoTubes )® ou SWCNT (Singlewall Carbon NanoTubes ) isolés) et électroniques. Tout
cela, en fait un compose de choix dans la conception de nouveaux matériaux ou dans le
domaine de la nanoél ectronique.

De plus, outre leurs propriétés mécaniques qui en font déja une aternative intéressante
aux pointes AFM commerciales en silicium, leur moindre réactivité vis-avis des objets
biologiques présente aussi un grand intérét. En effet, il est important de diminuer la
contamination de la pointe car celle-ci modifie les interactions pointe-échantillon et donc
I’image obtenue. La taille et le haut rapport d aspect des nanotubes constituent aussi un
avantage pour I’imagerie de surface. En effet, cela limite les effets de dilatation de pointe sur
laforme de I’ objet aimager et en particulier sur des objets avec des variations de hauteur tres
abruptes.

1.  Différents types de nanotubes

Il existe deux types de nanotubes de carbone: les nanotubes multiparois (ou
multifeuillets) et les nanotubes monoparois (ou monofedillets). Ceux-ci different par leur
structure, leur taille et donc leurs propriétés physico-chimiques.

3 lijimaS. Nature 1991, 354, 56-58.

* Saito R., Fujita M., Dresselhaus G., Dresselhaus M.S. Appl. Phys. Lett. 1992, 60, 2204-2206.
® Y akobson B.1., Brabec C.J., Bernholc J. Phys. Rev. Lett. 1996, 76, 2511-2514.

®KimP., Shi L., Majumdar A., McEuen P.L. Phys. Rev. Lett. 2001, 87, 215502, 1-4.

"Pop E., Mann D., Wang Q., Goodson K., Dai H. Nano Lett. 2006, 6, 96-100.
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a) Les nanotubes multiparois (ou multifeuillets)

Les nanotubes mutiparois ont été les premiers découverts, par lijimaen 1991.% Lors de
la synthése de fullerénes par arc électrique, des nanostructures graphitiques ont été observées
a |I’extrémité négative de I'éectrode. Il s'agissait de nanotubes multiparois. Ceux-ci sont
constitués de plusieurs feuillets de graphéne repliés sur eux-mémes de fagon a former une
série de cylindres concentriques (structure « poupées russes ») (Figure 1V-2). Le diamétre du
plus fin des feuillets, qui détermine la taille du canal central du MWCNT, est de I’ ordre de
deux nanometres. Le nombre de feuillets peut aller jusqu’ a cinquante et le diamétre du feuillet
externe peut faire jusqu’a une vingtaine de nanomeétres. Bien que la fagcon dont les feuillets
Sempilent les uns sur les autres soit a priori aéatoire, la distance moyenne entre deux
feuillets est de |’ ordre de 0,34 nm. Celarapproche donc cette structure de celle du graphite.

Ly

4 AL

\\p"\ \\

Figure|V-2. Représentation d'un MWCNT comprenant 3 feuillets concentriques (a gauche) et imagesMET
(Microscopie Electronique & Tr ansmission) de MWCNT & cing, deux et sept feuillets (& droite).®

La structure a base de nanotubes concentriques est la plus communément acceptée.
Cependant, d’'autres structures ont été decrites. Une structure en forme de rouleau de
parchemin (un seul feuillet enroulé sur lui-méme) a par exemple été évoquée.® La coexistence
des deux types de structures a aussi été exposée.’ Les feuillets internes présentent une
structure concentrique aors que les feuillets externes possedent plutdt une structure de type
parchemin. Mais une étude plus récente a montré que ces structures n’étaient observées que

8 Zhou O., Fleming R.M., Murphy D.W., Chen C.H., Haddon R.C., Ramirez A.P., Glarum S.H. Science 1994,
263, 1744-1747.
® Amelinckx S., Bernaerts D., Zhang X.B., Van Tendeloo G., Van Landuyt J. Science 1995, 267, 1334-1338.
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lors de I’ utilisation de conditions expérimental es particuliéres et gue sinon la structure de type
« poupées russes » prévalait.’”

b) Les nanotubes monoparois (ou monofeuillets)

Les nanotubes monoparois ont é&é découverts parallélement par lijima™ et al. et
Bethune®™ et al. deux ans aprés les multiparois. Ceux-ci sont en fait les nanotubes les plus
simples puisgu’'il s'agit d’'un simple plan de graphéne enroulé sur lui-méme de maniére a
former un cylindre unique (Figure 1V-3).

Figure IV-3. Schéma (& gauche) et image MET (adroite) d'un SWCNT.*

Pour les SWCNT, la notion de chiralité peut étre évoquée, selon la fagon dont le
feuillet est entouré autour de son axe. Le diamétre du nanotube (D) et |I’angle d'inclinaison
par rapport al’axe du nanotube (a) permettent de la caractériser. Hamada et al. ont décrit une
notation ou un couple (m,n) permet de caractériser les SWCNT et de les classer par chiralité
(m représente le m®™ hexagone depuis I’ origine (0,0) selon le vecteur m et n le n'®™ selon le
vecteur n (Figure 1V-4)).® Cette chiraité est importante car elle permet de définir les
propriétés des SWCNT et plus particulierement leurs propriétés éectriques. Les SWCNT
conducteurs ou semi-conducteurs peuvent ainsi étre différenciés.

10 Ruland W., Schaper A K., Hou H., Greiner A. Carbon 2003, 41, 423-427.

Mijima S., Ichihashi T. Nature 1993, 363, 603-605.

12 Bethune D.S., Klang C.H., de Vries M.S., Gorman G., Savoy R., Vazquez J., Beyers R. Nature 1993, 363,
605-607.

¥ Hamada N., Sawada S., Oshiyama S. Phys. Rev. Lett. 1992, 68, 1579-1581.

118



Chapitre IV : Etude bibliographique sur les nanotubes et leurs fonctionnalisations

Figure1V-4. Représentation schématique d'un CNT selon la notation d'Hamada.™*

2.  Propriétés des nanotubes

De nombreuses études ont montré que les nanotubes de carbone en dépit de leur taille
nanomeétrique présentaient de nombreuses propriétés intéressantes. Leurs propriétés
meécaniques, celles que nous utiliserons le plus, peuvent, en particulier, étre décrites mais leurs
propriétés thermiques et é ectroniques seront aussi brievement exposees.

a) Propriétés mécaniques

Depuis leur découverte, il a toujours été supposé que les nanotubes de carbone
pouvaient avoir des propriétés mécaniques remarquables par analogie avec le graphite et le
diamant dont |le module de Y oung (coefficient mesurant I’ élasticité d' une substance) est tres
important (E~ 1 TPa).

C’est pourquoi, rapidement, de nombreuses études ont été menées afin de déterminer
leur module de Young. Que ce soit & I'aide de moddisations* (E = 0,97 TPa pour les
SWCNT et E = 1,1 TPapour les MWCNT), ou par lavoie d expériences (E = 1,25 TPa pour
les SWCNT en mesurant leurs vibrations sous MET™ et E = 1,28 TPa pour les MWCNT en
mesurant la force latérale a différentes positions lors de la courbure du MWCNT a I’aide
d une pointe AFM*® (Figure 1V-5)), la valeur trouvée est effectivement trés proche de celles
du graphite ou du diamant.

¥ _uJ.P. Phys. Rev. Lett. 1997, 79, 1297-1300.
5 Krishnan A., Dujardin E., Ebbesen T.W., Yoanilos P.N., Treacy M.M.J. Phys. Rev. B 1998, 58, 14013-14019.
1 \Wong E.W., Sheehan P.E., Lieber C.M. Science 1997, 277, 1971-1975.
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A ; A

P_ointe _/ /l

Force latérale

FigureV-5. Représentation du déplacement d'un CNT al'aide d'une pointe AFM pour déterminer son module de
Young.'

Cependant, malgré ce module de Y oung exceptionnel, il aaussi rapidement été mis en
évidence quelques inconvénients. Par exemple, lors de la mesure expérimentale du module de
Y oung pour des cordes de SWCNT par extension sous AFM, une forte diminution de celui-ci
est observée!” Cette diminution peut étre expliquée par les faibles interactions entre les
différents nanotubes composant la corde.’® De plus, il a é&é montré par modélisation que
méme si |a présence de petits défauts n’avait que peu d'influence sur le module de Y oung du
nanotube (diminution de 3% pour une vacance simple)’®, de plus gros défauts pouvaient
causer une forte diminution du module de Y oung.**?° Mais, il aaussi éé mis en évidence que
les nanotubes présentaient une capacité a s auto-réparer par une optimisation de leur structure
atomique.*

Malgreé ces inconvénients, les nanotubes ont quand méme gardé un grand intérét pour
de nombreuses applications gréce a d autres de leurs propriétés. Ains |’ excellente résistance
des nanotubes leur permet de subir de fortes déformations sans montrer de signes de fragilité,
de plasticité ou de réarrangements atomiques (Figure 1V-6).>%

Y'YuM.-F., FilesB.S., Arepalli S., Ruoff R.S. Phys. Rev. Lett. 2000, 84, 5552-5555.

'8 Salvetat J-P., Briggs G.A.D., Bonard M., Bacsa R.R., Kulik A.J., Stockli T., Burnham N.A., Forré L. Phys.
Rev. Lett. 1999, 82, 944-947.

19 Sammalkorpi M., Krasheninnikov A., Kuronen A., Nordlund K., Kaski K. Phys. Rev B 2004, 70, 245416, 1-8.
“ Borders T.L., Fonseca A.F., Zhang H., Cho K., Rusinko A. II1 J. Chem. Inf. Model. 2013, 53, 773-782.

2 KisA., Jensen K., Aloni S., Mickelson W., Zettl A. Phys. Rev. Lett. 2006, 97, 025501, 1-4.

2 Avouris P., Hertel T., Martel R., Schmidt T., SheaH.R., Walkup R.E. Appl. Surf. Sci. 1999, 141, 201-209.
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Figure IV-6. Schéma d'une nanomanipulation d'un CNT par AFM (échelle: 1 um).?

Malgré la grande importance que peuvent avoir I’ existence de défaut sur |es nanotubes
ou la chute du module d'Young, et principalement en raison de leur forte résistance a la
déformation, les nanotubes restent des candidats de choix pour une utilisation dans des
matériaux composites® ou comme sondes AFM.%*

b) Propriétés thermiques

Les nanotubes de carbone sont connus pour étre d excellents conducteurs thermiques.
Leurs propriétés thermiques sont directement reliées a leur structure unique et leur petite
talle.

La conductivité thermique montre une dépendance vis-a-vis de la température. Partant
d'une faible valeur & basse température, elle peut atteindre un maximum de 3000 W.K*.m*
pour les MWCNT (Figure IV-7)° et 3500 W.K™~.m™ pour les SWCNT’ & température
ambiante. A plus haute température, une décroissance de celle-ci est observée. Une

ZHuY.,Jang ., Sinnott S.B. Compos. Sci. Technol. 2003, 63, 1663-1669.
2 Marsaudon S. Imaging & Microscopy 2013, 30-33.
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augmentation de celle-ci, en fonction de la longueur du nanotube, peut aussi étre notée.’
Cependant, une forte baisse de la conductivité thermique est constatée dans le cas d'un
faisceau de nanotubes. En effet, des jonctions résistives vont avoir lieu entre les différents
nanotubes.® La conductivité thermique peut, par exemple, descendre jusqu’a environ 200
W.K.m™ pour un faisceau de SWCNT.?
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Figure1V-7. Evolution dela conductivité thermique, en fonction de latempérature (trait plein : MWCNT isolé; tiret :
faisceau de MWCNT (d = 80 nm) ; point : faisceau de MWCNT (d = 200 nm)).®

En raison de leurs excellentes propriétés thermiques, les nanotubes sont en principe
des candidats idéaux pour la dissipation de chaleur dans des dispositifs de refroidissement en
microélectronique. Malheureusement, la fréguente présence de défauts dans les nanotubes
conduit a une diminution de la conductivité thermique et donc de leur potentiel en tant que
dispositifs de refroidissement.”® Cependant, celui-ci reste meilleur sous pression ou en
présence d’ eau qu’ a pression ambiante.

c) Propriétés électroniques

Les propriétés éectroniques des nanotubes de carbone dépendent fortement de leur
diamétre, du nombre de feuillets concentriques (pour les MWCNT) et de leur chiraité
(uniquement pour les SWCNT). En effet, la chirdité, par exemple, va déterminer si un
nanotube va avoir un comportement semi-conducteur ou métallique. Pour qu’ un nanotube soit
métallique, il faut que 2n + m soit un multiple de 3 (n et m sont les nhombres permettant de
caractériser le nanotube (voir 1.b)).* Ceux de type chaise, définis par (n, n), sont tous

% Hone J., Llaguno M.C., Biercuk M.J., Johnson A.T., Batlogg B., Benes Z., Fischer J.E. Appl. Phys. A. 2002,

74, 339-343.
% Pgrez Paz A., Garcia-Lastra JM., Markusen T., Sommer Thygesen K., Rubio A. Eur. Phys. J. B. 2013, 86,

234, 1-14.
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meétalliques, alors que ceux de type zigzag sont métalliques, si n est un multiple de 3, dans le
cas contraire, ils sont semi-conducteurs. Il y a donc 1/3 de nanotubes métalliques et 2/3 de
semi-conducteurs (Figure [V-8).

Figure1V-8. Répartition des nanotubes métalliques et semi-conducteurs.*

Les nanotubes métalliques présentent des propriétés éectriques trés intéressantes. En
effet, par exemple, ils ont une résistivité de 0,03 - 0,1 mQ.cm & 300 K#'. Celle-ci augmente
linéairement avec la température et est relativement plus importante que celle des principaux
métaux (17.10™ mQ.cm pour le cuivre, par exemple). Ils peuvent aussi porter des densités de
courant trés importantes (4.10° A.cm™ pour les nanotubes® contre seulement environ 10°
A.cm pour les métaux usuels comme le cuivre).

D’autres facteurs peuvent faire varier les propriétés éectroniques des nanotubes
comme, par exemple, |I’adsorption de molécules & leurs surfaces®® ou I'application d'un
champ électrique & proximité.®

3. Méthodes de synthese des nanotubes

Des leur découverte, de nombreux efforts ont été faits pour développer de nouvelles
techniques afin d’améiorer la synthese des nanotubes. A I’origine, ils étaient synthétisés a
I’aide d’un arc éectrique appliqué dans un environnement rempli d’un gaz inerte, en présence
d éectrodes en graphite. Cette méthode avait I’ avantage de produire des quantités importantes

' Fischer JE., Dai H., Thess A., Lee R, Hanjani N.M., Dehaas D.L., Smalley R.E. Phys. Rev. B. 1997, 55,
R4921-R4924.

% Hong S., Myung S. Nat. Nanotechnol. 2007, 2, 207-208.

? Larciprete R., Goldoni A., Lizzit S., Petaccia L. Appl. Surf. Sci. 2005, 248, 8-13.

%y amanaka A., Okada S. Appl. Phys. Express 2012, 5, 095101, 1-3.
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de nanotubes, a moindre colt, mais aussi de nombreuses impuretés telles que du carbone
amorphe.** Au final le rendement est médiocre, de I’ ordre de 25%.

Il a donc rapidement été nécessaire de développer de nouvelles techniques pour
essayer d’avoir de meilleurs rendements et moins d’ impuretés. L’ ablation laser permet, par
exemple, d accéder a des nanotubes de haute qualité. Par contre, les rendements avec cette
technique sont moins bons que ceux obtenus avec I'arc électrique. La technique par dépot
chimique en phase vapeur catalytique (CCVD) peut conduire a de plus grandes quantités de
nanotubes.* La décomposition & haute température (supérieure & 700°C) de liquide ou gaz
hydrocarbonés (de I'acétyléne par exemple) sur des particules catalytiques méne a des
nanotubes. L’ enjeu majeur est de contréler précisément la position du catalyseur. La direction
de croissance peut étre également contrélée en déposant le catalyseur dans un pore du substrat
dont les bords fixeront la direction des nanotubes.®®

Ces différentes techniques, ains que la dismutation du monoxyde de carbone sous
haute pression (HiPCO), vont étre détaillées ici afin d’en présenter les avantages et les
inconvénients. Selon le type de nanotubes désirés (SWCNT ou MWCNT) ou I’ utilisation
visee, certaines techniques peuvent étre préférables a d’ autres.

a) Méthode de I'arc électrique

Cette technique était tout d’abord utilisée pour la synthése de fullerénes en grande
quantité®, jusqu’ & ce qu' lijima découvre qu’ elle pouvait aussi étre utilisée pour produire des
MWCNT.?

C’est une technique de synthese a haute température. Elle consiste a créer un plasma
chaud (environ 4000 K au centre) entre deux électrodes en graphite situées dans un cylindre
sous pression d’ hélium (500 Torr environ). L’ anode va étre progressivement sublimée, les
espéces carbonées vont se recombiner et les produits formés se déposer sur les parois de la
cathode. Plusieurs paramétres sont importants pour controler la qualité et la quantité des
nanotubes formeés (température dans I’ enceinte, espacement, tension et densité de courant
entre les électrodes par exemple).

Pour obtenir des SWCNT, il est nécessaire de rgjouter un catalyseur métallique au sein
de I’anode, qui va se sublimer avec le graphite au moment de la création du plasma pour

3 Ajayan P.M., Ebbesen T.W. Rep. Prog. Phys. 1997, 60, (p. 1034-1035) 1025-1062.

%2 Jourdain V., Bichara C. Carbon 2013, 58, 2-39.

#¥Li w.Z, Xie SS, Qian L.X., Chang B.H., Zou B.S., Zhou W.Y., Zhao R.A., Wang G. Science 1996, 274,
1701-1703.

% Kratschmer W., Lamb L.D., Fostiropoulos K., Huffman D.R. Nature 1990, 347, 354-358.
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permettre aux nanotubes de croitre (Figure 1V-9).%>* Les principaux métaux utilisés sont le
Ni, leCo et le Pt.
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FigurelV-9. a) Schéma d'un dispositif de synthése de nanotubes par arc électrique ; b) photographie d'une
installation expérimentale ; c) photographie d’ un arc éectrique ; d) photographie d’un réseau de nanotubes obtenu.®

En 1997, un nouveau catalyseur a base d’un mélange de nickel et d'yttrium (Ni/Y)
permet d’ obtenir de meilleurs rendements (70 a 90 %) et donc d’ ouvrir la voie ala production
de masse de SWCNT.* De plus, cette technique donne les nanotubes avec les meilleures
propriétés (défauts plus petits, flexibilité et solidité plus importante). Mais elle n'est pas
toujours privilégiée, en raison de difficultés de réglage et de contrdle.

C’est pourgquoi de nombreuses recherches ont é&é menées pour contréler de maniere
plus précise I'aspect des nanotubes obtenus. Par exemple, I'application d’un champ
magnétique non-uniforme (jusgu’a 2 kG) permet de produire de nombreux SWCNT de faible
diamétre (environ 1 nm).*” Avec le champ magnétique, il est aussi possible de jouer sur la
chiralité des nanotubes obtenus. L’ utilisation d’un champ magnétique laisse donc entrevoir la

% Keidar M, Shashurin A., Volotskova O., Raitses Y ., Beilis |.I. Phys. Plasmas 2010, 17, 057101, 1-9.

% Journet C., Maser W.K., Bernier P., Loiseau A., Lamy de la Chapelle M., Lefrant S., Deniard P., Lee R,,
Fischer J.E. Nature 1997, 388, 756-758.

3" Volotskova O., Fagan J.A., Huh J.Y ., Phelan Jr F.R., Shashurin A., Keidar M. ACS Nano 2010, 4, 5187-5192.
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possibilité de régler de facon plus précise le plasma et donc de pouvoir obtenir de nombreux
types de nanotubes avec des propriétés différentes.

b) Méthode par ablation laser

La synthése par ablation laser est basée sur |’ évaporation de graphite placé dans un
four a 1200°C, par irradiation al’aide d'un laser (Figure 1V-10). Comme dans le cadre de la
synthése par arc électrique, il est nécessaire d'gouter un catalyseur. En présence d'un
mélange de Co et de Ni environ 50% du carbone vaporisé est transformé en SWCNT.*®

Figure 1V-10. Schéma d'un appareil de synthése de nanotubes par ablation laser.®

L’ utilisation d’ un laser CO, continu émettant & 10,6 pum conduit, sous pression d’ argon
(400 Torr), a des SWCNT, d' un diamétre moyen de 1,4 nm et regroupés par faisceau d’ une
vingtaine de SWCNT, & température ambiante (Figure 1V-11).%

*® Guo T., Nikolaev P., Thess A., Colbert D.T., Smalley R.E. Chem. Phys. Lett. 1995, 243, 49-54.
¥ Maser W.K., Mufioz E., Benito A.M., Martinez M.T., de la Fuente G.F., Maniette Y., Anglaret E., Sauvajol J
L. Chem. Phys. Lett. 1998, 292, 587-593.
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FigurelV-11. Image TEM d'un faisceau de SWCNT obtenu par ablation laser.®

Bien que ce procédé soit principalement utilisé pour la synthese de SWCNT, il est
aussi possible d’ obtenir des MWCNT avec la vaporisation de graphite contenant du carbure
de bore (B4C) & température ambiante sous atmosphére d’argon®® ou de néon ou d hélium
(MWCNT plus fins obtenus avec un moins bon rendement).*

c) Méthode par décomposition catalytique du monoxyde de
carbone : HiPCO

Les deux méthodes précédentes produisent des nanotubes de bonne qualité, mais les
guantités obtenues sont trop faibles en vue d’ une production industrielle (de I’ ordre du mg au
). Pour certaines applications, il peut étre intéressant de disposer de quantités beaucoup plus
importantes de nanotubes. Cependant, ces techniques ne sont pas facilement adaptables pour
une synthése a grande échelle.

Dans le but de produire des nanotubes en grande quantité, une nouvelle technique a été
développée. Elle présente |’avantage de pouvoir fonctionner de maniére continue et est
inspirée de la synthése de nanotubes par décomposition du monoxyde de carbone (CO), a
haute température, en présence d’'un catalyseur métallique.”” Comme elle est réalisée sous
haute pression de CO, le terme HiPCO (High Pressure dismutation of CO) est employé. A
haute température et en présence d'un catalyseur a base de fer, il est possible d obtenir, avec

40 K okai F., Nozaki I., Okada T., Koshio A., Kuzumaki T. Carbon 2011, 49, 1173-1181.

41 Kokai F., Nozaki |., Koshio A. Diam. Relat. Mater. 2012, 24, 25-28.

“2 Dai H., Rinzler A.G., Nikolaev P., Thess A., Colbert D.T., Smalley R.E. Chem. Phys. Lett. 1996, 260, 471-
475.
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un rendement éevé, de fins SWCNT.* Contrairement & ce qui peut étre parfois observé avec
les autres technigues, ces nanotubes ne présentent pas de surcouche de carbone amorphe. Leur
diamétre diminue lorsgue la pression de CO augmente. Un changement de catalyseur permet
detravailler & pression de CO et température plus faible (Figure 1V-12).%

FigurelV-12. Image TEM des nanotubes obtenus par HiPCO a 850°C avec un mélange de Co et Mo comme
catalyseur (ratio molaire 1:3) et un tempsderéaction de2 h.*

d) Méthode par dépdét chimique en phase vapeur catalytique

En raison de son haut degré de contréle et de sa facile extensibilité, la production de
nanotubes par CCVD est, a I'’heure actuelle, la méhode la plus étudiée et utilisée. Elle
consiste en une conversion catalytique d'un précurseur carboné en nanotubes sur des
particules ou un film de catalyseur (Figure 1V-13).*® Le plus souvent les catalyseurs sont &
base de fer, cobalt ou nickel. Parfois, dautres métaux peuvent étre utilises comme le
palladium, le manganese ou le titane... Il a éé montré que des mélanges binaires de
catal yseurs étaient souvent plus actifs qu'un catalyseur seul.*® Les sources carbonées les plus
fréqguemment employées sont I’ é&hyléne, |’ acétylene, le méthane, le monoxyde de carbone ou
I éthanol .

“3 Nikolaev P., Bronikowski M.J., Bradley R.K., Rohmund F., Colbert D.T., Smith K.A., Smalley R.E. Chem.
Phys. Lett. 1999, 313, 91-97.

“ Alvarez W.E., Pompeo F., Herrera J.E., Balzano L., Resasco D.E. Chem. Mater. 2002, 14, 1853-1858.

“> Endo M., Takeuchi K., Igarashi S., Kobori K., Shiraishi M., Kroto H.W. J. Phys. Chem. Solids 1993, 54,
1841-1848.

“ Chiang W.H., Sankaran R.M. Nat. Mat. 2009, 8, 882-886.
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FigureV-13. Schéma de|'appareillage utilisé pour produire des nanotubes par CCVD.*®

Lors de ce procedé de fabrication, les propriétés structurales des CNT produits
(diametre, chiraité, proportion de défauts, longueur et rendement en CNT par
nanoparticules...) dépendent grandement des conditions expérimentales (nature, taille et
densité du catalyseur, précurseurs carbonés utilisés, température et temps de synthése...).
C’est pourguoi, de trés nombreuses études ont été menées pour connaitre plus précisément
I’influence de ces conditions expérimental es sur les propriétés des nanotubes.

Experimental parameters Nanotube features

Catalyst particles: nature, size, density Quter diameter
Support: nature, surface features Inner diameter / wall number
Catalyst history: aging, pretreatment Chiral angle

Carbon precursor: nature, concentration Metallic / semiconducting ratio

Additives: nature, concentration Defect density
Synthesis temperature Length
Time Nanotube yield per particle

Figure I V-14. Parameétres expérimentaux et propriétés structurales des CNT pouvant varier lorsdela synthése par
CccvD.®

i.  Influence de la taille et de la nature des particules de catalyseur

Une corréation entre |la taille des nanoparticules de catalyseur utilisées et le diamétre
des nanotubes obtenus, est souvent observée. Plus celles-ci sont grandes, plus les CNT vont
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avoir un diamétre important.*” En effet, les particules vont prendre une forme de poire qui va
dicter le diamétre du nanotube (Figure IV-15).*® La méme corrélation est observée entre le
nombre de feuillets des MWCNT et la taille des nanoparticules. Plus ces dernieres vont étre
larges plus ceux-ci auront de feuillets.*’

FigurelV-15. Images MET in situ montrant le contrle du diamétre d'un MWCNT par lataille dela nanoparticule de
catalyseur .*®

La taille des nanoparticules semble aussi avoir une influence sur la chiralité des
nanotubes. En effet, il a éé remarqué une plus grande proportion de nanotubes de type chaise
lorsque |e diamétre est faible (inférieur &3 nm).* La nature du catalyseur, aussi, joue un réle
sur la proportion de nanotubes semi-conducteurs obtenus. En effet, par exemple, une variation
du ratio semi-conducteur/métallique, est observée lors de la synthése de nanotubes a |’ aide de
différentes proportions d’ un catalyseur & base de nickel et de fer.>

ii.  Influence du précurseur carboné utilisé

Contrairement a I'influence du catalyseur utilisé, il n'y a pas de consensus clair sur
I"influence du précurseur carboné utilisé et de ses conditions d utilisations sur le diamétre des
nanotubes. En effet, suivant les études, des nanotubes de faibles diamétres vont étre obtenus a
faible débit en précurseur carboné® ou avec un débit devé.*

4" schaffel F., Rummeli M.H., Kramberger C., Queitsch U., Mohn E., Katofen R., Pichler T., Biichner B.,
Rellinghaus B., Schultz L. Phys. Satus Solidi A 2008, 205, 1382-1385.

Y oshida H., Shimizu T., Uchiyama T., Kohno H., Homma Y ., Takeda S. Nano Lett. 2009, 9, 3810-3815.

“ Hirahara K., Kociak M., Bandow S., Nakahira T., Itoh K., Saito Y., lijima S. Phys. Rev. B 2006, 73, 195420,
1-11.

% Chiang W-H., Sakr M., Gao X.P.A., Sankaran R.M. ACS Nano 2009, 3, 4023-4032.

L Lu C., LiuJ. J. Phys. Chem. B 2006, 110, 20254-20257.

2 WangB.,Wei L., Yao L., Li L-J,, Yang Y., Chen Y. J. Phys. Chem. C. 2007, 111, 14612-14616.
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Le précurseur carboné utilisé peut auss faire varier la chiralité des nanotubes obtenus.
Par exemple, le monoxyde de carbone va permettre d obtenir de facon préférentielle des
SWCNT d une certaine chirdité.>

D’une maniére géenérale, les nanotubes obtenus comportent plus de défauts lorsque la
pression de précurseur carboné insérée dans |’ enceinte est plus importante.>

Le plus souvent, seulement environ 10% des particules de catalyseurs meénent a des
CNT, les autres étant inactives. Cependant, il a é&é observé que I'gout d'un certain
pourcentage de composés contenant de I’ oxygene (CO,, acétone...) ou de vapeur d eau, dans
le précurseur carboné, augmente sensiblement la proportion de nanoparticules menant a des
CNT (jusqu' aplus de 80%).>*

iii.  Influence de la température de synthese

Méme s dans le cas des SWCNT, leur diamétre augmente avec la température de
synthése™, aucun accord général n’est observé en ce qui concerne le diamétre et e nombre de
feuillets obtenus dans le cas de MWCNT. Ce manque de consensus sur I’influence de la
température de synthése peut étre expliqué par la grande diversité de systémes catal ytiques et
de conditions expérimental es utilisées.

Contrairement au précurseur carboné et au catal yseur utilisé, la température ne semble
pas avoir dinfluence sur la chiraité des nanotubes. En effet, une augmentation de la
température de synthése va avoir pour effet une augmentation du diamétre des nanotubes,
comme vu précédemment, mais sans changement de leur chiralité (pour les SWCNT).>®

D’autre part, I’ augmentation de |a température de synthése va permettre d obtenir des
nanotubes avec moins de défauts. Cependant, il semble y avoir une température au-dessus de
laquelle le nombre de défauts va augmenter.> Cela peut étre expliqué par le dépét de carbone
pyrolytique activé a haute température.

Afin de garder une vitesse de croissance suffisante pour les nanotubes, il ne faut pas
utiliser une température trop faible.>” En effet, & basse température les particules de catal yseur
risquent d’ étre inactivées, par encapsulation dans une couche carbonée désordonnée.

%3 Picher M., Navas H., Arenal R., Quesnel E., Anglaret E., Jourdain V. Carbon 2012, 50, 2407-24186.

> Futuba D.N., Hata K., Namai T., Yamaka T., Mizuno K., Hayamizu Y., Yumura M., lijima S. J. Phys. Chem.
B 2006, 110, 8035-8038.

i N., Wang X., Ren F., Haller G.F., Pfefferle L.D. J. Phys. Chem. C 2009, 113, 10070-10078.

* Lolli G., Zhang L., Balzano L., Sakulchaicharoen N., Tan Y ., Resasco D.E. J. Phys. Chem. B 2006, 110, 2108-
2115.

" Marchand M., Journet C., Guillot D., Benoit J.M., Yakobson B.I., Purcell S.T. Nano Lett. 2009, 9, 2961-2966.
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Les différents exemples présentés au court de cette partie montrent combien la
synthése de CNT par CCVD est un procédé compliqué. En effet, de nombreux parameétres
peuvent varier et ceux-ci ont une grande influence sur la qualité et les propriétés des CNT
obtenus. De plus, la grande diversité de systemes expérimentaux utilisés ne facilite pas la
compréhension du mécanisme de croissance. |l pourrait étre utile de déterminer des systémes
modeles. En tout cas, bien gque cette technique soit la plus utilisée et la plus étudiée, beaucoup
detravail s avére nécessaire pour la comprendre et la maitriser parfaitement.

4.  Les nanotubes de carbone comme sondes pour 'AFM

Des 1996, il a é&é montré I’intérét des nanotubes comme sondes idéales pour I’ AFM,
de par leurs tailles nanométriques, leurs géométries cylindriques et leurs propriétés
mécaniques. Cependant nous verrons aussi que leur utilisation en tant que pointes AFM ne
S est pas développé aussi rapidement que prévue, cela principalement pour deux raisons. En
effet, une fois fixé sur la pointe, les propriétés mécaniques des nanotubes se sont révél ées plus
complexes qu’attendues. De plus, il a longtemps été difficile de controler précisément la
fixation du nanotube sur la pointe.

a) Avantages des nanotubes de carbone en tant que pointes AFM

Certaines des propriétés des nanotubes de carbone, telles que leur haut rapport
d’ aspect, ont rapidement donné un tres grand intérét a leur utilisation en tant que sondes pour
I’AFM. En effet, leur diametre de I’ ordre du nanometre doit permettre d’ avoir une meilleure
résolution latérale et de pouvoir imager de maniere plus précise des surfaces comportant des
mouvements de terrain assez abrupts. D’autres propriétés confirment cet intérét. C'est, par
exemple, le cas de leur habilité arésister élastiquement a de fortes forces, leur forte résistance
al’usure et leur capacité a étre fonctionnalisés chimiquement.

i.  Leurs tailles nanométriques et leurs hauts rapports d’aspect

En raison du fin diamétre de leurs apex (pouvant descendre jusqu’a 1 nm pour les plus
fins) et de leurs hauts rapports d’ aspect, les nanotubes de carbone ont rapidement présenté un
intérét pour |I'imagerie de nombreux types de surfaces et en particulier celles avec des bords
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abrupts dont I'imagerie était difficile avec une pointe AFM classique.® La Figure 1V-16 met
bien en évidence la meilleure résolution obtenue avec un MWCNT lors de I'imagerie d’une
surface présentant des bords abrupts. En effet, en raison de son fin diameétre celui-ci va mieux
suivre la surface et passer dans les trous qu’ une pointe AFM classique.

Regular Silicon Probe MWNT Probe

b)

FigurelV-16. a) Reconstruction en 3D d’uneimage AFM d'une surface alternant deslignes et des creux avec une
pointe AFM classique (a gauche) et une pointe AFM munied’un MWCNT (adroite) ; b) Image MEB dela méme
surface.®

Par contre, les SWCNT ayant une grande flexibilité, il ne faut pas qu’ils dépassent 100
nm de long pour obtenir des images avec une bonne résolution. 1l peut donc étre parfois
nécessaire de les raccourcir. Leurs propriétés éectriques peuvent étre utilisées dans ce but. En
effet, I’ application d’ un faible courant entre une pointe munie d’ un nanotube et une surface de
platine permet de raccourcir le nanotube.®® L’ effet Joule créé va provoquer une oxydation du
nanotube et un raccourcissement de celui-ci. L’utilisation de SWCNT raccourcis permet

% Nguyen C.V., Chao K-J., Stevens RM.D., Delzeit L., Cassell A., Han J., Meyyappan M. Nanotechnology
2001, 12, 363-367.
* Austin A.J., Nguyen C.V., Ngo Q. J. Appl. Phys. 2006, 99, 114304, 1-9.

133



Chapitre IV : Etude bibliographique sur les nanotubes et leurs fonctionnalisations

d’ imager avec une trés bonne résolution des protéines A absorbées sur un nanotube (Figure
IV-17) (il est possible de distinguer deux protéines distantes de seulement 5 nm).*°

25(nm
BT

FigurelV-17. Image AFM en mode tapping de protéines A adsor bées sur un nanotube avec une pointe AFM munie
d’un SWCNT.®

ii.  Grande résistance mécanique

Une autre propriété intéressante des nanotubes, en vue de leur utilisation comme
pointe AFM, est leur grande résistance mécanique. En effet, ceux-ci peuvent subir
d’ importantes déformations mécaniques sans que cela les endommage”® Cette grande
résistance a la déformation, leur donne un grand avantage par rapport aux pointes AFM, en
silicium, classiques. En effet, méme apres de longs temps d’ utilisation en continu, une pointe
AFM munie d un nanotube permet toujours d’ obtenir des images de méme qualité ce qui n’ est
pas |e cas pour les pointes classiques qui ont tendance & s abimer.>®

60 Yenilmez E., Wang Q., Chen R.J., Wang D., Dai H. Appl. Phys. Lett. 2002, 80, 2225-2227.
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FigurelV-18. Images AFM d’une surface aprés 15 h d’imagerie en continu avec une pointe avec un MWCNT (a) et
aprés 12 h d’imagerie en continu avec une pointe classique en silicium (b).%®

iii. ~ Faible réactivité chimique

Lors de I'imagerie de surface avec des pointes AFM, en silicium, classiques, il arrive
souvent que les pointes soient contaminées par des éléments venant de la surface (Figure
1V-19).%* L’augmentation du rayon de courbure de la pointe qui en résulte a pour effet de
diminuer la résolution de I'image obtenue. Il peut ére utile de développer des techniques
permettant de vérifier I’ état de la pointe et de la nettoyer.

FigurelV-19. Images AFM d’une surface de polypropylene a orientation bi-axilale avec une pointe AFM propre () ;
contaminée (b) ; et nettoyée (c) (la fléche représente le contaminant déposé sur la surface lors du nettoyage).®

Cependant, en raison de leur faible réactivité vis-avis des échantillons chimiques ou
biologiques, les pointes AFM munies d’ un nanotube présentent un grand avantage par rapport

® Nie H-Y., Walzak M.J., Mcintyre N.S. Rev. Sci. Instrum. 2002, 73, 3831-3836.
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aux pointes AFM classiques. En effet, il est possible d'imager de nombreux échantillons de
compositions différentes avec une méme pointe sans avoir d’ effet de contamination.?

b) Désavantages des nanotubes de carbone en tant que pointes
AFM

Malgré les nombreux avantages évoqués précédemment et le grand intérét qu’ils ont
présenté dés le début, les nanotubes de carbone n’ont pas connu le dével oppement espéré en
tant que pointes AFM. En effet, une fois fixés sur la pointe, les nanotubes ont des propriétés
mécaniques complexes pouvant étre perturbées par une mauvaise fixation du nanotube sur la
pointe (maulvaise orientation®?). Cela peut avoir pour effet de créer des instabilités mécaniques
qui vont diminuer la quaité de I'image obtenue avec I'apparition d artefacts (Figure
1V-20).53%4

Figure 1 V-20. Reconstruction en 3D d'uneimage AFM d'une surface avec un ratio amplitude de consigne/amplitude
libre de 91% (& gauche avec absence d'artefacts) et 73% (a droite avec présence de « divots artefacts »).%

Cependant, le probleme posé par les propriétés mécaniques des nanotubes fixés sur
une pointe AFM est en passe d' étre résolu. En effet, celles-ci peuvent étre décrites par un
modéle a deux composantes : d’une part une contribution due a I’ élasticité et d’ autre part une
contribution & cause de I’ adhésion due & I’ échantillon.®® Une comparaison entre ce modéle et
les données enregistrées expérimentalement permet de vérifier qu'il est bien adapté pour les
interactions entre la pointe munies d’ un nanotube et la surface de I’ échantillon (Figure IV-21).

%2 Snow M..C., Campbell P.M., Novak J.P. Appl. Phys. Lett. 2002, 80, 2002-2004.

% Akita S., Nishijima H., Nakayama Y. J. Phys. D: Appl. Phys. 2000, 33, 2673-2677.

® Strus M.C., Raman A., Han C-S., Nguyen C.V. Nanotechnology 2005, 16, 2482-2492.

% Dietzel D., Marsaudon S., Aimé J-P., Nguyen C.V., Couturier G. Phys Rev. B 2005, 72, 035445, 1-16.
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FigureV-21. Comparaison entre les données enr egistr ées expérimentalement pour une courbe d'approche et un
modéle théorique.®

c) Techniques utilisées au Laboratoire (CBMN) pour fixer les
nanotubes sur les pointes AFM

Afin de contrler lafixation du nanotube sur la pointe AFM, deux procédés différents
sont utilisés au Laboratoire (CBMN) suivant qu’il s agisse de SWCNT ou de MWCNT.

La croissance des SWCNT sur des pointes AFM, est réalisée par CCVD assisté par
filament chaud (HFCVD).® Pour cela, des SWCNT vont croitre, sur I’ apex de pointes AFM
disposées sur un support chauffé a une température entre 750 et 850°C, par décomposition de
méthane réalisée a I’aide d'un filament de tungsténe placé 1 cm au-dessus des pointes et
chauffé entre 1900 et 2100°C. Apres la synthese, les pointes seront observées au MEB pour
contréler I’ orientation des SWCNT.

Les MWCNT, quant a eux, sont aussi synthétises par CCVD. Un procédé développé
au sein du centre Ames de laNASA est utilisé.®” Une solution de catalyseur & base de Fer I
est déposée sur un fil de plating/iridium qui va étre placé dans un four a 750°C sous courant
d ethylene. Une fois la croissance des MWCNT sur le fil effectuée, ces derniers vont étre
soudés sur des pointes AFM sous microscope optique. La soudure seraréalisée par lafusion, a
I’aide d'un courant éectrique, d' une fine couche de nickel préaablement déposée sur les
pointes AFM. Les pointes seront elles aussi contrdlées par MEB.

% Marty L., laia A., Faucher M., Bouchiat V., Naud C., Chamont M., Fournier T., Bonnot A-M. Thin Solid
Films 2006, 501, 299-302.

" Stevens R., Nguyen C., Cassell A.M., Delzeit L., Meyyappan M., Han J. Appl. Phys. Lett. 2000, 77, 3453-
3455.
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B. Biofonctionnalisation des pointes AFM avec ou sans
nanotubes

1. Biofonctionnalisation d'une pointe AFM

Pour certaines applications, telles que la mesure d'interactions entre deux
biomolécules, il peut étre utile de fixer des biomolécules sur des pointes AFM. Dans un
premier temps, celles-ci ont été déposées de maniére non-covalente, par simple adsorption. En
effet, cette technique est la plus simple a mettre en cauvre. Les protéines peuvent étre
immobilisées directement sur des pointes® ou bien par interactions électrostatiques sur une
pointe recouverte de poly-L-lysine en utilisant les charges positives de celle-ci.®

L’immobilisation non-covalente sur des pointes AFM présente cependant de
nombreux inconvénients. En effet, il est, par exemple, difficile de contrbler, de maniére
précise, le nombre de biomolécules immobilisées sur chagque pointe et donc d obtenir des
pointes de maniére reproductible. De plus, elles ne sont pas tres stables dans le temps (risque
de désorption de I’ objet biologique). Celaimpose donc de les renouveler fréquemment.

Afin de pdier ces divers désavantages, I'immobilisation de biomolécules de maniere
covalente sur des pointes AFM recouvertes d’une fine couche d' or a été imaginée. Une
fonctionnalisation de la pointe au moyen d’'un espaceur terminé par un thiol ou un disulfure
(par exemple du dithio-bis(succinimidylundécanoate) (DSU)) a été envisagée.”® Cela permet
de fixer seulement quelques proténes sur la pointe. Cependant, en raison de la couche d’or
qui augmente le rayon de courbure de celle-ci, il est peu vraisemblable qu'il n'y ait qu’une
seule proténe sur la pointe (Figure 1V-22).

% Moy V.T., Florin E-L., Gaub H.E. Colloid Surface A 1994, 93, 343-348.

% Oberleithner H., Schneider S.W., Henderson R.M. Proc. Natl. Acad. Sci. 1997, 94, 14144-14149.

" Dammer U., Hegner M., Anselmetti D., Wagner P., Dreier M., Huber W., Giinterodt H-J. Biophys. J. 1996, 70,
2437-2441.
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Figure1V-22. Utilisation du DSU pour lafonctionnalisation d'une pointe AFM recouverted'or avec dela BSA
biotinylée.

De plus, la couche d’or rgjoutée sur la pointe est la principale cause de dérive de la
pointe lors de la mesure de forces.” Cela a pour conséquence une baisse de la précision et de
la stabilité des mesures effectuées.

En raison des inconvénients enonces précédemment pour les pointes AFM recouvertes
d une couche d’or, des biomolécules ont été immobilisées de maniere covaente sur des
pointes AFM en silicium ou en nitrure de silicium.” Dans ce cas, une fonctionnalisation
préalable est nécessaire et réalisée au moyen de chaines terminées par une fonction amine,
selon diverses voies possibles. Une éude a comparé les trois principales, a savoir
I’ estérification des silanols avec |I'éthanolamine, la silanisation en phase gazeuse avec
I’ APTES ou le traitement avec I’ aminophényltriméthoxysilane en solution dans e toluéne.” I
n'y a gque peu de différences entre ces trois techniques de silanisation. Elles pourront étre
utilisées, au choix, suivant les besoins et |es préférences.

Cependant, en plus d’étre un des moyens les plus utilisés pour fonctionnaliser les
pointes AFM, la fonction amine est aussi une des plus présentes sur les biomol écules et donc
les plus souvent utilisées pour lesimmobiliser. Cela nécessite donc I’ utilisation d’ un espaceur
terminé par des fonctions réactives vis-a-vis des amines, aux deux extrémités, avec un risque
de repliement sur lui-méme. Pour pallier ce probléme, un espaceur terminé par un ester activé
NHS et un adéhyde protégé par un acétal a éé développé (Figure 1V-23).”* En effet, la
déprotection sélective de I'acétal, au dernier moment, a permis d'éviter la réaction de

™ sullan R.M.A., Churnside A.B., Nguyen D.M., Bull M.S., Perkins T.T. Methods 2013, 60, 131-141.

2 Hinterdorfer P., Baumgartner W., Gruber H.J., Schilcher K., Schindler H. Proc. Natl. Acad. Sci. 1996, 93,
3477-3481.

% Ebner A., Hinterdorfer P., Gruber H.J. Ultramicroscopy 2007, 107, 922-927.

" wildling L., Unterauer B., Zhu R., Rupprecht A., Haselgriibler T., Rankl C., Ebner A., Vater D., Pollheimer
P., Pohl E.E., Hinterdorfer P., Gruber H.J. Bioconjugate Chem. 2011, 22, 1239-1248.
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I’aldéhyde sur une fonction amine de la pointe et favoriser celle avec la biomolécule a
immobiliser.
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FigurelV-23. Utilisation d'un espaceur ter miné a une extrémité par unefonction ester-NHS et al'autre par une
fonction aldéhyde protégée ou non.

Par contre, lafonctionnalisation des pointes avec des biomolécules est souvent réalisée
en phase aqueuse. Or, avec I’APTES, il est difficile d’ obtenir des monocouches uniformes
lorsgue la réaction a lieu en milieu liquide. De plus, le NHS (utilisé pour former les esters
activés qui réagiront sur les fonctions amines) est sensible a I’ humidité et risque I” hydrolyse.
Pour améliorer les rendements, il peut étre utile de procéder différemment. Un nouveau
espaceur, terminé par une fonction silatrane a une extrémité (pour la fixation sur la pointe) et
une cyclooctyne a |’ autre (pour |I'immobilisation des biomolécules par une réaction de « click
chemistry » sans catalyseur métallique) a été dével oppé (Figure 1V-24).”

’® Senapati S., Manna S., Lindsay S., Zhang P. Langmuir 2013, 29, 14622-14630.
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couplage du linker attachement de labiomolécule
aur la pointe par click chemistry
AFM Tip AFM Tip N AFM Tip
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Figure 1V-24. Immobilisation d'une biomolécule sur une pointe par " click chemistry”.

Une autre possibilité consiste & exploiter les fonctions thiols des protéines.”” De plus
I'immobilisation des biomolécules sur une pointe peut étre contrélée par un marqueur
fluorescent.”® La fluorescence est environ trois fois plus importante pour les pointes
fonctionnalisées.

Au lieu d'un simple espaceur, un dendrimeére dont les branches sont terminées par un
aldéhyde peut aussi étre envisagé.”” Celui-ci sera fixé sur une pointe AFM fonctionnalisée par
I’ éthanolamine et permettra I’immobilisation de biomolécules (Figure 1V-25). Il a éé montré
que, grace a sa taille et son orientation, ce dendrimere permet, lors d une expérience de

mesure d’ i nteractions entre biomolécules, d’ en avoir une seule en contact avec la surface.

N

 J DMSO, rt., o.n.

Dendiritip

Ethanolamine
/! >
02 THF.5 h.,rt. 2%

NH

2

SisNg AFM tip Amino-tip

FigureV-25. Utilisation d'un dendrimére pour fonctionnaliser une pointe AFM.”

"® pietak A.M., Sayer M. Biomaterials 2006, 27, 3-14.
" Jauvert E., Dague E., Séverac M., Ressier L., Caminade A-M., Majoral J-P., Trévisol E. Sensor. Actuat. B.-
Chem. 2012, 168, 436-441.
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Les pointes AFM fonctionnalisées avec des biomolécules ne sont pas uniquement
utilisées pour faire des mesures d’interactions entre biomolécules. En effet, une pointe AFM
sur laquelle une protéase est immobilisée permet, par exemple, de réaliser la lithographie
sélective de certaines zones d’ une surface sur laguelle sont immobilisés des peptides.”

2. Biofonctionnalisation d’une pointe AFM munie d'un
nanotube

Pour développer de nouveaux biocapteurs ou pour certaines autres applications, telles
que lamesure d’interactions entre deux biomolécules, il peut étre utile d immobiliser celles-ci
sur des nanotubes fixés ou non sur des pointes AFM. Latechnique la plus simple pour cela est
leur adsorption directement sur les nanotubes de carbone.” Lors de I’ adsorption de peptides
sur des CNT, dans la zone de liaisons entre |e peptide et ce dernier, il y a une prédominance
d'histidine et de tryptophane.® En effet, les cycles aromatiques présents dans les chaines
latérales des acides aminés favorisent la création d’interactions n-n. Ces interactions peuvent
étre impliquées lors de I'immobilisation non-covalente de biomolécules. Une petite molécule
terminée par un cycle aromatique peut, par exemple, jouer le réle d'un espaceur (Figure
1V-26).5

Interactions 1—n

FigurelV-26. Immobilisation d'un anticor ps anti-PSA al'aide del'ester de succinimidyle del'acide
pyrénebutanoique.

8 Takeda S., Nakamura C., Miyamoto C., Nakamura N., Kageshima M., Tokumoto H., Miyake J. Nano Lett.
2003, 3, 1471-1474.

®YangR., Tang Z., Yan J., Kang H., Kim Y., Zhu Z., Tan W. Anal. Chem. 2008, 80, 7408-7413.

8 Wang S., Humphreys E.S., Chung S-Y., Delduco D.F., Lustig S.R., Wang H., Parker K.N., Rizzo N.W.,
Subramoney S., Chiang Y-M., Jagota A. Nat. Mater. 2003, 2, 196-200.

8 1i C, Curreli M., LinH., Lei B., Ishikawa F.N., Datar R., Cote R.J., Thompson M.E., Zhou C. J. Am. Chem.
Soc. 2005, 127, 12484-12485.
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Cependant il a été éabli que cette méthode N’ était pas forcément idéale.® En effet,
I’analyse de la structure et de I’ activité de certaines protéines aprés leur immobilisation sur
des SWCNT a prouvé que certaines subissaient de fortes modifications de leurs structures et
avaient donc une perte presque totale de leurs activités.

Pour éviter cette déformation et cette perte d’ activité, I’'immobilisation covaente de
biomolécules sur des CNT peut donc aussi étre envisagée. Cependant, ce n’est pas possible de
fonctionnaliser directement des CNT. En général, il faut procéder en trois étapes. Tout
d’abord, une oxydation des nanotubes, par une solution mélangeant |I’acide sulfurique et
I"acide nitrique, est réalisée pour créer des fonctions acide carboxylique qui seront ensuite
activées, le plus souvent a I'aide du couple EDC/NHS. Pour finir, la biomolécule est
immobilisée par la création d’une liaison amide entre une de ses fonctions amine et les acides
carboxyliques des nanotubes (Figure 1V-27).%% Avec cette technique, 90% des protéines
immobilisées gardent leurs activités,®

HoN—)

Biomolécule

FigurelV-27. Schéma del'immobilisation en trois étapes d'une biomolécule sur un nanotube de car bone.

Toutefois, I”oxydation des CNT avec des acides est quand méme une approche assez
radicale. De plus, il a été prouvé par infrarouge qu’en plus des fonctions acide carboxylique,
des fonctions hydroxyle, carbonyle ou sulfate éaient aussi obtenues.®® Afin d'éviter cela une
variante de la méthode de gazéification-dissolution décrite par Chiang et al. peut permettre
d’ oxyder les nanotubes (exposition sous air & la vapeur d’eau & 200°C pendant 1 h 30).%°

8 Karganagi S.S., Vertegel A.A., Kane R.S., Dordick J.S. Langmuir 2004, 20, 11594-11599.

8 Jiang K., Schadler L.S., Siegel R.W., Zhang X., Zhang H., Terrones M. J. Mater. Chem. 2004, 14, 37-39.

% Huang W., Taylor S., FuK., Lin Y., Zhang D., Hanks T.W., Rao A.M., Sun Y-P. Nano Lett. 2002, 2, 311-314.
% Chiang I.W., Brinson B.E., Huang A.Y ., Willis P.A., Bronikowski M.J., Margrave J.L., Smalley R.E., Hauge
R.H. J. Phys. Chem. B 2001, 105, 8297-8301.
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Apres immobilisation avec cette technique, il a été mis en évidence, a I’aide de I’ anticorps
conjugué marqué par fluorescence, que les biomolécules (protéine Knob) maintiennent leurs

activités.®

La création d'une liaison amide n'est pas la seule technique pour fixer des
biomolécules sur des nanotubes. En effet, les réactions de chimie « click », telles que la[3 +
2] cycloaddition de Huisgen, peuvent s avérer trés utiles. Apres insertion de groupements
azide sur des nanotubes carboxylés, la réaction d’'un anticorps modifié avec une fonction
acyne peut étre réalisée (Figure 1V-28).%" Celui-ci garde toute son activité suite & cette
immobilisation.

NB\/\O/\/O\/\O/\/NHZ

DCC/NHS 1,4-dioxane

__ oy _ DCCNHS o2
HC™ Y acétate d'éthyle HC™ Y b
o} 0 5

Hcﬁroﬁ Hz’ﬁ(/ HC&/\(H\)r/

6]

N
o~ Na;COyNaHCO; O

FigurelV-28. Schéma réactionnel del'immobilisation d'anticorps par cycloaddition de Huisgen sur un nanotube de
carbone.

La fonctionnalisation des nanotubes de carbone peut s appliquer a d’ autres domaines
tels que la distribution de médicaments anti-cancer. Pour cela, un nanotube est fonctionnalise
avec des biotines & son extrémité et des molécules d’ agents anti-cancer sur les cotés.® La
surexpression de récepteurs a biotine sur les cellules cancéreuses permet I'internalisation du
nanotube de maniére plus importante que dans les cellules saines et |a libération de I’ agent
anti-cancer al’intérieur delacellule (Figure IV-29).

% Zhang, Y-B., Kanungo M., Ho A.J., Freimuth P., van der Lelie D., Chen M., Khamis SM., Datta S.S.,
Johnson A.T.C., Misewich JA., Wong S.S. Nano Lett. 2007, 7, 3086-3091.

8 Qi H., Ling C., Huang R., Qiu X., Shangguan L., Gao Q., Zhang C. Electrochim. Acta 2012, 63, 76-82.

8 Chen J., Chen S., Zhao X., Kuznetsova L.V., Wong S.S., Ojima . J. Am. Chem. Soc. 2008, 130, 16778-16785.
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q @
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FigureV-29. Schéma de principe del'utilisation d'un nanotube comme agent de distribution de médicaments anti-
cancer

C. Résumé

Au cours de cette étude bibliographique, nous avons présenté les différents types de
nanotubes de carbone existants (SWCNT et MWCNT), ainsi que leurs principales propriétés
(électroniques, thermiques et mécaniques). Un accent a été mis sur les propriétés mécaniques
des nanotubes, présentant le plus d’intérét dans le cadre de notre projet.

Nous avons aussi décrit les différentes techniques existantes pour synthétiser des
nanotubes (arc éectrique, ablation laser, HIPCO et dépbt chimique en phase vapeur
catalytique). Cette derniere a été plus détaillée car c'est de loin la plus utilisée a |’heure
actuelle en raison de son haut degré de controle et de sa facile extensibilité. Les principaux
facteurs pouvant faire varier |’aspect et les propriétés des nanotubes obtenus, tels que la
température de synthése, le catalyseur et le précurseur carboné utilisé, ont été examines.

Ensuite, I’intérét des nanotubes de carbones comme sondes AFM a été présente. Leur
haut rapport d aspect et leurs propriétés mécaniques en font des candidats de choix pour une
utilisation comme pointes AFM. Cependant, en raison de la difficulté a controler la fixation
du nanotube sur la pointe et de la complexité des propriétés mécaniques acquises, ils n’ ont pas
connu le dével oppement attendu. Malgré tout, ces inconvénients sont en passe d’ étre réglés.

Pour finir nous avons décrit les principales techniques mises en jeu pour immobiliser
des biomolécules sur une pointe AFM ou sur un nanotube. Pour des raisons de contrdle du
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nombre de biomolécules fixées et de maintien de leur activité, |'accroche covaente est
souvent privilégiée par rapport al’immobilisation non covalente.

Au vu de tous les déments décrits ici, nous avons choisi pour la suite de notre étude,
d utiliser des MWCNT, synthétisés au Laboratoire (CBMN) par dépbt chimique en phase
vapeur catalytique.

Ceux-ci seront ensuite fixés, par soudure sous microscopie optique, sur des pointes
AFM de fagon a obtenir des sondes AFM. Celles-ci permettent de caractériser des SAMs ou
bien elles seront fonctionnalisées avec une biomol écule dans e but de réaliser des expériences
de DFS.
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Depuis la mise en évidence, en 1996, par Da et al. de la possibilité d' utiliser des
nanotubes de carbone (CNT) comme pointes pour la microscopie en champ proche’, de
nombreuses techniques ont été développées pour la fixation de ceux-ci sur des pointes.
Originellement le CNT était collé sur une pointe AFM en silicium al’aide d'un adhésif, mais
de nombreuses avancées ont été faites pour développer une technique qui soit plus
reproductible. Au cours de cette immobilisation, il est important de controler plusieurs
parametres comme le positionnement et |’ orientation du CNT al’ apex de la pointe ainsi que la
solidité de I'accroche entre celui-ci et la pointe pour avoir une bonne transmission des
propriétés mécani ques.

Les techniques de fabrication peuvent étre classees en deux catégories. La premiere
consiste a faire croitre le CNT directement sur la pointe. Cette méthode directe permet
d’ envisager un procédé industrialisable, mais il est difficile de contrdler tous les ééments du
cahier des charges. Avec la deuxieme catégorie, le nanotube est implanté manuellement sur la
pointe, aprés une croissance sur un autre support. Ce procédé est donc moins facilement
industrialisable, car il impose une manipulation individuelle, mais il permet d intervenir
directement sur la longueur, I’ orientation du CNT ainsi que la solidité de son accroche sur la
pointe lorsqu’il est soudé sur celle-ci. Dans cette catégorie, deux techniques s opposent. La
premiére développée par Hafner et al. dite « pick-up »% consiste & approcher une pointe AFM
au-dessus d’'une surface plane recouverte de CNT qui ont poussés perpendiculairement a
celle-ci. La pointe va en attraper un qui se collera sur une de ses faces grace aux forces de van
der Waals. La seconde technique consiste a souder le nanotube sur la pointe a I’aide d’'un
courant électrique sous un microscope optique.® Cette pratique permet d’ obtenir des sondes
nanotubes avec une solidité de fixation inégalée sur les pointes, ainsi que de mieux controler
leur orientation aprés une période d’ apprentissage. Dans le reste de cette étude, uniquement ce
procedé sera utilise.

Les MWCNT seront principalement utilisés au cours de ce chapitre. En effet :

- d'une part, leur synthese par CCVD est plus facile et mieux maitrisée au Laboratoire
(CBMN) que celle des SWCNT,

- dautre part, leur fixation sur une pointe AFM (via la fusion d’un fin film de nickel)
est plus solide.

! Dai H., Hafner JH., Rinzler A.G., Colbert D.T., Smalley R.E. Nature 1996, 384, 147-150.
2 Hafner J.H., Cheung C.L., Oosterkamp T.H., Lieber C.M. J. Phys. Chem B 2001, 105, 743-746.
3 Stevens R., Nguyen C., Cassel A., Delzeit L., Meyyappan M., Han J. Appl. Phys. Lett. 2000, 77, 3453-3455.

149



Chapitre V: Fixation de nanotubes multiparois sur une pointe AFM et
biofonctionnalisation

A. Synthese des MWCNT

Pour disposer des MWCNT, nous utilisons un protocole développé par Stevens et al.
au centre de recherche Ames de laNASA. Celui-ci consiste afaire croitre de longs MWCNT
sur un fil de platine/iridium.

L’ utilisation d’'un catalyseur liquide, a base de fer 111, permet de mieux disperser les
nanotubes sur le fil. En effet, en plus du fer 111, un surfactant (Pluronic P123) est gjouté a la
solution de catalyseur afin de mieux répartir les particules de fer. Un composé silicié
(Si(OEt),) est aussi gjouté pour augmenter la viscosité de la solution. Cette derniére est un
parametre important. En effet, il ne faut pas qu’ elle soit trop faible sinon la solution ne va pas
mouiller le fil de facon homogeéne. Si elle est trop importante, la couche de catalyseur sur lefil
risque d'étre trop épaisse. La viscosité augmentant avec le séchage de la solution et la
croissance des MWCNT se faisant uniquement sur les parties du fil recouvertes de catalyseur,
il est donc essentiel de bien répartir 1a solution sur toute lalongueur du fil.

Les fils métalliques sont ensuite déposés dans un tube de quartz lui-méme placé dans
un four tubulaire (Figure V-1).

Contréleurs de flux

Hydrogéne ...
! OQ_. : i Hydrogéne ouArgon

A S ="

i ¢ i - —
Argon _.)V

I

Figure V-1. Four tubulaire utilisé pour la synthése desMWCNT et schéma du raccor dement aux gaz.

Tube de quartz de 35mm de
)

diamétre l_
- L —>
T Connexions étanches — |
Mais démontables

évacuation des gaz

Trois gaz différents (argon, hydrogene et éhyléne) ayant chacun un role bien précis,
sont injectés dans le four, une fois celui-ci porté a 750°C. Deux voies sont utilisées pour
I"gjout des trois gaz. La sélection du gaz est réalisee grace a deux vannes. Leur débit est
contrélé a I'aide de deux contrdleurs de flux sur lesquels le débit est réglé a 500 sccm
(standard cubic centimeter per minute). Le four est tout d’abord mis sous courant d’argon de
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facon ale purger de tout autre gaz. Ensuite, un flux d’argon et d’ hydrogene est inséré dans le
tube afin de nettoyer toutes les impuretés qui pourraient étre présentes. Puis vient |’ étape de
croissance proprement dite, pendant laguelle le tube est placé sous un flux d’hydrogene et
d éthylene. Le précurseur carboné est I'éthyléne, sa décomposition sur les particules de
catalyseur permettra la formation des MWCNT. Cette phase dure 10 minutes, méme si aucun
rapport direct entre le temps d’ exposition au gaz carboné et la longueur des MWCNT n'a été
mis en évidence.

Les fils de Pt/Ir recouverts de nanotubes obtenus apres la croissance sont appelés
cartouches de nanotubes (Figure V-2).

a) CREMEM b) CREMEM SEl- 10.0kV

FigureV-2. Image MEB d'une cartouche de MWCNT (a), zoom sur une partie de celle-ci (b).

La croissance des MWCNT se faisant de fagon aéatoire sur le fil de P/Ir, laformation
d'un tapis de nanotubes est observée. Seulement une faible proportion des MWCNT formeés
sont exploitables pour la fixation sur une pointe. En effet, seuls les plus gros nanotubes
orientés presque perpendiculairement ala cartouche peuvent étre soudés.

Pour conclure, il a éé montré que la croissance de MWCNT était possible sur un fil
de Pt/Ir. Parmi |les nanotubes désordonnés obtenus, ceux ayant la bonne orientation pourront
étre soudés sur des pointes AFM.
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B. Soudure des MWCNT sur une pointe AFM et oxydation

1. Dépot du film de nickel sur les pointes AFM

Afin de pouvoir réaliser la soudure du nanotube, une étape de métallisation préalable,
de la pointe silicium, est indispensable. Pour cela, la pulvérisation d une fine couche
d environ 12 nm de nickel est réalisée par Lionel Teule-Gay au Centre de Ressources en
Couches Minces a I'lCMCB, dans une chambre Ultra Haut Vide équipée d'une cathode
magnétron portant une cible de nickel.

Ce film de nickel permet la soudure du nanotube sur I’ apex de la pointe. En effet, il va
y avoir une fusion partielle de celui-ci due al’ effet joule provogué par le courant appliqué. Le
nanotube sera donc solidement attaché ala pointe, une fois le nicke refroidit.

2. Soudure du nanotube sous microscopie optique

La fixation du nanotube sur la pointe est réalisée par microsoudure, sous le contréle
d’ un microscope optigque. Cela permet de mieux maitriser la soudure et d’ obtenir des résultats
plus reproductibles. La cartouche et la pointe AFM sont immobilisées sur la platine du
microscope a l'aide de trandlateurs micrométriques tridimensionnels équipés de pinces
crocodiles conductrices (Figure V-3). Le tout est aussi connecté a un générateur permettant
d appliquer unetension alant de0a80 V.

0-80V

‘ 0-0,5A
\
Pinces
conductrices cartouche

\ \L \/pointe

Micropositionneur 3D
Lamelle

de cuivre

Microscope
optique inversé

Figure V-3. Schéma du dispositif utilisé pour la soudure desMWCNT sur une pointe AFM.
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Le contréle précis de plusieurs points est important pour obtenir des pointes avec un
nanotube soudé et orienté correctement sur I'apex. Tout d’abord, |’ orientation de la pointe
AFM et donc de lalamelle de cuivre permettant safixation est aussi importante. Celle-ci a été
optimisée et doit étre pratiquement a la verticale pour souder un nanotube avec la bonne
direction (Figure V-4 a)).

Ensuite, un soin particulier doit étre apporté a la sélection du MWCNT. Celui-ci doit
étre suffisamment long pour permettre un contact sur une grande longueur avec la pointe et
étre dirigé le plus perpendiculairement possible a la cartouche (Figure V-4 b)). Apres, les
différents objectifs disponibles (x5, x20, x50) permettent un positionnement plus précis de la
pointe par rapport au nanotube (Figure V-4 c)). Pour finir, le nanotube est positionné
correctement sur la pointe en venant le coller contre une des faces de celle-ci (Figure V-4 d)).

Nanotube
/~ multiparois

Filament métallique

Pointe et Levier
commerciaux

avec film
mince de Ni

10 pm
0) )
Figure V-4. Images des différentes étapes du positionnement du nanotube sur une des faces dela pointe (lamelle de
cuivre utilisée pour fixer la pointe (a) ; choix d'un MWCNT bien orienté et suffisamment long (b) ; approche du
MWCNT et dela pointe (c) ; positionnement correct du MWCNT contrela pointe (d)). Lesimages (b), (c) et (d) ont
étéréalisées avec le grossissement x50 du micr oscope optique.
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La tension est ensuite progressivement augmentée dans le circuit. Cela va chauffer la
pointe, faire fondre localement la fine couche de nickel et permettre la soudure du MWCNT
avec la pointe. La tension est augmentée jusgu’ a rupture du MWCNT (Figure V-5). Celle-ci
va avoir lieu & I’endroit le plus chaud du MWCNT : en son milieu ou & un endroit du
MWCNT présentant un défaut. La localisation du point de rupture et donc la longueur du
nanotube soudé sur |a pointe ne peut pas toujours étre controlée de maniere précise.

Figure V-5. Image delarupture du nanotube au moment dela soudure.

3. Controle de la fixation au MEB

La résolution du microscope optique n'est pas suffisante pour évaluer la taille et
I’ orientation précise du MWCNT ainsi que la qualité de la soudure sur la pointe. Toutes les
pointes soudées sont donc imagées au MEB au CREMEM (Centre de Ressource En
Microscopie Electronique et Microanalyse) pour une caractérisation plus preécise.

Pour pouvoir les observer au MEB, les pointes AFM sont fixées sur un support adapté
recouvert de scotch conducteur (Figure V-6). De maniéere a faciliter I’examen, les pointes
doivent étre fixées e plus prés possible du sommet du support.
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Figure V-6. Support utilisé pour |I'observation des pointes AFM au MEB.

En plus du risque inhérent a toute manipulation d abimer la pointe, le passage du
MWCNT au MEB risque de modifier I’ état de celui-ci. Cependant, ce passage est obligatoire,
car c'est la seule technique dont nous disposons actuellement pour avoir une caractérisation
précise du résultat de la soudure.

La Figure V-7 montre |’ évolution de la soudure des pointes entre le début (a) et b)) et
lafin de cette These (c) et d)), une fois tous les parametres de la soudure optimises.
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CREMEM SEI 100kV  X7,500 1um WD 8.0mm CREMEM SEI 10.0kV 1um

EE AR A e o

C) CREMEM SEl  5.0kV 1m d) CREMEM SEl  100kV X7,500  1am

Figure V-7. Images M EB montrant I’ évolution de la soudure desMWCNT sur des pointes AFM entrele début de
cette These (a) et b)) et lafin (c) et d)).

Ces images MEB montrent bien |I'importance que peut avoir I’ optimisation de tous ces
parameétres (orientation de la pointe AFM, choix et orientation des MWCNT par rapport ala
pointe) sur le résultat obtenu. En effet, afin de limiter les pertes, que ce soit en terme de
pointes AFM ou de MWCNT, il est important de travailler dans les meilleurs conditions pour
obtenir des soudures les plus reproductibles possibles.

Ces images permettent aussi une évaluation de la longueur du MWCNT ainsi que de
son diamétre. La qualité de la soudure du nanotube peut aussi étre observée suivant le coté de
la pointe observé.
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C. Caractérisation de SAMs-urée avec des MWCNT fixés sur
des pointes AFM

Les pointes AFM munies d’un nanotube présentent un grand intérét en vue d une
utilisation en tant que sondes AFM pour caractériser des surfaces. En effet, celles-ci offrent
plusieurs avantages par rapport aux pointes AFM en silicium utilisées en généra. Par
exemple, en raison de la robustesse du nanotube de carbone et de la solidité de |’ attache de
celui-ci sur la pointe gréace a la soudure, les pointes a nanotube sont beaucoup plus résistantes
mécaniquement que celles en silicium qui ont tendance & se détériorer rapidement.* De plus,
les pointes en silicium ont souvent tendance & étre contaminées par la surface, ce qui n’est
pas le cas des pointes a nanotube en raison de la plus faible réactivité chimique de ces
derniers. Tout cela leur procure donc une bien meilleure stabilité. Leur grand rapport d’ aspect
peut permettre la caractérisation de surfaces rugueuses. De plus, il est possible detirer parti du
trés grand rapport surface/volume des nanotubes pour détecter différents matériaux par les
différences de glissement des CNT sur ces surfaces.

Ces variations modifient les conditions aux limites du CNT, ce qui change sa raideur.’
Pouvoir caractériser différentes surfaces a I'aide de pointes AFM a nanotube présente
notamment un grand intérét dans le domaine des biocapteurs et des MEMS (MicroSystémes
ElectroM écaniques). Cela permettrait, par exemple, de mesurer la rugosité avec des sondes
CNT stables et de cartographier 1a fonctionnalisation chimique ou I’ activité biologique avec
une meilleure résolution. A terme, les procédeés de fabrication pourront ainsi étre controlés et
améliorés. Une longue durée de vie des sondes a CNT pourrait également devenir un atout

considérable dans le domaine émergent de la nanomeétrologie.

Cependant, ce domaine reste encore tres peu exploré. Cela est sans doute di aux
difficultés précédentes de contrble de fabrication des sondes a CNT et de compréhension de
leurs propriétés mécaniques. Aujourd hui un grand volume de travail est nécessaire pour
identifier les possibilités et limites de la caractérisation de surface avec les sondes a nanotube.
Nous présentons ici uniquement quel ques expériences préliminaires.

Dans le but de tenter de caractériser et différencier les SAMs-urée formées
précédemment (SAM-urée-CH3 100%, SAM-urée-NO, 30%, SAM-urée-NO, 100%), des
séries de courbes approche-retrait (CAR) ont été effectuées, en différents points des SAMs-
urée. Pour cela, un AFM Dimension FastScan (Bruker) est utilise en mode FM (mode

* Nguyen C.V., Chao K-J., Stevens R.M.D., Delzeit L., Cassell A., Han J., Meyyappan M. Nanotechnology
2001, 12, 363-367.

®Nie H-Y., Walzak M.J., McIntyre N.S. Rev. ci. Instrum. 2002, 73, 3831-3836.

® Dietzel D., Marsaudon S., Aimé J-P., Nguyen C.V., Couturier G. Phys Rev. B 2005, 72, 035445, 1-16.
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modulation de fréquence) avec différentes pointes. Pour travailler en mode FM I’ gjout d’une
électronique extérieure est nécessaire (PLL Nanonis OC4.5-Station).

Dans un premier temps, la réponse mécanique d'un MWCNT soudé, sans ajout
d’ oxygene, sur un levier de raideur intermeédiaire (PPP-FMR de Nanosensors, fréguence de
résonance du levier : fo = 69,509 kHz, facteur de qualité: Q= 142, raideur du levier : Kiejier =
2,4 N/m) sera étudiée sur les différentes SAMs-urée.

Par |a suite, une autre expérience sera menée pour voir si une différence est observée
dans la réponse mécanique des MWCNT suivant le traitement subi par leur extrémité lors de
la soudure (présence ou non d'un flux d’ oxygene (pour le procédé d’ oxydation voir p. 185)).
Pour cela, deux sondes a MWCNT sur des leviers de raideur plus importante sont utilisées
(PPP-NCL de Nanosensors : fo = 152,390 kHz, Q = 451, kiejie= 50 N.m™* pour celle sans flux
d’ oxygéne et fo = 156,537 kHz, Q = 445, Kiejier = 50 N.m™ pour celle avec flux d’ oxygéne). La
raideur plus importante permettra d’ augmenter la réponse en fréequence.

1. Réponse mécanique d'un MWCNT sur une SAM

Dans le mode FM, initialement appelé Non-contact Résonant (NC AFM), le systéme
pointe-levier est inséré dans une boucle d'auto-oscillation qui maintient I’ oscillateur a la
résonance en fixant le déphasage a -90°. Un asservissement (Contréle Automatique de Gain)
permet de maintenir I’amplitude d oscillation constante. On enregistre le décalage de la
fréguence et le signal dit « Damping » qui est la tension de sortie du contréle automatique de
gain.”®

L’utilisation du mode FM permet de séparer les interactions conservatives et
dissipatives. En effet, le signal de « Damping » dépend uniguement de I’ énergie dissipée par
I’ oscillateur en interaction avec la surface. Le décalage de la fréguence de résonance du levier
dépend, quant a lui, uniquement des forces d’interactions conservatives : des forces attractives
diminueront la fréquence, alors que des forces répulsives provogueront une augmentation de
la fréquence de résonance du levier. Ce mode permet de déchiffrer rapidement le type
d’interaction du nanotube, al’inverse du mode AM dit «tapping » dans lequel une variation
d’amplitude (ou de phase) peut provenir d’un décalage de la fréquence ou d’ une variation du
facteur de qualite.

" Nony L., Thése Université Bordeaux 1, 2000.
8 Dubourg F., Thése Université Bordeaux 1, 2002.
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Un exemple de I’ évolution des deux signaux enregistrés lors des courbes d’ approche-
retrait en mode dynamique FM est présenté sur la Figure V-8 : décalage de la fréguence de
résonance du levier et évolution du signal de « Damping » en fonction du déplacement du

pi€zo.

700+ —— SAM-urée-NO, 100%

Pas
5004 de Contact

intermittent

400 contact

delta F (Hz)
N
s
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permanent

T T

5 1] 15 20 25 30 35
29- déplacement (nm)
' —— SAM-urée-NO, 100%

damping (V)

40

T T T T T T T
5 10 15 20 25 30 35
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Figure V-8. Exemple de courbe d'approche-retrait obtenue, avec un MWCNT soudé sur une pointe deraideur
intermédiaire (FMR : k = 2 N.m™ (valeur nominale)), sur la SAM -urée-NO, 100% avec une amplitude de 10 nm. Le
début del’interaction a ététrandaté versune distance d correpondant al’amplitude de 10nm.

L’interprétation de ce type de courbes est basée sur des modees mécaniques
développés dans I’ Equipe depuis 2005.%°1° Ces modéles prennent en compte des forces de
volume : forces éastiques d’'un tube selon la mécanique classique et des forces de surfaces :

forces attractives.

° Bernard C., Marsaudon S., Boisgard R., Aimé J-P. Nanotechnology 2008, 19, 035709, 1-10.
9 Buchoux J., Bellon L., Marsaudon S., Aimé J-P. Eur. Phys. J. B 2011, 84, 69-77.
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Ces courbes peuvent étre divisées en trois parties :

al Dans la premiere, il N’y a pas de contact entre le MWCNT et la surface. Le levier
oscille a sa fréguence propre, le décalage de fréquence est nul. Le signal continu d’ excitation
appelé « Damping » est proportionnd a I’énergie qu’il faut fournir au levier pour le faire
osciller, sa valeur dépend du facteur de qualité du levier (Q = 140) et de I'éectronique
associée (amplitude d’ oscillation A = 10 nm). Dans le cas présenté en Figure V-8, elle est de:

(| k]ev A2

E0= Q

=45al

Quand la distance nanotube-surface est proche de I’amplitude d’ oscillation, une force
attractive dépendant de la géométrie et de lataille de I’ extrémité du nanotube va s’ exercer sur
le MWCNT. Elle provoque une diminution de la fréquence de résonance.

b/ Dés que le nanotube commence a toucher la surface (lorsque la distance pointe-
surface est égale a I’amplitude d'oscillation), la force subie par le CNT comprend une
composante répulsive, le sens de variation de la fréquence s’ inverse, elle augmente. Au méme
moment, de I’ énergie supplémentaire est dissipée chaque fois que le nanotube se détache de la
surface : ce domaine est appelé contact intermittent. La pente d’ augmentation de la fréquence
est proportionnelle au rapport de la raideur du nanotube sur celle du levier.®®

L’ énergie dissipée est donnée par :

_ _ Eint
Etot_E0+Eint_E0 1+ E
0

ou E;j; est I énergie additionnelle dissipée lors de I’ interaction du nanotube avec la surface.
Lesignal de « Damping » étant proportionnel al’ énergie dissipée; on a:
E.o: = kDamp,,; et E, = k Damp,

ou Damp représente le « Damping » total.

Il est donc possible d’ écrire le rapport suivant :

Eiot _ Damp,,,

E, Damp,
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Comme Damp,,; = Damp;,; + Damp,, ou Damp;;; est le signa additionnel du
« Damping » lors de I’interaction du nanotube avec la surface et Dampy le signa du
« Damping » sans interactions, il est aussi possible de I’ écrire sous laforme :

<1+Eint> _ <1+Dampint)
E, Damp,

Soit : Eyp = Eo (1 +EE—;“) = Eo (1 +’Z"am—nf;?)

Nous cherchons a identifier I’ énergie dissipée lorsgue le nanotube interagit avec la
surface :

Eio Damp,,,
E;.,=E —E=E< —1)=E<——1>
int tot 0 0 EO 0 Dampo

Dans notre cas, la premiere variation rapide du signal de « Damping » est de 0,18 mV,
ce qui est notablement faible par rapport au « Damping » d’ oscillation du levier (1,32 V) :
Eo D o 1,50
Eppy = Eygr — Eg = EO(ELO’—1) = Eo(%— 1) = 4,5.(13— 1) = 0,61aqj.

Cette dissipation, relativement faible par rapport au levier sans interaction, est une
caractéristique de la réponse de nanotube.

Au fur et a mesure que e nanotube s approche de la surface, la composante répulsive
de la force augmente car €elle agit pendant une fraction de cycle de plus en plus grande. Plus
I’échantillon se rapproche de la surface, plus les forces répulsives vont conduire a une
augmentation de la fréquence de résonance du levier et du signal de « Damping ».

¢/ En derniére partie, le nanotube se retrouve en contact permanent avec la surface.
Ceci va se matérialiser avec un saut de la fréequence de résonance du levier et du signal de
« Damping ».

Pour pouvoir comparer les résultats obtenus sur différentes surfaces ou avec différents
nanotubes, nous présenterons par la suite les courbes de signa de « Damping » dues a

I’interaction normée : (l;“aL"f:"‘ - 1) (Figure VV-9).
0
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Pas de Contact Contact
0,7 4 contact intermittent permanent

—— SAM-urée-NO, 100%

damptot/dampO - 1

-0,1 — T T T 1 T T ' 1 T T |1 T T
5 10 15 20 25 30 35 40 45

déplacement (nm)

Figure V-9. Courbe du signal de « Damping » normé pour une cour be d'approche-retrait obtenue, avec un MWCNT
soudé sur une pointe deraideur intermédiaire (FMR : k = 2 N.m™ (valeur nominale)), sur la SAM-urée-NO, 100%
avec une amplitude de 10 nm.

2. Réponse mécanique d'un MWCNT sur les SAMs-urée, cas
d’un levier de raideur intermédiaire

a) Reproductibilité des CAR en différents points des SAMs-urée

Pour permettre une comparaison entre les différentes SAMs-urée, il est nécessaire de
vérifier, au préalable, la reproductibilité des signaux enregistrés (décalage de la fréguence de
résonance du levier et signal de « Damping ») lors de CAR en différents points de la surface.

Dans un premier temps, un MWCNT soudé sans gjout d oxygéne sur un levier de
raideur intermédiaire (PPP-FMR de Nanosensors, fréquence de résonance du levier: fo =
69,509 kHz, facteur de qualité: Q= 142, raideur du levier : Keier = 2,4 N/m) (Figure V-10),
est utilisée pour effectuer 20 CAR tous les 5 nm sur une ligne de la SAM-urée-NO, 100% et
vérifier lareproductibilité de décalage de la fréquence de résonance observé (Figure V-11).
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FigureV-10. Image MEB du MWCNT utilisé pour lesFigure V-11, Figure V-12, Figure V-13, soudé sur un levier de
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déplacement (nm)

Figure V-11. Décalages de la fréquence de r ésonance enregistr és, en différents points de la SAM -urée-NO, 100%, avec
une amplitude de 30 nm (par souci de clarté, uniquement 6 cour bes r epr ésentatives des 20 cour bes sont repr ésentées).

Ces CAR montrent qu'il y a peu de variations du décalage de la fréguence de
résonance du levier enregistré, en différents points de la surface. La méme vérification est
effectuée sur la SAM-urée-NO, 30% et la SAM-urée-CH3 100% (Figure V-12).
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Figure V-12. Décalages de la fréquence de r ésonance enregistr és, en différents points dela SAM-urée-NO, 30% (a) et
la SAM -urée-CH3 100% (b), avec une amplitude de 30 nm (comme pr écédemment seulement quelques cour bes sont

r epr ésentées).

Ces CAR permettent de constater qu’il en est de méme pour la SAM-urée-NO, 30% et
la SAM-urée-CH3 100%. Il est donc possible d’ envisager une comparaison de la réponse
obtenue sur les différentes SAMs-urée pour voir si une différenciation est possible.
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b) Comparaison des réponses obtenues sur les différentes SAMs

La Figure V-13 compare la réponse mecanique du MWCNT précédent sur les trois
types de SAMs-urée. En plus de la variation de la fréguence de résonance, la Figure V-13
représente aussi le saut de I’ énergie dissipée lors de I'interaction du MWCNT avec la surface
(AEint)-

delta f (Hz)
2
1

— SAM-urée-NO, 100%
—— SAM-urée-NO, 30%
—— SAM-urée-CH, 100%

14 16 18

'
N
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déplacement (nm)

20 - —— SAM-urée-NO, 100%
18 —— SAM-urée-NO, 30%
] —— SAM-urée-CH, 100%

Eint (aJ)

déplacement (nm)

b)

Figure V-13. Décalages dela fréguence de résonance du levier (a) et del’ énergiedissipée (Eo = 47,8 aJ) (b) enregistrés
pour |'approche sur lestroistypes de SAM s avec une amplitude de 30 nm.
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Les valeurs observées pour le minimum de la fréguence de résonance (AFmin), 1€ saut
de |’ énergie dissipée lors de I'interaction (AE;y) ainsi que les valeurs des pentes (0ar €t Ogint)
sont résumées dans le Tableau V-1. Il peut facilement étre noté que cedlles-ci augmentent
lorsgue la proportion du composé 4 (agent de couplage terminé CH3) augmente. Le minimum
de fréquence plus important observé pour la SAM-urée-CH3; met en évidence la présence de
plus grandes forces attractives entre celle-ci et le nanotube lors de I approche. Le nanotube va
donc plus coller sur la surface. Ceci est cohérent avec |’ augmentation de la dissipation (reliée
al’énergie nécessaire pour décoller le MWCNT de la surface) et auss avec celle plus rapide
delafréquence car le MWCNT glisse moins sur la surface.

Type de surface | AFmin (Hz) | Oar (Hz.nm™) | AEine (3)) | Oteine (2).nm™)

SAM-urée-NO; 100% -47 41 1,05 0,13
SAM-urée-NO; 30% -202 136 2,82 2,00
SAM-urée-CH3 100% -335 2901 10,09 2,11

Tableau V-1. Récapitulatif des minima de fréguence de résonance du levier, sautsde |’ énergie dissipée lorsde
I'interaction et pentes observés sur lestrois SAM s-ur ée, avec une pointe deraideur intermédiaire.

Pour conclure, les interactions entre un nanotube fixé sur un levier de raideur
intermeédiaire (type FMR, k = 2,4 N/m) et les SAMs-urée sont plus importantes lorsque la
proportion de composé 4 (agent de couplage terminé CH3) augmente. En effet, une
augmentation du minimum du décalage de la fréguence de résonance du levier montre une
augmentation des forces attractives entre le nanotube et la surface. L'augmentation plus
rapide de la fréguence en contact intermittent indique que le nanotube glisse moins sur la
surface, ce qui lui confére une raideur plus forte. L’énergie nécessaire pour décoller
augmente aussi. Nos modeles ne prévoient pas d augmentation de la dissipation en régime de
contact intermittent, mais on I’ observe couramment. Il pourrait provenir de |’ augmentation
de la longueur de frottement lorsque le CNT s approche des SAMs. La encore, lorsque la
proportion du compose 4 augmente, la dissipation en contact intermittent augmente plus
fortement, ce qui est cohérent avec un collage plusfort.

D’autres expériences seraient necessaires pour valider la différence observée. Une
modélisation de I’ interaction (avec des méthodes ab initio par exemple) pourrait aussi aider a
mieux la comprendre.
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3. Evolution de la réponse mécanique d'un MWCNT selon le
traitement subi par 'extrémité lors de la soudure

Nous avons montré précédemment qu'il était possible d observer une réponse
mécanique différente, suivant le type de SAMs-urée observée, lors de I'utilisation d’'un
MWCNT soudé sur un levier de raideur intermédiaire. Par la suite, nous avons voulu voir si
une différence est auss observée dans la réponse mécanique d’'un MWCNT, suivant le
traitement que subissait I'extrémité de celui-ci lors de la soudure (avec ou sans flux
d oxygene). Pour cela, nous avons choisi d'utiliser des leviers avec une fréguence de
résonance et un facteur de qualité (rapport Q entre la fréquence de résonance f, et la bande
passante Af) plus élevés (type NCL avec une fréquence de résonance de I’ ordre de 150 kHz).
En effet, ceux-ci permettent d’ avoir une meilleure sensibilité lors des mesures.

Des CAR ont donc été réalisées successivement sur les trois types de SAMs-urée
(SAM-urée-CHz 100%, SAM-urée-NO, 30%, SAM-urée-NO, 100%) avec deux MWCNT
soudés sur des leviers NCL (PPP-NCL de Nanosensors: fp = 152,390 kHz, Q = 451, Kiejie=
50 N.m™* pour celle sans flux d’ oxygéne et fo = 156,537 kHz, Q = 445, Kievie = 50 N.m™ pour
celle avec flux d' oxygéene) (Figure V-14). Cela a été effectué dans le but de voir si une
différence était observée selon le traitement subi par I’extrémité du nanotube pendant la
soudure (un a été soudé sous flux d’ oxygene et I’ autre non).

a) CREMEM SEI 100KV X30,000 100nm b) CREMEM SEI 100KV X30,000 100nm

FigureV-14. Images MEB du MWCNT soudé sur un levier NCL sansflux d’O, (a) et de celui soudé avec flux d'O,
(b).

Comme précédemment ces CAR ont été effectuées en mode FM avec une amplitude
de 30 nm sur un AFM Dimension FastScan avec I'aide d’une éectronique extérieure (PLL
Nanonis OC4.5-Station).
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Pour ce qui est du décalage de la fréguence de résonance du levier, les courbes
observées, avec le MWCNT soudé sans oxygene (Figure V-15), montrent une variabilité un
peu plus importante que celle observée précédemment, dans le cas du MWCNT soudé sur une
pointe de raideur intermédiaire. Celle-ci peut étre expliquée par I’ enregistrement des courbes
sur de plus longs déplacements pour lesquels I’ interaction CNT/surface est plus forte.

——SAM-urée-NO_ 100 %, X=-50
SAI.I-urée-NO: 100 %, X=-45
SAM-urée-NO_ 100 %, X=-40
—S-'-,I.l-urée-HO; 100 %, X=-35

900 -
SAM-urée-NO, 100 %, X=-30
800 4 SAM-urée-NO, 100 %, X=-25
. SAM-urée-NO_ 100 %, X=-20
e S-'-,l.l»ufée»HO;100 %, X=-15
600 SAM-urée-NO_ 100 %, X=-10
—— SAM-urée-NO_ 100 %, X=-5

. —— SAM-urée-NO 100 %, X=0
L 200 4 —— SAM-urée-NO_ 100 %, X=5
® SAM-urée-NO , 100 %, X=10
E 3004 ——SAM-urée-NO_ 100 %, X=15
. SAM-urée-NO_ 100 %, X=20
2 SAM-urée-NO, 100 %, X=25
100 4 ——SAM-urée-NO_ 100 %, X=30
—— SAM-urée-NO_ 100 %, X=35

7 SAM-urée-NO, 100 %, X=40
SAM-urée-NO_100 %, X=45

-100 T T T T T T T T T T 1 -

0 s 10 15 20 25 30 25 40 a5 50 SAM-urée-NO, 100 %, X=50

déplacement (nm) SAM-urée-NO_ 100 %, X=0

Figure V-15. Décalages dela fréguence de résonance du levier observés, en différents points de la SAM-urée-NO,
100%, avec un MWCNT soudé sur un levier NCL sans flux d'O,, avec une amplitude de 30 nm.

Par contre, dans le cas du MWCNT soudé avec flux d’oxygene (Figure V-16), une
plus grande variabilité des courbes obtenues pour |le décalage de la fréquence de résonance du
levier est observée. De plus, celle-ci ne peut pas étre expliquée pour la méme raison gque
précédemment. En effet, ici I’ interaction ne va pas jusgu’ au régime de contact permanent.
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Figure V-16. Décalages de la fr équence de r ésonance du levier observés, en différents points de la SAM -urée-NO,
100%, avec un MWCNT soudé sur un levier NCL avec flux d'O,, avec une amplitude de 30 nm.

Pour tenter de comparer les réponses des deux sondes malgré la plus faible
reproductibilité des CAR pour celle soudée sous flux d’ oxygene, nous avons sélectionné trois
courbes pour chague MWCNT (des courbes extrémes du faisceau et une courbe du centre du
faisceau). Ces courbes permettent d’ observer un minimum pour la fréquence de résonance du
levier (AFmin) € un saut d'énergie dissipée lors de I’interaction plus important, lorsque la
pointe utilisée est terminée par des fonctions acide carboxylique (voir p. 186 pour la mise en
évidence de la présence de ces fonctions) (Figure V-17). Les valeurs obtenues sont résumees
dans le Tableau V-2.
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Figure V-17. Décalages dela fréguence de résonance du levier (a) et évolution del’énergiedissipéelorsde
I"interaction (Eq= 313,5 aJ pour leMWCNT soudé sans O, et Eq= 317,7 aJ pour I'autre) (b) enregistrés pour
I"approche avec lesdeux MWCNT, sur la SAM -urée-NO, 100%, avec une amplitude de 30 nm.
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Courbes AFin (Hz) | Oar (Hz.nm™) | AEjne (@) | Oine (@).nm™)

N° 1 avec MWCNT sans O, -32 52 14,4 4,7

N° 2 avec MWCNT sans O, -68 49 18,5 6,0

N° 3 avec MWCNT sans O, -24 37 12,5 7,5
Moyenne -41,3 46 15,0 6,0

N° 1 avec MWCNT avec O, -192 502 77,5 30,2

N° 2 avec MWCNT avec O, -143 284 44,2 41,9

N° 3 avec MWCNT avec O, -64 144 5,4 47,0
Moyenne -133 310 42,3 39,7

Tableau V-2. Récapitulatif des minima de fréquence de résonance du levier, saut del’ énergiedissipéelorsde
I’interaction et pentes obser vés avec les deux MWCNT, sur lala SAM-urée-NO, 100%, avec une amplitude de 30 nm.

Une forte différence de la pente (0ar) est notée pour la variation de la fréquence de
résonance du levier de la Figure V-17. Cependant, cette différence n’est pas forcément liée a

celle d'interactions entre la pointe et la surface. En effet, la pente (aar) est proportionnelle au

rapport <M 9 | es raideurs des deux leviers sont identiques, mais les longueurs des deux

levier

MWCNT sont différentes. Or la raideur du nanotube glissant librement sur une surface est
donnée par I équation d’ Euler® :

4

Tent
3
CNT

kCNT =FEn

ou rent st le rayon du nanotube, Loyt Salongueur et E son module d' Y oung. Celle-ci dépend
donc fortement de lalongueur du nanotube utilisée.

Si la pente dépend uniquement de la géométrie du nanotube et non des interactions
entre celui-ci et la surface et que le diamétre des CNT est considéré identique (Figure V-14),
le rapport suivant entre les deux pointes doit étre vérifié:

kenr: (LCNT2)3

kCNTZ LCNTl
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D’apréslaFigure V-17, les pentes moyennes du décal age de la fréguence de résonance
du levier (sur les trois courbes présentées) sont respectivement dar = 310 Hz/nm (pour celui

soudé avec O,) et aar, = 46 Hz/nm (pour celui soudé sans O,). Le rapport ‘Zfi est donc de
AF2

6,74. Ce rapport est proportionnel au rapport des raideurs des nanotubes.

Par alleurs, d aprés les images MEB (Figure V-14), les longueurs des deux nanotubes

(la partie dépassant de la pointe) sont respectivement Loyt = 1,05 pm et Lentz = 1,98 um. Le
L

rapport (—szz

identiques. La différence de pente observée semble étre reliée ala différence de longueur des
deux MWCNT.

3
) est donc de 6,71. Il peut étre remarqué que les rapports sont pratiquement

Concernant la différence de forces attractives entre les deux nanotubes (minimum de
fréguence), elle pourrait provenir d’une différence de taille de I’ extrémité des MWCNT. La
Figure V-18 présente des images MEB des extrémités des deux MWCNT. Celui soudé sous
oxygene semble plus fin a |’ extrémité (sur une centaine de nm), ce qui diminuerait la force
attractive au lieu de I'augmenter. L’augmentation observée ne semble pas due a une
différence de géométrie mais pourrait bien provenir de la présence de fonctions acides a
I’ extrémité du MWCNT soudé sous oxygene.

a) b)

FigureV-18. Images M EB del'extrémité du MWCNT soudé sans O, (a)) et du MWCNT soudé avec O, (b)).

Des résultats similaires ont été observés sur la SAM-urée-NO, 30% ainsi que sur la
SAM-urée-CH3 100%.
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Pour conclure, une moins grande reproductibilité est observée pour les CAR réalisées
avec un MWCNT soudé sur une pointe NCL avec un flux d’oxygéne. De plus, les forces
attractives observées entre cette pointe et les différentes SAMs-urée sont plus importantes que
lors de I'utilisation d'un MWCNT soudé sur une pointe NCL sans flux d oxygene. Cela
pourrait étre lié a la présence de fonctions acide a |’ extrémité du nanotube. Par contre, la
forte différence de pente observée, sur les CAR entre les deux pointes, est principalement liée
a la différence de longueur entre les deux nanotubes utilisés.

4. Images de SAMs avec des pointes AFM a MWCNT

a) Images de la SAM-urée-CHz 100% : comparaison pointe
silicium et pointe a MWCNT et comparaison mode « tapping » et
mode FM

Bien qu’elle soit toujours recherchée, la comparaison d images AFM, obtenues avec
différentes pointes, est souvent délicate, surtout lors de la comparaison d'une pointe a
nanotube et d’ une pointe AFM silicium. Par exemple, la force attractive nettement supérieure
d’ une pointe Si par rapport a une pointe a nanotube modifie fortement la balance entre les
forces attractives et répulsives : de mémes conditions apparentes peuvent aboutir a une image
en mode attractif dominant pour une pointe Si et répulsif pour un CNT.

En premiere approche, nous comparons des images de la méme surface (SAM-urée-
CHs 100%) réalisées en mode «tapping » (ou mode AM : modulation d’amplitude) et en
mode FM, avec une pointe AFM en silicium (PPP-NCL de Nanosensors : fo = 160,079 kHz,
Q = 465, Kieie= 50 N.m™) et une pointe & nanotube (PPP-FMR de Nanosensors : f, = 68,011
kHz, Q= 140, Kievie = 2 N.m™).

La Figure V-19 présente des images de hauteur et de phase de la SAM-urée-CH;
100% obtenues avec une pointe AFM en silicium et avec une pointe AFM aMWCNT.
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Figure V-19. Images r éalisées en mode « tapping » avec une pointe silicium (hauteur : (a) et phase: (b)) et une pointe
a nanctube (hauteur : (c) et phase: (d)). La consigne d’amplitude est de 26 nm pour la pointe silicium et 22 nm pour
le MWCNT. La résolution est identique pour toutes lesimages (1024 x 1024).

Avec les deux pointes, une surface homogene avec quelques petits agrégats est
observée (Figure V-19). Le Rms trouvé avec la pointe a nanotube (1,54 nm) est |égérement
plus important que celui obtenu avec la pointe silicium (0,98 nm).

Pour compl éter la comparaison, la Figure V-20 ci-dessous présente une image obtenue
avant I'image AM avec laméme pointe a MWCNT en mode FM. Rappelons qu’ en mode FM,
I"amplitude d'oscillation ainss que le retard de phase sont maintenus constants,
I’ asservissement se fait sur le décalage de fréquence (image de hauteur) et I’on enregistre
simultanément le signal de sortie du contr6le automatique de gain (Damping ou dissipation).
L’éat du nanotube n’était probablement pas le méme, a cause d' une panne du logiciel qui
pilote I’AFM. A chaque panne, la réponse du nanotube a été modifiée. Cela revient aimager
avec un MWCNT de longueur différente mais fixé sur le méme levier.
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Figure V-20. Imagesréalisées en mode FM avec une pointe a nanotube (hauteur : (a) et dissipation : (b)). L' amplitude
est de 40 nm, la consigne de fréquence est de 20 Hz.

Larugosité (Rms) de cette image est de 0,70 nm, cela correspond ala meilleure valeur
obtenue pour la SAM-urée-CH3 100%, tous modes d’imagerie et pointes confondus.

L’ histogramme de hauteur des trois images précédentes est reporté sur la Figure V-21.

7,00E+008 ~ —— SAM-urée-CH, 100% mode AM pointe Si
E —— SAM-urée-CH, 100% mode AM pointe MWCNT
6,00E+008 - —— SAM-urée-CH, 100% mode FM pointe MWCNT
] —— Ajustements en gaussienne
» 5,00E+008 +
=
3 ]
= 4.00E+008 +
< 4
@ 3,00E+008 -
°
c ]
S 2,00E+008 -
=
2 ]
G 1,00E+008 -
© ]
0,00E+000
-1,00E+008 , . . . , |
0,00E+000 5,00E-009 1,00E-008 1,50E-008

hauteur du piezo (nm)

FigureV-21. Comparatif desdistributions de hauteurs desimages de la SAM -ur ée-CH3; 100% en mode " tapping” et
FM. Les courbes ont été décalées ar bitrairement latéralement pour une meilleurelisibilité.

Les écarts-types des gustements en gaussiennes de ces courbes confirment les
rugosités obtenues : de gauche a droite, 1,02 nm pour celle en mode FM avec un MWCNT,
1,33 nm pour celle avec la pointe normale et 1,77 nm pour celle en mode AM avec un
MWCNT.
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En conclusion, ces résultats partiels (amplitudes, états du nanotube et leviers
différents) confirment qu’il est possible d’ obtenir des images de qualité comparable avec des
MWCNT. L’utilisation de sondes & SWCNT devrait permettre d’améliorer la finesse de
I"information.

b) Particularité de I'imagerie de SAMs avec un nanotube

CREMEM SEI 5.0kV

Figure V-22. Image MEB du nanctube

Des résultats surprenants obtenus avec un nanotube long (7,85 um), comme celui de la
Figure V-22, sont représentés dans la Figure V-23 ci-dessous. Sans aucune modification des
paramétres, les images, en mode FM, présentent plusieurs sauts de hauteur associés a des
variations du signal de Damping (dissipation). Au début, la fréquence de consigne de 2 Hz
correspond a une valeur de Damping de 8,6 V. Aprés 0,8 um de balayage, |a hauteur baisse de
20 nm et la dissipation augmente a 9,0 V sur environ 0,2 um. Puis, sur quelques lignes, la
hauteur augmente de 10 nm avec un retour a la dissipation initiale vers 8,6 V. Finalement, la
plus grande partie de I’image a une hauteur basse avec une forte dissipation. Ces changements
sont détaillés dans les sections verticales de la Figure V-24 (dans la direction de balayage
lent). Localement, des petites variations de hauteur de I’ordre de 5 nm sont reliées a des
variations de dissipation de |’ ordre de 0,2 V soit environ 3 al.
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FigureV-23. Images AFM dela SAM -urée-CH3 100% obtenues en mode FM avec un long nanotube : images de
hauteur (a) et de dissipation (b). Consigne 2 Hz, amplitude 54 nm, image enregistr ée du bas versle haut.
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Figure V-24. Sections verticales effectuées sur 20 pixelslelong destraits noirs (hauteur : a) et dissipation : b)) et
distributions correspondantes (en densité normée p (c) et d)).

Lorsgue la moyenne est faite sur |I'image compléte, la distribution de hauteur met en
évidence trois populations & 13-14 nm de différence. La distribution des valeurs de Damping
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est separée en deux populations en énergie dissipée : 8,65 V (Energie d’interaction de Ein = 5
al) et 8,96 V (Eint = 10 &J).

Des changements de hauteur entre 5 nm et 30 nm au maximum peuvent paraitre
surprenants a priori pour une SAM de 2,5 nm de hauteur théorique. L’ augmentation du signal
de Damping révele une dissipation plus forte, donc une interaction plus forte de la sonde
nanotube avec la SAM, ce qui peut étre relié aun glissement du MWCNT sur la surface.

Cette hypothese est confirmeée par le changement de structuration des deux images:
lorsgue la dissipation est faible, la surface est homogéne, aors que pour les plus fortes valeurs
de dissipation, le contraste rével e une anisotropie dans la direction diagonale (Figure V-25).
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Figure V-25. Comparaison des structures des domaines de haute (a) et b)) et defaible dissipation (c) et d)) en hauteur
(a) et c)) et Damping (b) et d)). Les zones sont des agr andissements desimages de 0,6 pm x 1,5 pm, le contraste a été
amplifiéindépendamment pour chaque zone.

L’ absence d’ anisotropie du début de balayage avec la dissipation faible correspondrait
a une interaction de la surface avec I'apex du MWCNT, aors que la zone magjoritaire
refléterait le glissement du nanotube sur la SAM. La longueur de glissement du MWCNT
serait al’ origine du décalage des hauteurs, ce qui amene lalongueur de glissement ade 5 nm
pour les plus petits jusqu’a 30 nm pour les plus longs. IIs pourraient étre corrélés a la grande
longueur du MWCNT qui le rend particulierement flexible. (Maheureusement, la panne du
logiciel ne nous a pas permis d enregistrer les CAR correspondantes.)

Les différentes fréguences spatiales de la grande partie anisotrope de I'image de
hauteur (insert) sont révélées par la Transformée de Fourrier (TF) a deux dimensions
présentée dans la Figure V-26.
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Pour comprendre I'origine du réseau de téches obtenu, deux exemples d’'images
artificielles associées a leur TF sont adossés: les lignes créent des paires de taches
perpendiculaires a celles-ci, des discontinuités dans ces lignes élargissent les taches. Il est
également possible de raisonner comme pour des clichés de diffraction de monocristaux 2D,
I’image correspondra alors au réseau direct. Rappelons que, dans |’ espace réciproque, des
inverses de longueurs ou « fréquences spatial es » sont manipul és.

—0,10 nm-1 -0,05 0,00 0,05

=0,10

—0,05

1365 um. 5.7 ey 0.000 um

0,00

B imoge 3 Rese:

-0,

au Direct pour TF.bmp [... |
2 apmt 0.1

0138 2 un!, 46,2 !y 0.001 um

— Profil diagonal de |a TF de hauteur

g LI Y N B A N A B B
0,00 0,05 a10 0,15

C) w [nm) d) B ? : ey

Figure V-26. Tr ansfor mée de Fourrier dela partie anisotrope de I'image de hauteur (insert) (a), exemples de r éseaux
directs et deleurstransfor mées (b), sections dela diagonale centrale (c) et delaverticale, filtrée dela TF (d).

Sur la diagonale, les taches sont tres rapprochées correspondant a de grandes distances
(480 nm pour latéche la plus proche du centre, puis 240 nm, 140 nm, etc..). La position de ces
taches ains que leur ordre de grandeur pourraient étre reliés a I’empreinte de glisse du
MWCNT laissée sur la SAM. Lalargeur du nanotube évaluée en MEB est de 45 nm.

La section verticale filtrée révele des taches larges qui ont été gustées avec des
gaussiennes aux positions de :

- 102.10° pm™ pour latache centrale
- 78.10° um™ pour la 1% tache, 424.10° um™du centre, soit 841 nm
- 34.10° pm™ pour 1a2°™ tache, 468.10° pm™du centre, soit & 15 nm
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On retrouve des distances proches de la longueur supposee de glissement égale aux
sauts de hauteur.

Ces changements de conditions d’ imagerie avec CNT sur SAM, avec glissements
aléatoires semblent-ils, ont é&é répétés sur une autre image partielle obtenue avec ce
MWCNT, comme représenté dans la Figure V-27. Des diminutions de hauteur associées a une
augmentation de dissipation sont aussi retrouvees, avec une transition de contraste isotrope
Vers un contraste anisotrope. Les plus petits changements de hauteur locaux semblent deux
fois inférieurs & ceux précédemment obtenus, la distribution des hauteurs sur toute I’image
fait ressortir trois populations distantes les unes des autres d’environ 9 nm, deux niveaux
d’ énergie sont retrouves.
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Figure V-27. Images AFM de hauteur (a) et de dissipation (b) dela SAM-urée-CH; 100% avec un long MWCNT et
sections verticales moyennées sur 128 pixels (c) et d)) et histogramme de hauteurs (g).
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Pour conclure, nous avons développé les premieres bases d’ analyse de glisse aléatoire
des MWCNT sur les SAMs. Ces résultats originaux sont bien entendus partiels et
hypothétiques. Il est a noter toutefois que des images similaires ont été enregistrées dans le
cadre du doctorat (en cours) de Ludovic Robin, en collaboration entre I’ équipe du CBMN et
le LETI du CEA a Grenoble. Des analyses sont en cours pour valider ou non cette analyse.

c) Robustesse des pointes a nanotube

Les pannes du logiciel ont permis de montrer la robustesse des pointes a nanotube
comparées aux pointes Si. Trois pannes ont modifié le nanotube présenté dans la Figure V-22.
Un agrandissement de I’ attache sur la pointe est montré dans la Figure V-28 a). Nous avons
pu mettre en évidence le résultat de la derniére panne sur la SAM-urée-CH3; 100% (Figure
V-29). Les images de hauteur et de dissipation révélent le motif di & une percée du CNT a
traversla SAM. Lalargeur delatrace du CNT varie de 20 2130 nm.

b)

Figure V-28. Images M EB avant et aprés raccour cissement du nanotubelorsdel'imagerie de surfaces.
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FigureV-29. Images AFM de hauteur (a) et de dissipation (b) dans une zone dela SAM -ur ée-CH; modifiée par le
MWCNT.

La Figure V-28 b) montre le résultat de ces pannes sur le MWCNT qui a éé raccourci
de 7,85 um a 0,6 um. Par contre, I’apex de la pointe en silicium a été détérioré mais le
MWCNT lui est toujours présent. Ceci indigue que la pointe a été en contact avec le silicium
du wafer. Au moment de ce contact, le nanotube a donc da étre replié. 11 a donc pu supporter
de grandes déformations contrairement a la pointe en silicium. Ceci est possible tant que la
partie en silicium comportant la soudure n’ est pas endommageée.

Nous avons donc mis en évidence, une plus grande robustesse mécanique des pointes
a nanotube comparée a celle des pointes en silicium. Pour I’ utilisateur, un contact violent
avec la surface, peut entrainer un raccourcissement du MWCNT sans perte de celui-ci. |l est
toujours possible de I’ utiliser comme sonde. Au contraire, |’ aplatissement d’une pointe en
silicium impose un changement de systéme pointe-levier.

D. Biofonctionnalisation de I’extrémité du nanotube

Pour pouvoir réaiser des expériences de DFS, il est nécessaire d'immobiliser, au
préalable, une biomolécule a I’ extrémité du MWCNT soudé sur la pointe AFM. Pour cela,
dans un premier temps, nous avons fait |"hypothése de la présence de fonctions acide
carboxylique a I’extrémité du MWCNT. Celles-ci permettent I'immobilisation de fagon
covalente d'une biomolécule, par la création d une liaison amide, apres une activation
préaable par NHS/EDC (Figure V-30).
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Figure V-30. Schéma des différ entes étapes de la biofonctionnalisation del’ extrémité d'un MWCNT.

1. Expérience préliminaire

Actuellement la DFS est la seule technique de caractérisation permettant de mettre en
évidence la fixation d'une biomolécule a I’extrémité d'un nanotube, par la mesure
dinteractions spécifiques. Afin de pouvoir mettre en évidence la fonctionnalisation de
I’extrémité du nanotube, par une autre technique indépendante, nous avons choisi
d’ immobiliser les NP-pA a I’ extrémité d'un MWCNT, par la création d'une liaison amide,
aprés activation préalable des fonctions acide carboxylique (Figure V-31). En effet, les
éectrons rétrodiffusés du mode BSElI du MEB, sont plus nombreux sur I’or que sur le
carbone, en raison du numéro atomique plus élevé de I’or, ce qui rend les NP-pA bien
visibles.

Immobilisation

Activation covalente de NP-pA

NHS/EDC S;;@‘:‘,ﬁ PA E PA
P aN on B PA

Figure V-31. Schéma des différ entes étapes de la biofonctionnalisation de |’ extrémité d'un MWCNT.

a) Activation des acides carboxyliques terminaux

Un procédé de fonctionnalisation spécifique de |'extrémité du nanotube a été
développé au sein des Laboratoires (CBMN et ISM) dans ce but (dépbt de brevet en cours).
L’ activation des fonctions acide carboxylique est réalisée avec une solution aqueuse de
NHS/EDC dans un tampon MES a 0,3M.

183



Chapitre V: Fixation de nanotubes multiparois sur une pointe AFM et
biofonctionnalisation

Une fois I’ éape d’ activation effectuée, pour éviter une hydrolyse de |’ ester activé, les
pointes AFM sont directement fonctionnalisées avec les NP-pA.

b) Immobilisation covalente des NP-pA sur [l'extrémité du
nanotube

Des NP-pA sont, ensuite, immobilisées sur le nanotube avec le méme procédé que
celui utilisé précédemment pour I’ activation.

Une fois la manipulation effectuée, la pointe est donc caractérisée au MEB afin de
voir si des NP-pA ont éé immobilisées. Lesimages MEB (Figure V-32) confirme la présence
du MWCNT qui arésisté a la manipulation. Cependant aucune NP-pA n’est observée sur le
nanotube en mode BSEI. Il n'y a donc pas de fonctionnalisation de I’ extrémité du MWCNT
avec lesNP-pA.

a) CREMEM X10,000  Tum

C) CREMEM o L

FigureV-32. ImagesMEB d'un MWCNT soudé sur une pointe AFM pour vérifier I'immobilisation de NP-pA (a)
pointe avant manipulation, b) pointe aprés manipulation, c) pointe apr és manipulation en mode BSEI).
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Une expérience similaire a été réalisee avec un SWCNT. L’ absence de NP-pA a aussi
été observée.

L’ hypothese que nous avions faite au départ, a savoir la présence de fonctions acide
carboxylique a I’ extrémité du MWCNT, n’est donc pas vérifiée. 1l est donc nécessaire de
réaliser une oxydation du nanotube afin de créer des fonctions COOH a I’ extrémité de celui-
ci. Toutefois, cette expérience met en évidence |’ absence d’ adhésion non-specifique des NP-
PA sur le nanotube.

2. Oxydation de l'extrémité du MWCNT

Pour créer des fonctions acide carboxylique a |’ extrémité du nanotube, I’ oxydation du
MWCNT & I’aide d'une solution d'acide sulfurique et nitrique (H.SOL/HNOs)' n'est pas
envisageable. En effet, le trempage des leviers et pointes AFM munies d’'un nanotube dans
cette solution n’est pas possible. Les pointes et leviers risqueraient d’ étre attaqués par |’ acide
et donc d’ étre détériorés. De plus, pour fonctionnaliser uniguement I’ extrémité du nanotube,
une oxydation sélective de celle-ci est préférable. C'est pourquoi, une oxydation du MWCNT
gréce a un apport local d’ oxygene, dirigé au plus prés de la pointe, au moment de sa rupture
lors de la soudure a été envisagée (Figure V-33). Ce flux d oxygéne localisé permet
I’ oxydation de |’ extrémité du nanotube au moment de sa rupture. Il est toutefois aussi possible
de créer des fonctions acide carboxylique a d’'autres endroits du nanotube ou des défauts
seraient présents.

Oxydation

V

O,

Figure V-33. Schéma de I'étape d'oxydation du nanotube.

Le procédeé utilisé pour la croissance des SWCNT au Laboratoire (CBMN) consiste a
les faire croitre directement sur la pointe. Il n'y a donc pas d’ étape de soudure. Il n’est donc
pas possible de réaliser I’ oxydation de I’ extrémité du SWCNT de la méme maniere que pour
les MWCNT. Comme cela aurait nécessité le développement d'une autre méthode

1 Jiang K., Schadler L.S., Siegel R.W., Zhang X., Zhang H., Terrones M. J. Mater. Chem. 2004, 14, 37-39.
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d’ oxydation plus difficile a mettre en cauvre, seuls les MWCNT seront utilisés pour le reste
des expériences de fonctionnalisation.

3. Validation de la création de fonctions acide carboxylique
et de la fonctionnalisation de I'apex du MWCNT

Afin de vérifier la réussite des étapes d oxydation de I’ extrémité du MWCNT lors de
la soudure et de fixation des NP-pA al’ extrémité du MWCNT, les mémes étapes d’ activation
et d’'immobilisation covalente que précédemment sont réalisees.

Les pointes AFM sont ensuite caractérisées au MEB pour mettre en évidence la
présence de NP-pA.

100kV  X8,000 Tum CREMEM SEI 10.0kV  X8,000 1um

g
g
2
&
2

CREMEM

c)

Figure V-34. Images MEB d'une pointe AFM munie d’un MWCNT fonctionnalisé avec une NP-pA (a) pointe avant
immobilisation, b) pointe aprésimmobilisation, ¢) zoom sur I’extrémité du MWCNT en mode BSEI.
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Sur les images MEB (Figure V-34), |’ observation apres immobilisation (b)) montre
gue le nanotube ne présente aucune différence notable par rapport & son aspect avant
immobilisation (a)). De plus, sur un zoom effectué en mode BSEI sur I’ extrémité du nanotube
(©)), une fonctionnalisation sélective de |’extrémité du nanotube avec une NP-pA est
observeée. Ces résultats ont été reproduits sur plusieurs pointes.

Pour conclure, I’ efficacité de la soudure avec flux d’ oxygéne, pour créer des fonctions
acide carboxylique, a éé mise en évidence. De plus, il a aussi éé démontré la possibilité
d une immobilisation covalente d une NP-pA, aprés une étape d activation préalable avec
NHSEDC, a I'extrémité du MWCNT. Aucune adhésion non specifique des NP-pA sur le
MWCNT n'a été établie lors de I’ absence de fonctions acide carboxylique a |’ extrémité du
nanotube.

4. Biotinylation de I'extrémité du nanotube

Dans le but de faire des expériences de DFS sur le couple biotine/streptavidine,
I’extrémité d'un MWCNT est fonctionnalisee avec une biotine par I'intermédiaire d’un
espaceur PEG terminé par une fonction NH, (Figure V-35). Comme précédemment, une étape
d’activation préaable des fonctions acide carboxylique par une solution de NHS/EDC est
nécessaire.

v immobilisation
activation
—_—

covalente
NHS/EDC NH,-PEGq;-Biotine

HN

ZT

o
HN

FigureV-35. Schéma del'immobilisation de la biotine a I'extrémité d'un MWCNT.
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Celle-ci est réalisée a |’aide du méme procédé que celui utilise précédemment (cf. p.
183). Les pointes AFM sont ensuite directement fonctionnalisées avec I’ espaceur NH,-PEG;-
Biotine afin d’ éviter une hydrolyse de I’ ester active.

L’immobilisation d’une biotine a I’extrémité du MWCNT est réalisé a I'aide d’'un
espaceur NHo-PEG;;-Biotine (fournisseur : Thermo Scientific Pierce). Celui-ci est mis en
solution dans du tampon MES 20,1 M gjusté a pH 5,5 avec une solution de NaOH (0,5 M).
La concentration en espaceur dans cette solution est de Cespacerr = 2 Hg/mL. L’ immobilisation
de labiotine est réalisée selon le méme procédé que précédemment.

Pour les expériences de DFS, cette fonctionnalisation sera aussi effectuée sur des
nanotubes soudés sur des pointes AFM a constantes de raideur plus faibles que les FMR ou
NCL utilisées précédemment (k < 0,1 N/m contre 0,5 < k < 9,5 N/m pour lesFMR et 21 <k <
98 N/m pour les NCL). En effet, plus la constante de raideur est faible, meilleure sera la
sensibilité pour les expériences de DFS.

La fonctionnalisation du nanotube avec la biotine sera démontrée ultérieurement par
la mesure d’ interactions spécifiques lors des expériences de DFS.

E. Conclusion

Dans ce chapitre, nous avons tout d’ abord montré qu’il était possible de faire croitre
des MWCNT par CCVD sur un fil de Pt/Ir al’aide d'un catalyseur a base d’'ions Fe(l11) et
d ethylene comme source de carbone. En effet, I’observation du fil au MEB apres la
croissance permet d’ observer un tapis de MWCNT recouvrant lefil.

Ensuite, nous avons établi |a possibilité de souder ces MWCNT sur des pointes AFM
par la fusion locale d’un fin film de nickel recouvrant les pointes. L’ apport d un flux
d’ oxygene proche de la pointe au moment de la soudure permet I’ oxydation de I’ extrémité du
nanotube et |a création des fonctions acide carboxylique.

Ces pointes AFM munies d’un nanotube ont été utilisées pour caractériser les
différentes SAMs-urée (SAM-urée-CH3 100%, SAM-urée-NO, 30%, SAM-urée-NO, 100%).
Il a éé mis en évidence qu’' avec une méme pointe des interactions plus importantes étaient
observées entre la pointe et la SAM lorsgue la proportion du composé 4 (agent de couplage
terminé CHs) éait plus importante. || a aussi été révélé que des forces attractives plus
importantes étaient observées entre la pointe et la SAM lorsgue la pointe AFM utilisée était
munie d' un nanotube terminé par des fonctions acide carboxylique.
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La possibilité de réaliser des images de qualité comparable avec un MWCNT et avec
une pointe AFM a été montrée. De plus, |es premiéres bases de I’ étude du glissement aléatoire
des MWCNT sur les SAMs ont éé développées. Ces deux derniers résultats sont issus
d’ études préliminaires et nécessitent d’ étre confirmeés par d’ autres analyses. Pour finir, laplus
grande robustesse mécanique des pointes a nanotubes a été mise en évidence.

A I'aide d'un procédé origina de fonctionnalisation spécifique de I’extrémité du
nanotube, développé aux Laboratoires (CBMN et ISM), des NP-pA, ont été immobilisées de
facon covalente sur des MWCNT soudés sur une pointe AFM, apres activation préalable des
fonctions acide carboxylique, afin de prouver que I’ éape d’ oxydation avait crée des fonctions
acide carboxylique et qu'il était possible de fonctionnaliser de maniere sélective |’ apex des
MWCNT.

Pour finir, le méme procéde a été utilisé pour fonctionnaliser des MWCNT soudés sur
des pointes AFM, avec une biotine al’ aide d' un espaceur PEG terminé par une fonction NH,.
Comme le but est d’ effectuer des expériences de DFS sur le couple biotine/streptavidine et de
mesurer des interactions uniques, cette fonctionnalisation a été réalisée sur des pointes AFM a
faibles constantes de raideur (k < 0,1 N/m). En effet, plus faible est la constante de raideur,
meilleure serala sensibilité en DFS.
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Chapitre VI: Mesure d’interactions ligand-récepteur par Spectroscopie Dynamique de
Force (DFS)

Afin d'améiorer la clarté de ce chapitre, quelques rappels bibliographiques sur la
Spectroscopie Dynamiqgue de Force sont, tout d’ abord, effectués.

A. Rappel bibliographiques sur la Spectroscopie Dynamique
de Force (DFS)

La DFS est un des outils les plus prometteurs et les plus puissants pour I’ obtention
d’ informations sur les processus de reconnaissance hiologiques a I’échelle de la molécule
unique.’ En effet, elle permet de caractériser le paysage énergétique d’ une rupture entre deux
biomolécules (brins d’ ADN?, protéine-ions>®, protéine-protéine®), a I'aide d’un appareil
d AFM, avec une senshilité de I'ordre du piconewton, dans des conditions quasi-
physiologiques et sans aucun marquage (Figure VI1-1).

Pointe AFM

AV €= ,
%% Biomolécules
wl Bt K %
7 \“0 zw{ A}t
= 4 )2 “ -
N 3 J
s c‘_,"'oc""’c""(ﬂ-::g"‘_ v C‘-‘C‘-Dg‘-
Substrate

Figure VI-1. Schéma d'une expérience de DFS entre deux biomolécules.®

! Bizzarri A.R., Cannistraro S. Chem. Soc. Rev. 2010, 39, 734-749.

2 Jung Y.J., Hong B.J., Zhang W., Tendler S.J.B., Williams P.M., Allen S., Park JW. J. Am. Chem. Soc. 2007,
129, 9349-9355.

% Odorico M., Teulon JM., Bessou T., Vidaud C., Bellanger L., Chen S-w. W., Quéméneur E., Parrot P.,
Pellequer J-L. Biophys. J. 2007, 93, 645-654.

* Teulon J-M., Parot P., Odorico M., Pellequer J-L. Biophys. J. 2008, 95, L63-L65.

® Sulchek T.A., Friddle R., Noy R.W. Biophys. J. 2006, 90, 4686-4691.

193



Chapitre VI: Mesure d’interactions ligand-récepteur par Spectroscopie Dynamique de
Force (DFS)

1. Parametres importants

Bien que la DFS présente un fort potentiel pour I’ é&ude des interactions de complexes
biologiques, a I’ échelle de la molécule unique, certaines études révélent parfois des résultats
ambigus et controversés suivant les conditions expérimentales et les logiciels de
modélisations utilisés.®’ Cela a montré & quel point, il était important d apporter un grand
soin aux procédures expé&rimentales et d analyses pour éiminer tous les inconvénients et
artefacts qui pourraient remettre en cause le succes des mesures par DFS. Le contrdle de

certains parameétres est donc tres important afin d’ obtenir des résultats fiabl es.

a) Controle de 'immobilisation des biomolécules

L’ immobilisation des biomolécules sur un substrat est une étape critique dans tout type
de bio-détecteur comme I’a montré une étude récente sur |interaction avidine-biotine® Il est
également connu que |’ adsorption de protéines sur un support minéral peut provoquer une
dénaturation partielle ou totale de celles-ci, comme observé avec la protéine A.° De plus,
I’ orientation des objets biologiques déposés reste un probleme maeur. Par exemple, dans le
cas d'un immunotest, une réponse bien plus importante est observée si la protéine est
modifiée de maniére & avoir une orientation contrdlée.’® Des résultats similaires sont observés
lors de lafixation d anticorps sur un substrat plan.***?

Pour contréler I'immobilisation des biomolécules sur la pointe, des espaceurs sont
utilisés. Le plus souvent, il s agit de poly(éthyléne glycol) hétérobifonctionnels.®® Ceux-ci
présentent plusieurs avantages. Par exemple, en augmentant la distance entre la pointe et la
biomolécule, ils diminuent la distorsion et la dénaturation de cette derniere dues aux
interactions avec la surface.* En augmentant leur mobilité et en leurs donnant plus de liberté
d orientation, ils favorisent aussi la reconnaissance entre les deux biomolécules.

® Dudko O.K., Filippov A.E., Klafter J., Urbakh M. Proc. Natl. Acad. Sci. 2003, 100, 11378-11381.

"Rico F., Moy V.T. J. Mol. Recognit. 2007, 20, 495-501.

& Teulon JM., Delcuze Y., Odorico M., Chen S-w. W., Parot P., Pellequer J-L. J. Mol. Recognit. 2011, 24, 490-
502.

® Coen M.C., Lehmann R., Groning P., Bielmann M., Galli C., Schalpbach L. J. Colloid Interf. Sci. 2001, 233,
180-189.

©FengB., Luo Y., GeF.,Wang L., Huang L., Dai Y. Surf. Interface Anal. 2011, 43, 1304-1310.

" FarrisL.R., McDonald M.J. Anal. Bioanal. Chem 2011, 401, 2821-2829.

12 Johnson J.C., Nettikadan S.R., Vengasandra S.G., Henderson E. J. Biochem. Bioph. Meth. 2004, 59, 167-180.
3 Haselgribler T., Amerstorfer A., Schindler H. ,Gruber H.J. Bioconjugate Chem. 1995, 6, 242-248.

14 Bonanni B., Bizzaeei R., Cannistraro S. J. Phys. Chem. B 2006, 110, 14574-14580.
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Le nombre de sites de fixation sur la biomolécule a aussi une grande importance. En
effet, pour un couple antigéne-anticorps, la probabilité d’ observer une interaction est plus
importante si I’antigéne porte plusieurs épitopes.™ Par contre, avec des systémes ne portant
gu’un seul épitope, les interactions uniques anticorps-antigene observées seront plus fortes et
plus facilement visibles.

De maniére a favoriser les interactions uniques, il est aussi préférable d’ avoir un faible
taux d'immobilisation de biomolécules sur le substrat. Pour cela, des SAMs mixtes sont
souvent utilisées. Celles-ci sont composées d’ une molécule présentant une extremité inerte
aux biomolécules (un chainon PEG terminé OMe par exemple) et |’ autre molécule possede
une extrémité spécifique de la biomolécule a fixer.® Une autre technique peut étre la saturation
d’ une partie des molécules déposées (soit sur la pointe, soit sur le substrat) en goutant le
ligand correspondant dans |e tampon dans lequel sont réalisées les mesures d’interactions.”

b) Elimination des événements non-spécifiques

Lors d’ une expérience de DFS, il est important au moment de I’ anal yse des courbes de
forces obtenues d' éiminer au maximum les ruptures liées a des interactions non-spécifiques
pour ne pasinclure de faux positifs.

> Allen S, Davies J., Davies M.C., Dawkes A.C., Roberts C.J., Tendler S.J.B., Williams P.M. Biochem. J. 1999,
341, 173-178.
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Figure VI-2. Différents types de cour bes de for ces pouvant étre obtenuslors d'une expérience de DFS.!

Comme observé sur la Figure VI-2, deux types d’ évenements non désirés peuvent étre
observes:

- la biomolécule immobilisée sur la pointe ne rencontre rien a cause d une mauvaise
orientation de celle immobilisée sur le substrat (a), aucune interaction n’est donc
observeée,

- des contacts ont lieu entre la pointe et le substrat (b), une interaction apparait mais
aucune variation de la pente n’ est présente lors du retrait de la pointe.

Ces courbes sont différentes de celles correspondant aux interactions spécifiques (c).
Sur celles-ci, un changement de la pente de la courbe enregistrée lors du retrait de la pointe
est constaté, da a la brusgque rupture des interactions entre les deux biomolécules. |l peut aussi
étre noté :
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- lalongueur | correspond alalongueur de rupture de I’ interaction (environ la longueur
de |’ espaceur compléement étendu)™®,

- la hauteur correspond a la variation de force AF nécessaire a la rupture de
I"interaction.

c) Modéle utilisé pour I'analyse des courbes de forces

En généra le modéle de Bell-Evans est utilisé pour analyser les courbes obtenues.
Cdui-ci indique que la dissociation de deux réactants peut étre décrite par la théorie de I’ état
de transition*”*®, et permet, en utilisant une rampe de force linéaire (F(t) = rt) ol r représente
la vitesse de charge constante, de déduire la force F* la plus probable capable de provoquer
une rupture gréce al’ égquation suivante :

kgT .Y

F* = n
14 ko kaT

ou kg est la constante de Boltzman, T la température, yla largeur de la barriére de transition
énergétique, ko 1a constante cinétique de dissociation, et r. la vitesse de charge effective.®

Bien que ce modele se soit montré parfaitement adapté pour I’ éude de nombreux
systemes, dans certains cas il donne des résultats contradictoires et nécessite donc quelques
adaptations.® Jarzynski a par exemple développé un nouveau modéle qui permet une
évaluation directe de la différence d' énergie libre.’® Celui-ci est décrit par I'identité de
Jarzynski suivante :

T = j p(WeF aw,

ol W, = [ FdA est |e travail mécanique effectué le long du chemin A et p(W,) la distribution
de travail. Ce modéle a récemment été utilisé pour |I'étude des interactions entre deux
protéines synaptiques syntaxine 1A et synaptobrevine 2.%°

16 Baumgartner W., Hinterdorfer P., Ness W., Raab A., Vestweber D., Schindler H., Drenckhahn D. Proc. Natl.
Acad. Sci. 2000, 97, 4005-4010.

7 Bell G.I. Science 1978, 200, 618-627.

18 Evans E., Ritchie K. Biophys. J. 1997, 72, 1541-1555.

19 Jarzynski C. Phys. Rev. Lett. 1997, 78, 2690-2693.

2 juW., Montana V., Parpura V., Mohideen U. Biophys. J. 2008, 95, 419-425.
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2. Application au systeme modele biotine-avidine

Le complexe biotine-avidine est un des plus utilisés comme modéle pour |’ étude
d interactions entre deux biomolécules. En effet ce complexe, en plus d étre une des plus
importantes interactions non-covalentes connues (Kp =10 mol.L™), est extrémement stable
sur une large plage de température (jusqu'a plus de 110°C*Y) et de pH (de 2 a 13,7%).
Cependant malgré, un grand nombre d’ études par beaucoup d’équipes différentes, avec des
montages expé&imentaux différents, il y a un mangque de consensus sur la caractérisation du
paysage énergétique de la rupture de ce complexe. Teulon et al. ont tenté de re-caractériser
celui-ci en prenant en compte la présence de plusieurs interactions en paralée® En effet,
I"avidine comportant quatre sites de fixation, suivant les conditions expérimentales utilisées
plusieurs biotines peuvent interagir avec une méme avidine.

En utilisant le modéle de Bell-Evans, ils ont montré gque les résultats de certaines
équipes correspondaient plus aux résultats obtenus avec des interactions simples dans leur
étude (courbe bleue, Figure VI-3), alors que d’ autres correspondent a des interactions doubles
(courbe verte, Figure VI-3), des interactions triples (courbe orange, Figure VI-3) ou
guadruples (courbe rouge, Figure V1-3).

10004 AVIDINE-BIOTINE
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FigureVI-3. Graphique représentant les for ces de rupture en fonction du logarithme de |a vitesse de char ge effective.®

! Gonzélez M., Argarafia C.E., Fidelio G.D. Biomol. Eng. 1999, 16, 67-72.
% Donovan JW., Ross K.D. Biochemistry 1973, 12, 512-517.
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Ces différences peuvent étre expliguées par les conditions expérimentales utilisees. En
particulier, les procédés d'immobilisation comme par exemple, la fixation de I’ avidine sur le
substrat, via des espaceurs PEG-biotine blogue au moins trois des quatre sites de fixation®
((a), Figure V1-4), favorisant la présence d’ une seule interaction. Par contre, |e procédé utilisé
par Teulon et al.® ou I’avidine est immobilisée sur le substrat par la création d’ une liaison
amide entre I’ acide 11-mercaptoundécanoique et les fonctions NH, de I’avidine ((b), Figure
VI-4) permet d'avoir toutes les interactions possibles de la simple a la quadruple.
L’immobilisation de I'avidine sur la pointe AFM (via I'utilisation de I’APTES et du
glutaraldéhyde) et de la biotine sur le substrat (avec la méme méthode) ((c), Figure V1-4),
permet aussi d’avoir tous les types d’interactions possibles.?*

%EG Biotine %G Biotine

attachement covalent

r@—s’% e alas e

() \ / '
N

Glutaraldéhyde — s Avidine

e \erre
I_,.r_._é._._ == =3 4% BSA

FigureVI-4. Schéma des différents procédés d’immobilisation utilisés pour la mesure desinter actions avidine-
biotine.®

® Biotine

B. Mesure des interactions Biotine-Avidine

Dans ce chapitre, des expériences de DFS sont effectuées, a I'aide dun AFM
Dimension 3100 (Bruker AXS), avec les pointes AFM, munies d un MWCNT fonctionnalise
précédemment avec la biotine (Figure V1-5). Celles-ci sont réalisées avec un double objectif.
Dans un premier temps, il s agit de mettre en évidence la présence de biotine a I’ extrémité du

» Moy V.T., Florin E.L., Gaub H.E. Science 1994, 266, 257-259.
 de Odrowaz Piramowicz M., Czuba P., Targosz M., Burda K., Szymonski M Acta Biochim. Pol. 2006, 53, 93-
100.
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nanotube. Le second objectif, quant a lui, est de mesurer des interactions entre la biotine fixée
sur le nanotube et de I’ avidine immobilisée sur une surface de verre.

N

Nanotube — 5 22

Pointe AFM

ZT

Interaction Q- A !
avidine- blotlne

@ éee

NH; NH; NH
o= o~\ o—; O { o~\ O:‘ o: o:
Glutaraldéhyde /
o= o=~ O—f: o= o=~ o= o— o= o=

NH /NH NH NH NH NH NH NH NH

APTES

lame de verre

Figure VI-5. Schéma de principe de I’ expérience de DFS pour mesurer I'inter action avidine-bictine.

1. Types de pointes utilisées

Des pointes AFM de différentes raideurs (rigides (NCL), semi-rigides (FMR) et
souples (CSC17)) ont été testées lors des expériences de DFS, dans le but de vérifier la
biofonctionnalisation du nanotube de carbone fixé sur celles-ci. Le résumé de leurs
caractéristiques (fréquence de résonance du levier fo, facteur de qualité Q (rapport entre la
fréquence de résonance f, et la bande passante Af (largeur de la courbe de résonance)) et
raideur du levier k) est donné dans le Tableau VI-1.
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Typedepointe| fo (Hz) | Q [k (nN/nm)

NCL 155683520 11,19°

FMR 62752 | 136| 0,505°

CSC17-1 11831 | 65| 0,18°

CSC17-2 13167 | 63| 0,18°

Tableau VI-1. Li ste des pointes AFM muniesd’un MWCNT fonctionnalisé avec de la biotine (a: valeur expérimentale
déterminéeal’air ; b : valeur nominale fournisseur).

La mesure de la constante de raideur du levier k des pointes AFM munies d un
nanotube, en milieu liquide, est tres difficile. En effet, le spectre du bruit thermique est en
général de mauvaise qualité et ne permet pas de déterminer celle-ci. Pour le moment, aucune
étude n’ a été entreprise pour comprendre ce phénomeéne. Les valeurs données dans le Tableau
VI-1, déterminées a I'air ou données par le fournisseur, sont utilisées pour |I'analyse des
mesures de force.

2. Mise en évidence de la présence de la biotine

Avant de vérifier la présence de biotine a |’ extrémité du nanotube, il est nécessaire de
vérifier la présence et |’ accessibilité des avidines immobilisées sur la surface de verre. Cela
est fait a I’aide d' une pointe AFM recouverte d'or (NPG de Veeco, k = 0,06-0,32 N/m)
fonctionnalisée avec de labiotine (Figure V1-6 a)).?
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Figure VI-6. Schéma de la pointe utilisée pour vérifier la présence d’avidines sur le substrat (a) et exemple de courbes
d'approche-retrait obtenues en milieu liquide (b).
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Sur les courbes d approche-retrait effectuées (Figure VI-6 b)), un événement de
rupture est observé. Celui-ci est caractérisé par un saut de la déflexion du levier lors du retrait
de la pointe (courbe rouge) di a la rupture de I’ interaction avidine-biotine. Cela montre donc
la présence d’ avidines immobilisées sur la surface de verre et accessibles pour une biotine.

Des courbes d approche-retrait sont donc, ensuite, réalisées entre les pointes AFM
munies d'un MWCNT fonctionnalisé avec la biotine et le méme substrat recouvert d’ avidine,
en milieu liquide (tampon PBS), pour veérifier la présence de biotine a I’extrémité du
nanotube.

Pour les trois premiéres pointes du Tableau VI-1 (NCL, FMR et CSC17-1) aucune
interaction n'est constatée lors des courbes d approche-retrait (aucun saut de déflexion
observé) (Figure VI-7). Cette absence d'interactions peut étre expliquée par |’ absence de
biotine al’ extrémité du nanotube.

8

Deflaction Error (nrm)

a a0 100 150 200
Z (nm)

Figure VI-7. Exemple de courbes d'approche-retrait enregistrées en |'absence d’inter actions avidine-biotine.

Par contre, pour la derniére pointe (CSC17-2), des événements de rupture significatifs
sont observés lors des courbes d’ approche-retrait (Figure VI-8 a)), montrant la présence de
biotine a I'extrémité du nanotube. La superposition d'une série de CAR, obtenues en
différents points de la surface et avec la méme vitesse de retrait de la pointe, est représentée
en Figure VI-8 b)) (sur celles-ci c'est laforce qui est représentée étant reliée ala déflexion x
du levier par larelation F = kx). Elles ont éé normalisées et I’ origine (point (0,0)) indique le
point de contact entre la biotine et une avidine immobilisée sur la surface. Lalongueur | de la
separation indique la distance parcourue lors du retrait jusqu’ a la rupture finale.
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Figure VI-8. Exemple de cour be d’approche-retrait obtenue pour la mesure d'uneinteraction entre une pointe AFM
munie d’'un MWCNT fonctionnalisé avec dela biotine et un substrat modifié par del’avidine (a) et superposition des
cour bes obtenues en différents points de la surface a méme vitesse deretrait (b).

Une hétérogénéité des courbes est remarquée. Celle-ci met en évidence une interaction
plus complexe qu’ attendue, notamment dans la distribution des distances de séparation. En
raison de lataille de I’ espaceur utilisé pour fixer la biotine sur le nanotube (environ 5 nm) et
de celle de I'avidine et des molécules servant a la fixer sur la lame de verre (environ 5 nm)
(Figure V1-5), un pic de distribution des distances de séparation devrait étre attendu vers une
dizaine de nanométres. Cependant, sur certaines courbes, une distance plus importante est
constatée. Plusieurs facteurs peuvent I’expliquer. En effet, il est, par exemple, possible de
considérer un certain étirement des espaceurs ou de I’avidine. Une flexibilité du nanotube
peut aussi provoquer cette variation dans les distances de ruptures moyennes.
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3. Mesure d’interactions du couple avidine-biotine

De maniére a avoir plusieurs points pour pouvoir tracer I’ évolution de F* en fonction
de In(re), des mesures d'interactions sont faites, avec notre pointe AFM a nanotube
fonctionnalisé biotine, a différentes vitesses de charge. Les forces les plus probables de
rupture sont déterminées gréce a I'éaboration d histogrammes de distribution & chaque
vitesse (Figure VI-9). Un fit Gaussien appliqué sur chacune des distributions permet de
déduire, a son maximum, les valeurs de rupture les plus probables (F*).
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Figure VI-9. Exemplesde distribution d’événements de ruptures entre une biotine immobilisée sur le MWCNT fixé
sur la pointe AFM et I'avidine immobilisée sur unelame deverre.

Sur les histogrammes de distribution (Figure V1-9), la présence de deux populations
est notée (une premiere représentée en rouge et I’autre représentée en bleue). Cela laisse
envisager deux types d'interactions différentes. Le nombre d'interactions pour chague
population varie selon la vitesse de charge. Par exemple, afaible vitesse (In(re) = 5), il n'y a
pratiguement aucune interaction pour la population bleue. Certaines interactions sont donc
plus fréquemment observées a certaines vitesses de charge.

La représentation de nos résultats selon le modéle de Bell-Evans: F* = f(In(rg)),
permet d' obtenir deux droites interpolées quasiment paraléles (Figure VI-10). Celles-ci
indiquent la présence de deux événements de rupture simultanés suggeérant la présence de
deux biotines sur e nanotube de carbone.
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Figure VI-10. Droites de régression obtenues, par le modéle de Bell-Evans, sur les événements deruptureentrela
biotineimmobilisée al’extrémité du nanotube de car bone et I’ avidine fixée sur une surface deverre (r2= 0,96 pour la
courberouge et r2= 0,91 pour la courbe bleue).

D’autre part, le modele de Bell-Evans permet aussi de déterminer la largeur de la
barriére de transition avant la rupture y et la constante cinétique de dissociation K. Des
études précédentes’ semblent montrer |’ existence de deux barriéres de transition pour la
rupture de I'interaction avidine-biotine (une interne et une externe). L’ externe, la derniére
franchie et donc plus élevée en hauteur, est la plus facilement observable. Cependant, en DFS,
il est aussi possible de mesurer la barriere interne, a haute vitesse de charge. En effet, cette
technique a pour effet de réduire la taille de la barriere externe. La rupture s effectue donc
apres passage de la barriere interne. Toutefois, sur la Figure VI-10, une seule pente est notée
pour les droites obtenues. Une seule barriere, | externe, est donc caractérisée. Les valeurs de
la barriére de transition avant rupture y sont donc respectivement de 1,8 A et 1,4 A pour les
droites rouge et bleue. La constante cinétique de dissociation extrapolée kq est, quant a elle,
respectivement de 0,4 s* et 0,03 s* pour les droites rouge et bleue. Ces valeurs sont
complétement en accord, avec celles précédemment publiées lors d’ une éude de DFS ou la
biotine éait immobilisée sur une pointe AFM normale recouverte d’or (Figure VI-6).2
L’ utilisation de vitesses de charge trop faibles, ou la flexibilité du MWCNT nous empéchant
d aler plus vite, peuvent expliquer la non-observation de la barriere interne, méme a hautes
vitesses de charge.

Les valeurs obtenues, avec la pointe a nanotube, ont é&é comparées a celles dga
publiées pour la biotine immobilisée sur des pointes AFM normales recouvertes d’ or (Figure
VI-11).2 La droite en noir représente la mesure d'interactions non spécifiques. Les auitres,
guant a elles, correspondent a des événements de rupture simples, doubles, triples et
guadruples (de bas en haut). La superposition de nos valeurs obtenues avec la pointe a
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nanotube avec les valeurs obtenues avec une pointe hormale, montre qu’avec une grande
vitesse de charge (In(re)>8), il existe un trés bon accord entre les résultats. Les valeurs se
superposent clairement aux droites correspondant a des évenements de rupture simples et
doubles. En revanche, a des vitesses de charge plus réduites, il y a une |égére déviation. Celle-
ci peut étre expliguée par le faible nombre de courbes d’ approche-retrait obtenues par rapport
aux résultats précédemment publiés sur les pointes AFM normales recouvertes d or. En effet,
disposer d'un grand nombre de courbes permet d avoir un histogramme de distribution et
donc un fit Gaussien plus précis pour conduire a des valeurs de forces F* plus précises.
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FigureVI-11. Comparatif des valeursde forces F* obtenues avec la pointe a nanotube et celles obtenues avec les
pointes AFM normalesrecouvertesd’or.
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C. Conclusion

Lors de cette étude, dans un premier temps, il a éé démontré qu'il était possible de
réaliser des expériences de Spectroscopie Dynamique de Force avec une pointe a nanotube,
méme si quelques difficultés (détermination difficile de la constante de raideur en milieu
liquide, hétérogénéité des mesures), probablement liées a la flexibilité des nanotubes, ont été
rencontrées. Dans un deuxieme temps, I'immobilisation de la biotine a I'extrémité du
nanotube a été mise en évidence. En effet, des interactions ont été mesurées avec des avidines
immobilisées sur une surface de verre.

La comparaison de nos résultats obtenus avec une pointe a nanotube avec ceux
précédemment publiés pour I'immobilisation de la biotine sur des pointes AFM normales
recouvertes d'or a montré que les interactions que nous observions correspondaient a des
évenements de rupture simples et doubles. Cela suggére la présence de deux biotines a
I’ extrémité du nanotube.

Dans le but de favoriser la mesure d’ événements de rupture simples, plusieurs pistes
pourraient étre envisagées. Une diminution de la concentration de la solution utilisée pour
I'immobilisation de la biotine a I'extrémité du nanotube pourrait, par exemple, étre
considérée. En effet, cela permettrait de diminuer le risque d'immobiliser plusieurs biotines
sur le nanotube.
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Conclusion générale

Cetravail de recherche avait pour objectifs:

- I"'immobilisation de biomolécules, sans dégrader |eurs propriétés biologiques, sur des SAMs
fonctionnalisées ; ceci nécessitant |e développement de nouveaux agents de couplage pour la
modification de surfaces,

- I'élaboration de pointes AFM modifiées avec des nanotubes de carbone fonctionnaliseés,

- lamesure d'interactions ligands/protéines par Spectroscopie Dynamique de Force al'échelle
de lamolécule unique.

Afin de lier de facon covalente, sans dénaturation, des entités biologiques sur une
surface a base de silicium, nous avons synthétisé des agents de couplage siliciés fonctionnels
comportant un groupement urée permettant |’ auto-assemblage par liaisons hydrogéne. Ains,
des Self-Assembled Monolayers, SAMs-urée-COOH 100%, ont été préparées al’ISM, apres
déprotection sous UV, par clivage d'un ester photolabile. Dans le but de faire varier la
distribution des fonctionnalités de surface, des SAMs mixtes (30 %, 10 %) ont été aussi
obtenues. Toutes les étapes de modification chimique de surface ont été suivies par PM-
IRRAS. La Microscopie Atomique de Force (AFM) a montré une bonne homogénéité des
couches ainsi qu'unetres faible rugosité (Rms d environ 0,3 et 0,5 nm). Dans le but de limiter
I’adhésion non spécifique, des SAMs composees d’un organosilane comportant un chainon
PEG, ont aussi été préparées. Toutefois, lors de I'immobilisation covalente de NP-pA, celles-
ci se concentrent en flots. L’ utilisation de nanoparticules NP-PEG-NH, sur les SAMs-urée
(100% et mixtes) a permis d établir une diminution du nombre de sites de fixation dans les
SAMs mixtes. De plus, nous avons observe une structure en « ilots », constitués de la chaine
réactive.

Enfin, nous avons mis en évidence l'intéré des SAMs urée COOH 100% comme
substrat de choix pour I’'immobilisation d objets biologiques. Une étude par AFM a montré
que le virus de la mosaique du tabac (TMV) pouvait étre lié de fagon covaente, sans
déformation, sur ces SAMs contrairement au virus physisorbé sur mica.

Nous avons fixé, au CBMN, des nanotubes de carbone multi-parois (MWCNTS) sur
des pointes AFM. Les MWCNTSs sont synthétisés par CCVD sur un fil métallique puis soudés
individuellement sur la pointe, par fusion locale d’'un film fin de nickel, sous microscopie
optique.

La biofonctionnalisation des CNTs, consiste a générer des fonctions acide a
I’extrémité du nanotube, par simple oxydation sous courant d’oxygéne, au moment de la
soudure.
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Les pointesCNTs ains modifiées, sont biofonctionnalisées uniquement a leur
extrémité selon un protocole origina mis au point par le CBMN et I'ISM. Cette étape
nécessite I'activation des fonctions COOH présentes a l'extrémité du nanotube, puis la
réaction de |'ester activé avec les fonctions NH, d'une biomolécule. Ce procédé a été valide
par I'immobilisation covaente, séective, de nanoparticules/protéine A (NP-pA), sur
I’ extrémité du CNT, puis appliqué al'immobilisation de la biotine.

Les premiéeres analyses de la réponse mécanique des sondes a nanotube sur les SAMs
ont montré plus de stabilité des réponses lorsque I’ extrémité du nanotube n’est pas oxydeé. la
sensibilité des sondes a MWCNT aux différents groupements fonctionnels nécessite des
études plus amples, notamment concernant la possibilité de distinguer des domaines dans les
SAMs mixtes Nous avons mis en évidence un comportement original de glissement d’'un
nanotube sur les SAMs, sur des longueurs de quelques 5 a 30 nm. Lorsgu’il n'y a pas de
glissement, les images obtenues avec un MWCNT sont comparables a celles enregistrées avec
des pointes, avec larobustesse des nanotubes en plus.

Les interactions ligand/récepteur, type avidine/biotine, ont été étudiées par
spectroscopie dynamique de force (DFS). Une comparaison de ces résultats avec d’autres
publiés précédemment sur des pointes AFM recouvertes d’ or semble suggérer la présence de
deux biotines al’ extrémité du MWCNT.

Plusieurs pistes pourraient étre envisagées pour poursuivre ce travail. L’ utilisation de
SAMs mixtes pour immobiliser I’avidine pour les expériences de DFS. En effet, une plus
grande distance entre deux biomolécules favoriserait I'observation d'interactions uniques
lorsgu’ une seule biotine est immobilisée sur le MWCNT.

Pour fonctionnaliser le nanotube avec une seule biotine, plusieurs voies peuvent étre
envisagées. Par exemple, une diminution de la concentration de la solution de biotine utilisée
peut étre considérée. L’ utilisation de MWCNT plus fins (soudure sous MEB au lieu de sous
microscopie optique) ou de SWCNT pourrait aussi étre examinée. Des linkers de différentes
natures et longueurs pourraient aussi étre testés.

Enfin, I’éude, par DFS, des interactions d autres modéles de biomol écules pourraient
étre envisageées.
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Partie expérimentale

1) Solvantset réactifs

Les différents produits commerciaux utilisés ont été achetés, pour la plupart, chez
Sigma-Aldrich, Alfa Aesar et Fischer Acros. Ceux-ci ont été utilisés sans purification
préalable. Le dichlorométhane anhydre nécessaire pour certaines réactions a été séché sur un
agent déshydratant (CaH>) et distillé sous atmosphere d’ azote. Toutes les manipulations sous
atmosphere inerte ont éte réalisees sous argon al’ aide d’ une rampe avide.

2) Appareillages

¢ Résonance magnétique nucléaire:

Les différents spectres RMN (*H, °C, *°Si) ont été enregistrés sur les appareils
suivants :

= Spectrométre Brucker DPX 200 FT (*H : 200, *3C : 50 MHz)
= Spectrométre Avance 300 FT (*H : 300, °C : 75, ®°Si : 59 MHz)
= Spectrométre Brucker DPX 400 FT (*H : 400, *3C : 100 MHz)

Les déplacements chimiques (6) sont exprimés en partie par million (ppm) et sont
calibrés sur les signaux des solvants deutérés.

%+ Spectroscopieinfrarouge:

Les spectres FT-IR ont été enregistrés sur un spectrometre PerkinElmer Spectrum 100
soit avec des pastilles KBr, soit sur cristal ATR. Les nombre d onde sont exprimés en cm™.

Les spectres infrarouge en mode PM-IRRAS ont été enregistrés sur un spectrometre
NEXUS 670 (Thermo Optek) ayant une résolution de 4 cm™. Tous les spectres sont
enregistrés sous une atmosphére d'air sec apres 30 min d’'incubation dans la chambre. Une
moyenne est réalisée sur plusieurs blocs de 1500 scans (30 minutes d’ acquisition).
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Le faisceau infrarouge est dirigé vers un banc annexe a I’aide d’un miroir apres sa
sortie de I'interféromeétre. Ensuite il est focalisé sur I’ échantillon par une lentille en séléniure
de zinc (ZnSe) de grande focale 190 mm. Puis il passe par un polariseur en fluorure de
baryum (BaF,) et a travers un modulateur photo-élastique (PEM) en ZnSe. Pour finir, il est
réfléchi par I'échantillon avec un angle d’'incidence de 75° et focalisé par une deuxiéme
lentille en séléniure de zinc (ZnSe) de courte focale 40 mm sur un détecteur suffisamment
rapide de type MCT (tellure de mercure-cadmium).

*» Spectroscopie de masse :

L es spectres de masse ont été effectués par le CESAMO (Centre d'Etude Structurale et
d'Anayse des Molécules Organiques, Bordeaux) sur un spectrometre de masse QStar Elite
équipé d une source d’ionisation ESI.

s Analyse éémentaire:

Les analyses élémentaires des différents produits ont été réalisées par le Service
Central d' Analyse du CNRS a Villeurbanne.

% Microscopie a force atomique:

Les analyses AFM sur les wafers de silicium ont été réalisées sur trois appareils: un
Agilent 5500 a I'ISM et un MFP 3D™ Stand Alone AFM (Asylum Research) et un
Dimension FastScan (Bruker) au CBMN.

¢+ Microscopie électronique a balayage :

Les images MEB ont été enregistrées sur un microscope JSM 6700F (JEOL)
fonctionnant a 10 kV du CREMEM (Centre de Ressources en Microscopie Electronique et
Microanalyse). Les échantillons ont éé collés avec un scotch adapté sur un support et un
contact a été effectué au moyen de laque d’ argent.
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3) Synthése des composes or ganiques

a. Synthése de|’isocyanatodéec-1-éne (2)

C40 Formule : C11H1gNO (MM : 181,27 g/moal)
A

Rendement : 92%

Aspect : liquide tres visqueux blanc

A une solution d’ azoture de sodium (1,73 g, 26,6 mmol) dans du toluene anhydre (20
mL) refroidie a 0°C, est lentement gjouté le chlorure de 10-undécénoyle (2,69 g, 13,3 mmol)
(1) sous agitation et sous atmosphére inerte. Aprés 3 heures d' agitation a 25°C, 1 équivalent
supplémentaire d’'azoture de sodium est gouté. Le milieu réactionnel est maintenu sous
agitation a 25°C toute la nuit. La solution est ensuite canulée dans un ballon tricol contenant
200 mL de toluene anhydre a 75°C. Le milieu est laissé sous agitation a cette température
pendant 20 heures. Apres refroidissement a température ambiante la solution est filtrée sur
Cdite®. Puis le solvant est évaporé sous pression réduite. On obtient le produit avec un
rendement de 92% (2,229, 12,2 mmol).

RMN *H (300 MHz, CDCls, § ppm) : 5,87- 5,72 (m, 1H, CH,=CH-) ; 5,03 — 4,88 (m, 2H,
CHp=CH-) ; 3,27 (t, J = 6,7 Hz, 2H, -CH,-NCO) ; 2,04 (quint, 2H, CH,=CH-CHy-) ; 1,67 —
1,54 (M, 2H, -CHp-CH»>-NCO-) ; 1,45 — 1,23 (m, 10H, (-CHy-)s).

RMN 3C (75 MHz, CDCls, 5 ppm) : 139,24 (CH,=CH-) ; 114,33 (CH,=CH-) ; 43,13 (-CHo-
NCO) ; 33,89 (CH,=CH-CH,-) ; 31,44-26,65 (6 -CH,-).

IRTF (cm™®) : 2274 (vnco) ; 2856 (vs CHo) ; 2928 (vas CH).

Anayse éémentaire (%) : calculée. C 72.88 ; H 10.56 ; 0 8.83 ; N 7.73; trouvée. C 72.69 ; H
10.63;08.84; N 7.73.

b. Synthése du 6-[(déc-9-enyl)uré do]hexane (3)

i Formule : Cy7HN>O (MM : 282,46 g/mol)

Rendement : 75%

Aspect : poudre blanchétre
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A une solution d’hexylamine (0,28 g, 2,8 mmol) dans le dichlorométhane anhydre (45
mL) sous atmosphére inerte est gouté le composé (2) (0,5 g, 2,8 mmol). Aprés 16 heures
d agitation a température ambiante le solvant est évaporé. Le solide récupéré est ensuite
abondamment lavé sur verre fritté avec du pentane. Le produit attendu est alors obtenu avec
un rendement de 75% (0,60g, 2,1 mmal).

RMN *H (300 MHz, CDCls, § ppm) : 5,87 - 5,72 (m, 1H, CH,=CH-) : 5,02 - 4,88 (m, 2H,
CHp=CH-) ; 4,7 (t, J= 4,7 Hz, 2H, 2 -NH-) ; 3,17 - 3,08 (M, 4H, 2 -CHp-NH-CO-) ; 2,07 -
1,97 (m, 2H, CH,=CH-CH,-) ; 1,46 (quint, 4H, 2 -CHp-CH>-NH-) ; 1,27 (s, 16H, 8 -CH,-) ;
0,87 (t, 3H, -CHa).

RMN C (75 MHz, CDCls, 8 ppm) : 158,71 (COue) ; 139,28 (CH,=CH-) : 114,28
(CH,=CH-) ; 40,70 (2 -CH»>-NH-) ; 33,91 (CH,=CH-CH,-) ; 31,71- 22,72 (10 -CH,-) ; 14,16
(-CHy).

IRTF (cm™) : 1579 (Snm, ven) ; 1645 (vec) ; 1620 (Voo wee) ; 2856 (vs CHy) ; 2928 (vas CHy) ;
3338 (Vi)

Anayse éémentaire (%) : calculée. C 72,29 ; H 12,13 ; O 5,66 ; N 9,92 ; trouvée. C 72,09 ; H
12,46 ; O 5,96 ; N 9,70.

SMHR-TOF [M+Na]" : calculée 305,2563 ; trouvée 305,2569.

c. Synthése du composeé (4)

OMe

-
Si
MeO™

MeO

(0]
NXN/\/\/\
H H
Formule : CyoH44N20,4Si (404,66 g/moal)

Rendement : quantitatif

Comme les composés silylés ne sont pas tres stables dans le temps et gqu’ une hydrolyse
de la fonction silane peut avoir lieu, les réactions d’ hydrosilylation sont réalisées au dernier
moment avant |’ étape de silanisation.

Dans un schlenk de 10 mL séché sous vide, puis placé sous argon, on verse une
solution du composé (3) (14 mg, 0,05 mmol) dans le toluene anhydre (0,5 mL). On goute
ensuite le triméthoxysilane préalablement distillé (32 uL, 0,25 mmol) et le catalyseur de
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Karstedt (28 L, 1,25 pmol [Pt]). Le milieu réactionnel est agité pendant 3 heures a 65°C puis
refroidi a température ambiante. Le solvant et I’ exces de triméthoxysilane sont évaporés ala
rampe avide. Le composé (4) est obtenu avec un rendement quantitatif (cf. RMN *H).

RMN H (300 MHz, CDCls, § ppm) : 5,31 (s, 2H, 2 -NH-) ; 3,51 (s, 9H, -Si-(OCHa)s) ; 3,13 -
3,01 (M, 4H, 2 -CHpNH-CO-) ; 1,50 - 1,33 (m, 4H, 2 -CHp-CHo-NH-) ; 1,21 (s, 20H, 10 -
CH,-) : 0,82 (t, 3H, -CHs) ; 0,64 - 0,54 (M, 2H, -CH,-Si-).

RMN %3C (75 MHz, CDCls, 5 ppm) : 159,20 (COue) ; 50,46 (-Si-(OCHa)s) ; 40,44 (2 -CHo-
NH-) ; 33,17 - 26,73 (11 -CHy-) ; 22,65 (-CHp-CH,-Si-) ; 14,04 (-CHs) ; 9,18 (-CH-Si-).

RMN %°Sj (59 MHz, CDCls, 5 ppm): -41,31.

d. Synthése del’ acide 12-(tertbutoxycarbonylamino)dodécanoique (6)

Rendement : 86%

Hv\/\/\/v\i Formule : C17H33sNO,4 (MM : 315,45g/mol)
>y -
(¢]

Aspect : solide blanc

L’ acide aminododécanoique (5) (2 g, 9,3 mmol) est dissous dans un mélange de tert-
butanol et d’eau (3/1, 20 mL). Le pH est gjusté a 13-14 avec une solution de NaOH (1 N). Le
di-tert-butyl dicarbonate (2,84 g, 13 mmol) est gouté lentement a 0°C. Apres 16 heures
d agitation & 25°C, une solution de HCI a 10% est gjoutée lentement 4 0°C jusqu’apH 2. La
phase aqueuse est ensuite extraite 3 fois a |I'acétate d éhyle. Les phases organiques sont
ensuite réunies, séchées sur MgSO, et concentrées sous pression réduite. Le produit brut est
obtenu avec un rendement de 86% (2,529 ; 8 mmol)

RMN H (300 MHz, CDCl3, § ppm) : 4,57 (s, 1H, -NH-) : 3,06 (m, 2H, -CHp-NH-) ; 2,31 (t, J
= 7,5 Hz, 2H, -CH»CO-) ; 1,62 (quint, 2H, -CH-CH,-CO-) ; 1,42 (s, 9H, -C-(CHa)s) ; 1,25
(S, 16H, (-CHz-)g).

RMN %3C (75 MHz, CDCl5,  ppm) : 179,02 (COxice) ; 156,03 (COgqc) ; 78,92 (-Cgoc-) ; 40,53
(-CH2-NH-) ; 34,03 (-CH,-CO-) ; 29,92-28,33 (7 -CH,-) ; 28,22 (3 CHs) ; 26,61 (-CH»-CHy-
NH-) ; 24,64 (-CH,-CH»-CO-).

IRTF (cm™) : 1518 (8nn) ; 1686 (Veo Boo) ; 1700 (Vo dimere adide) | 1716 (Vo adice) | 2851 (Vs
CHz) ; 2873 (Vs CH3) ; 2917 (Vas CHz) ; 2977 (Vas CH3) ; 3368 (VNH)-
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Anayse élémentaire (%) : calculée. C 64,73 ; H 10,54 ; O 20,29 ; N 4,44 ; trouvée, C 64,45 ;
H 10,56 ; O 21,16 ; N 4,45.

SMHR-ESI [M+Na]" : calculée 338,2301 ; trouvée 338,2317.
e. Synthése du 12-(tert-butoxycarbonylamino)dodécanoate de 2-nitrobenzyle (7)

H b Formule : Cy4H3sN20s (MM : 450,57 g/mol)

XOXN/W( J@ Rendement : 80%

Aspect : huile jaune

A une solution d’acide 12-(tert-butoxycarbonylamino)dodécanoique (6) (2,33 g, 7,38
mmol) dans du dichlorométhane anhydre (20 mL) sous atmosphére inerte, sont gjoutés la 4-
diméthylaminopyridine (DMAP) (0,9 g, 7,38 mmol), I’alcool 2-nitrobenzylique (0,9 g, 5,9
mmol) et le dicyclohexylcarbodiimide (DCC) (1,52 g, 7,38 mmol). Au bout de 20h
d agitation a 25°C, la dicyclohexylurée (DCU) formeée est filtrée. La solution est ensuite lavée
avec de |’eau et la phase agueuse est extraite avec du CH,Cl,. Toutes les phases organiques
sont réunies, sechées sur MgSO, anhydre et concentrées sous pression réduite. Pour finir, le
produit brut est purifié par chromatographie sur colonne de gel de silice (CH,Cl,/Acétone :
98/2). Le compose (7) est obtenu avec un rendement de 80% (2,12 g, 4,71 mmol).

RMN *H (300 MHz, CDCls, § ppm) : 8,07 (d, J= 8,2Hz, 1H, Hp) ; 7,67 - 7,43 (m, 3H, He, He,
Ha) ; 549 (s, 2H, -CHo-Ar) ; 4,53 (s, 1H, -NH-) ; 3,08 (m, 2H, -CH>-NH-) ; 2,39 (t, J= 7,5
Hz, 2H, -CH»-CO-) ; 1,64 (quint, 2H, -CHp-CH,-CO-) ; 1,42 (s, 9H, -C-(CHa)s) ; 1,24 (s,
16H, (-CH2-)g).

RMN 3C (75 MHz, CDCls, & ppm) : 173,20 (COeger) ; 156,10 (COgoo) ; 147,78 (C,) ; 133,73
(Cq) : 132,39 (Cy) ; 129,19 ; 128,83 (Cc , Co) : 125,11 (Cb) ; 78,9 (-Caor”) ; 62,83 (-CHo-AT) ;
40,74 (-CHo-NH-) ; 34,25 (-CH,-CO-) ; 30,17 - 29,19 (7 -CH2-) ; 28,22 (-CHs) : 26,88 (-CH-
CH-NH) : 24,98 (-CH,-CH,-CO-).

IRTF (cm™) : 1337 (vs NOy) ; 1521 (8nw, ven) ; 1530 (vas NOy) ; 1688 (Veo Bod) | 1748 (Veo
eser) | 2852 (vs CHy) ; 2878 (vs CH3) ; 2919 (vas CHy) ; 2975 (vas CHs) ; 3372 (vivw).

Anayse élémentaire (%) : calculée. C 63,98 ; H 8,50 ; O 21,31 ; N 6,22 ; trouvée. C 64,25; H
8,56; O 19,87; N 6,21.

SMHR-ESI [M+Na]" : calculée 473,2622 ; trouvée 473,2627.
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f. Synthese du trifluoroacétate de 12-ammonium de dodécanoate de 2-nitrobenzyle

8
. o E‘ N Formule : Cr1H31N,OgF3 (MM . 464,48
M c Rendement : 80%

Aspect : poudre blanchéatre

A une solution de 12-(tert-butoxycarbonylamino)dodécanoate de 2-nitrobenzyle (7)
(1,14 g, 2,54 mmol) dans le dichlorométhane (60 mL) est gjouté de I’ acide trifluoroacétique
(2,26 mL, 30,48 mmol). Au bout de 4h d agitation a 25°C, le solvant est évaporé. L’ exces
d acide trifluoroacétique est éliminé par distillation azéotropique avec le toluene (30 mL). Le
produit est ensuite séché sous pression réduite pour éliminer le toluene résiduel. Le compose
(8) est obtenu avec un rendement de 97% (1,14g, 2,45 mmal).

RMN H (300 MHz, CDCls, & ppm) : 8,05 (d, J= 8,2 Hz, 1H, Hy) ; 7,89 (s, 3H, NH3z") ; 7,58 -
7,33 (M, 3H, He, He, Hg) ; 5,46 (S, 2H, -CHp-Ar) ; 2,88 (s, 2H, -CHp-NH35") ; 2,37 (t, = 7,5
Hz, 2H, -CH,-CO-) ; 1,61 (quint, 4H, -CHp-CHp-NHs5" ; -CH,-CH»-CO-) ; 1,24 (s, 14H, (-
CHy-)q).

RMN *3C (75 MHz, CDCls, § ppm) : 173,26 (COeer) ; 147,5 (CJ) ; 133,78 (Cy) ; 132,26 (C) ;
129,07 ; 128,79 (C, Co) ; 125,03 (Cp) ; 62,78 (-CH.-Ar) ; 39,94 (-CH,-NH3'™-) ; 34,15 (-CH,-
CO-) ; 29,40 - 28,98 (6 -CH,) ; 27,46 (-CH»-CH»>-NH5"), 26,33 (1 -CH,) ; 24,88 (-CH,-CH,-
CO-).

IRTF (cm™) : 1338 (vs NOy) ; 1529 (vas NOy) ; 1673 (vas CO2) ; 1744 (Voo esar) ; 2853 (Vs
CHy) ; 2922 (vas CHo).

Anayse élémentaire (%) : calculée. C54,30; H 6,73 ; N 6,03 ; trouvée. C 53,29 ; H 6,72 ; N
5,88.

SMHR-ESI [M-TFA] : calculée 351,2278 ; trouvée 351,2286.
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g. Synthése du 12-[(déc-9-ényl)uréido]dodécanoate de 2-nitrobenzyle (9)

Formule : C3oH49N305 (MM : 531,73 g/mol)

da

f v@ :

)L ot b

= N N/W( -
H H

° g

+%  Rendement : 92%

Aspect : poudre jaune

A une solution de sel de trifluoroacetate d ammonium (8) (0.34 g, 0.73 mmol) dans du
dichlorométhane anhydre (15 mL) sous atmosphere inerte, sont goutés la triéthylamine
anhydre (0.12 mL, 0.80 mmol) et le composé (2) (0.17 g, 0.95 mmol). Le mélange réactionnel
est agité pendant 16 heures atempérature ambiante. Le solvant est ensuite évaporé et le solide
obtenu lavé abondamment avec du pentane. |l est ensuite dissous dans du dichlorométhane et
lavé a I’eau puis séché sur MgSO, anhydre. Apres filtration et concentration sous pression
réduite le produit est obtenu avec un rendement de 92% (0.36g, 0.67 mmol).

RMN *H (300 MHz, CDCls, 3 ppm) : 8,09 (d, J = 8,2 Hz, 1H, Hy) ; 7,68 - 7,44 (m, 3H, He,
Hg, He) ; 587 - 5,71 (M, 1H, CH=CH-) ; 5,50 (s, 2H, -CHp-Ar) ; 5,03 - 4,88 (m, 2H,
CHp=CH-) ; 4,38 (t, J=5,4 Hz, 2H, 2 -NH-) ; 3,17 - 3,08 (M, 4H, 2 -CH,-NH-CO-) ; 2,40 (t, J
= 7,5 Hz, 2H, -CHo-CO-) ; 2,02 (m, 2H, CH,=CH-CH,-) ; 1,65 (quint, 2H, -CH,-CH»-CO-) ;
1,46 (quint, 4H, 2 -CHp-CH-NH-) ; 1,27 (S, 24H, 12 -CHo-).

RMN 3C (75 MHz, CDCls, § ppm) : 173,32 (COea) ; 158,44 (COu) ; 147,76 (Cy) ; 139,29
(CH,=CH-) ; 133,80 (Cy) ; 132,40 (Cy) ; 129,22 : 128,89 (C, Co) ; 125,18 (Cp) ; 114,29
(CH,=CH-) : 62,91 (-CHx-Ar) ; 40,77 (2 -CH,-NH-) ; 34,29 (-CH»-CO-) ; 33,91 (CH,=CH-
CHy-) ; 30,37 - 27,02 (14 -CHy-) ; 25,00 (-CH,-CH,-CO-).

IRTF (cm™) : 1332 (vs NOy) ; 1531 (vas NOy) ; 1570 (Sni, ven) ; 1615 (Voo wee) ; 1645 (Vo) ;
1734 (veoesar) ; 2850 (vs CH2) ; 2922 (vas CHy) ; 3335 (Vim)-

Anayse éémentaire (%) : calculée. C 67,76 ; H 9,29 ; O 15,04 ; N 7,90 ; trouvée. C 65,81 ; H
9,20;015,39; N 7,46.

SMHR-ESI [M+Na]" : calculée 554,3564 ; trouvée 554,3562.
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h. Synthése du composé (10a)

C‘I [e] e c
cl
>Si )k o b
Cl N N

H H a

Formule: C30H5OCI3N305Si (667,18 g/mol)

Rendement : quantitatif

Dans un schlenk de 10 mL séché sous vide, puis placé sous argon, on verse une
solution du composé (9) (26 mg, 0,05 mmol) dans le toluene anhydre (0,5 mL). On goute
ensuite le trichlorosilane préalablement distillé (80 pL, 0,8 mmol) et le catalyseur de Karstedt
(112 pL, 5 umol [Pt]). Le milieu réactionnel est agité pendant 3 heures a40°C et puis refroidi
a température ambiante. Le solvant et |’exces de trichlorosilane sont évaporés a la rampe a
vide. Le composé (10a) est obtenu avec un rendement quantitatif (cf. RMN *H).

RMN *H (300 MHz, CDCls, & ppm) : 8,08 (d, J = 8,2 Hz, 1H, Hy) : 7,67 - 7,44 (m, 3H, H,
Ha, He) ; 5,50 (s, 2H, -CHo-Ar) ; 4,41 (s, 2H, 2 -NH-) ; 3,56 (s, 9H, -Si-(OCH3)3) ; 3,16 - 3,08
(M, 4H, 2 -CHp-NH-CO-) ; 2,40 (t, J = 7,5 Hz, 2H, -CH,-CO-) ; 1,64 (m, 2H, -CH,-CH,-CO-
) 1,52 —1,41 (M, 4H, 2 -CH,-CH,-NH-) ; 1,25 (s, 28H, 14 -CH,-) ; 0,60 - 0,49 (m, 2H, -CHo-
Si-).

i. Synthése du composé (10b)
d
(‘)Me (e} e c
MeO\ ! c
oo™ ﬁkHW(O - b
o) O/N\o

Formule : C33HsoN30gSi (653,92 g/moal)

Rendement : quantitatif

Dans un schlenk de 10 mL séché sous vide, puis placé sous argon, on verse une
solution du composé (9) (26 mg, 0,05 mmol) dans le toluene anhydre (0,5 mL). On goute
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ensuite le triméthoxysilane préalablement distillé (32 uL, 0,25 mmol) et le catalyseur de
Karstedt (28 pL, 1,25 pumol [Pt]). Le milieu réactionnel est agité pendant 3 heures a 65°C et
puis refroidi a température ambiante. Le solvant et I’ excés de triméthoxysilane sont évaporés
alarampe avide. Le composé (10b) est obtenu avec un rendement quantitatif (cf. RMN *H).

RMN *H (300 MHz, CDCls, 5 ppm) : 8,08 (d, J = 8,2 Hz, 1H, Hy) ; 7,67 - 7,44 (m, 3H, He,
Hg, He) ; 5,50 (S, 2H, -CHp-Ar) ; 4,41 (s, 2H, 2 -NH-) ; 3,56 (S, 9H, -Si-(OCHag)3) ; 3,16 - 3,08
(M, 4H, 2 -CH,-NH-CO-) ; 2,40 (t, J = 7,5 Hz, 2H, -CH,-CO-) ; 1,64 (m, 2H, -CHp-CH,-CO-
) 1,52 —1,41 (M, 4H, 2 -CHp-CH»-NH-) ; 1,25 (s, 28H, 14 -CHj-) ; 0,67 - 0,59 (m, 2H, -CH,-
Si-).

RMN 3C (75 MHz, CDCls, & ppm) : 173,10 (COeer) ; 158,52 (COuee) ; 147,51 (Cy) ; 133,62
(Cy); 132,23 (Cr); 129,03, 128,72 (C., Ce); 125,04 (Cp); 62,71 (-CH,-Ar) ; 50,45 (-Si-
(OCHs)3) ; 40,51 (2 -CH,-NH-) ; 34,12 (-CH,-CO-) ; 30,31 - 26,92 (15 -CH.-) ; 24,83 (-CH.-
CH,-CO-) ; 22,53 (-CH,-CH.-Si-) ; 9,12 (-CH»-Si-).

RMN #°Si (59 MHz, CDCls, & ppm) : -41,1.

FTIR (cm'l) : 1084-1194 (V Si-O) ; 1334 (Vs NOz) ; 1532 (Vas NOz) ; 1576 (SNH, VCN) ; 1617 (Vco
urée) , 1736 (VCO es[er) , 2850 (Vs CHZ) , 2925 (Vas CHZ)

j.  Synthése du 3,6,9,12-tétraoxatricos-22-en-1-ol (12)

NN NN NN Formule : CioH3s0s (MM @ 346,5 g/mol)
Rendement : 70%

Aspect : huile jaune

Dans un ballon bicol de 250 mL rempli avec 100 mL de THF anhydre, on gjoute a0°C
sous argon |"hydrure de sodium (6 g, 250 mmol), le tétragthyléne glycol (11) (58,5 g, 390
mmol) est additionné lentement. On laisse sous agitation pendant 20 minutes, et le 11-
bromoundécene (10 mL, 43,3 mmol) est versé goutte a goutte. Apres retour a température
ambiante, puis une nuit a 65°C, on gjoute 2 mL d'eau pour éiminer le NaH restant. On
évapore ensuite le THF. On redissout le produit dans du pentane et on extrait a I’eau pour
éliminer le tétragthyléne glycol en exces. Le produit est ensuite purifié par chromatographie
sur colonne de gel de silice (AcOEt/pentane 1/2 puis AcOEt). Le produit est obtenu avec un
rendement de 70% (10,60 g, 30 mmol).
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RMN *H (400 MHz, CDCls, & ppm) : 5,85 - 5,62 (m, 1H, CH,=CH-) ; 4,99 - 4,79 (m, 2H,
CHp=CH-) ; 3,69 - 3,46 (M, 16H, -O-CHp-CH,-O-) ; 3,38 (t, J = 6,7 Hz, 2H, -CH,-CHp-O-) ;
2,90 (s, 1H, -OH) ; 2,06 - 1,88 (M, 2H, CH,=CH-CH,-) ; 1,61 - 1,41 (m, 2H, -CH-CH,-O-) ;
1.21 (s, 12H, 6 -CHy-).

RMN *3C (100 MHz, CDCl3, § ppm) : 139,14 (CH,=CH-) ; 114,08 (CH,=CH-) ; 72,51 (-O-
CH,-CH-OH) ; 71,47 - 69,09 (3 -O-CH»-CH»-O- + (CH2)g-CH.-0) ; 63,53 (-CH-CH»-OH) ;
33,74 (CH,=CH-CH,-) ; 29,88 - 28,96 (6 -CHy-) ; 26,02 (CH,-CH,-CH=CH.).

k. Synthése del’ acide 3,6,9,12-tétraoxatricos-22-en-1-oique (13)

i Formule: CigH360s (MM : 346,5 g/mol
\/\/\/\/\/\O/\/O\/\O/\/OQKOH 19H260s ( g/mol)

Rendement : 79%

Aspect : huile jaune

A une solution de CrO;3 (3,35 g, 33,5 mmol) dans I’ acide sulfuriqgue a 1,5 M (53 mL,
80 mmol), maintenue entre 5 et 10°C (mélange cyclohexane/azote liquide pour refroidir), est
gjouté le compose (12) (3,08 g, 8,90 mmol), dilué dans 100 mL d’ acétone, en 3h30. Le milieu
réactionnel est ensuite laissé sous agitation pendant 2h a 25°C. De I’ é&her (150 mL) est gouté
et le milieu réactionnel est lavé 3 fois avec de I’eau (150 mL). La phase organique est
concentrée sous pression réduite et reprise dans I’ é&her (100 mL). La phase éthérée est ensuite
extraite 2 fois avec une solution de soude a 1M. La phase aqueuse est acidifiée jusqu’a pH 2
avec une solution d'acide sulfurique a 6M et extraite a nouveau 3 fois avec de I’ éther. La
phase organique est séchée sur MgSO, anhydre et concentrée sous pression réduite. Le
produit est obtenu avec un rendement de 79% (2,52 g, 7,015 mmal).

RMN 'H (300 MHz, CDCls, 5 ppm) : 7,66 (s, 1H, -OH) : 5,81 - 5,64 (m, 1H, CH,=CH-) :
4,97 - 4,78 (M, 2H, CH,=CH-) ; 4,07 (s, 2H, -O-CH,-CO.H) ; 3,75 - 3,47 (m, 12H, -O-CH,-
CHp-O-) ; 3,38 (t, J= 6,8 Hz, 2H, -CHp-CH»-O-) ; 2,04 - 1,89 (m, 2H, CH,=CH-CHj-) ; 1,59 -
1,42 (M, 2H, -CHp-CH»-0-) ; 1,20 (s, 12H, 6 -CHy-).

RMN %¥C (75 MHz, CDCls, § ppm) : 172,60 (-CO.H) ; 139,05 (CH,=CH-) ; 114,04
(CH,=CH-) ; 71,48 - 69,93 (3 -O-CH,-CH,-O + (CH,)g-CH,-0) ; 68,64 (-CH,-CO,H) ; 33,70
(CH,=CH-CH>-) ; 29,38 - 28,92 (6 -CH-) ; 25,93 (CH,-CH,-CH=CH,).

IRTF (cm™) : 1109 (veoc) : 1736 (Veo adde) ; 2855 (vs CHy) ; 2926 (vas CHy).

SMHR-FD [M+Na] " : calculée 383,2410 ; trouvée 389,2418.
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|.  Synthése du 3,6,9,12-tétraoxatricos-22-en-1-oate de 2-nitrobenzyle (14)

Formule : CosH4iNOg (MM : 495,61 g/moal)

"V Rendement : 57%

Aspect : huile jaune

A une solution de composé (13) (3,379 g, 9,37 mmol) dans 30 mL de dichlorométhane
anhydre, on gjoute du DCC (1,933 g, 9,37 mmol), de la DMAP (1,145 g, 9,37 mmol) et de
I"alcool nitrobenzylique (1,149 g, 7,50 mmol). On laisse la solution sous agitation a 25°C
pendant 20h. On filtre ensuite la solution sur fritté pour enlever la dicyclohexylurée (DCU)
formée. On lave a I’eau digtillée et la phase aqueuse est extraite au dichlorométhane. Les
phases organiques sont séchées sur MgSO, anhydre puis concentrées sous pression réduite.
Le produit est purifié par chromatographie sur colonne de gel de silice (AcOEt/pentane 5/5).
Le produit est obtenu avec un rendement de 57% (2,10 g, 4,24 mmol).

RMN H (400 MHz, CDCl3, & ppm) : 8,05 (d, J = 8,2 Hz, 1H, Hy) ; 7,64 - 7,45 (m, 3H, H,,
Hg, Ho); 5,80 - 5.68 (M, 1H, CH,=CH-); 553 (s, 2H, -CH-Ar) ; 4,96 - 4,83 (m, 2H,
CHp=CH-) ; 4,22 (s, 2H, -O-CH,-CO,R) ; 3,73 - 3,48 (M, 12H, -O-CH,-CH,-O-) ; 3,38 (t, J =
6,8 Hz, 2H, -CH,-CHp-O-) ; 2,01 - 1,93 (m, 2H, CH,=CH-CHy-) ; 1,56 — 1,46 (m, 2H, -CH,-
CH»-0-) ; 1,21 (s, 12H, 6 -CH,-).

RMN 3C (100 MHz, CDCls, § ppm) : 169,88 (COse) ; 147,48 (Cy) ; 139,11 (CH»=CH-) ;
133,80 (Cy) ; 131,61 (Cy) ; 129,15 ; 128,94 (C, Co) ; 125,05 (Cp) ; 114,07 (CH,=CH-) ; 71,45
- 70,00 (3 -O-CH»-CH»-O + (CHy)g-CH»-0) ; 68,50 (-CH»-CO,R) : 63,06 (-CH»-Ar) ; 33,74
(CH,=CH-CH>-) ; 29,57 - 28,86 (6 -CHy-) ; 26,02 (CH,-CH,-CH=CH.).

SMHR-TOF [M+Na] " : calculée 518,2724 ; trouvée 518,2730.

m. Synthése du composé (15a)

0]
Cl

CI—SEI/\/\/\/\/\/\O/\/O\/\O/\/O\)j\O/j@
I
O:N

Cl
2

Formule : CysH42Cl3NOgSi (631,06 g/mol)

Rendement : quantitatif
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Dans un schlenk de 10 mL séché sous vide, puis placé sous argon, on verse une
solution du composé (14) (25 mg, 0,05 mmol) dans le toluéne anhydre (0,5 mL). On goute
ensuite le trichlorosilane préalablement distillé (81 pL, 0,8 mmol) et le catalyseur de Karstedt
(112 pL, 5 umol [Pt]). Le milieu réactionnel est agité pendant 2 heures & 40°C puis refroidi a
température ambiante. Le solvant et I’ excés de trichlorosilane sont évaporés alarampe avide.
Le composé (15a) est obtenu avec un rendement quantitatif (cf. RMN *H).

RMN 'H (300 MHz, CDCls, & ppm) : 8,11 (d, J = 8,1 Hz, 1H, Hy) ; 7,71 - 7,45 (m, 3H, H,,
Ha, He) ; 5,59 (S, 2H, -CH2-Ar) ; 4,28 (s, 2H ; -O-CH2>-CO-R) ; 3,83 - 3,53 (m, 12H, -O-CH»-
CH2-O-) ; 3,43 (t, J= 6,5 Hz, 2H, -CH»-CH,-O-) ; 1,66 - 1,24 (m, 18H, 9 -CH>) ; 0,78 — 0,63
(m, 2H, -CHz-Si-).

n. Synthése du composé (15b)

o]
OMe

Meo_s:/\/\/\/\/\/\o/\/o\/\o/\/o\)l\o/j@
O.N

OMe
)l

Formule: ngH51N0118i (617,81 g/mol)

Rendement : quantitatif

Dans un schlenk de 10 mL séché sous vide, puis placé sous argon, on verse une
solution du composé (14) (25 mg, 0,05 mmol) dans le toluéne anhydre (0,5 mL). On goute
ensuite le trichlorosilane préalablement distillé (32 pL, 0,25 mmol) et le catalyseur de
Karstedt (28 pL, 1,25 pmol [Pt]). Le milieu réactionnel est agité pendant 2 heures a 40°C puis
refroidi & température ambiante. Le solvant et I’exces de trichlorosilane sont évaporés a la
rampe avide. Le composé (15b) est obtenu avec un rendement quantitatif (cf. RMN *H).

RMN *H (300 MHz, CDCl3, 5 ppm) : 8,09 (d, J = 8,1 Hz, 1H, Hp) ; 7,73 - 7,42 (m, 3H, H,
Ha, He) ; 5,56 (S, 2H, -CH2-Ar) ; 4,24 (s, 2H ; -O-CH2>-CO-R) ; 3,84 - 3,50 (m, 12H, -O-CH»-
CH,-0-) ; 3,43 (t, J = 6,5 Hz, 2H, -CH,-CH,-O-) : 1,66 - 1,15 (m, 18H, 9 -CH,) ; 0,71 — 0,50
(m, 2H, -CHz-Si-).

RMN *3C (100 MHz, CDCl3,  ppm) : 169,97 (COwe) ; 147,63 (Cy) ; 133,85 (Cy) ; 131,70
(C) ; 129,27 ; 129,02 (C., Co) ; 125,15 (Cyp) ; 71,57 - 70,00 (3 -O-CH,-CH,-O + (CHy)g-CHo-
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0) ; 68,61 (-CHo-COR) ; 63,17 (-CH»-Ar) ; 50,61 (-Si-(OCH3)s) ; 29,64 - 26,13 (8 -CHy-) ;
22,71 (-CHp-CH»-Si-) ; 9,18 (-CH»-Si-).

4) Greffages des agents de couplage et modification des surfacesdesilice

a Matériel et substrats

Un réacteur a double enveloppe de 500 mL est utilisé pour réaliser les réactions de
silanisation a température contrblée et sous atmosphére inerte. Celui-ci est nettoyé au
préalable a la potasse acoolique, puis rincé a I’eau, a I’ acétone et séché dans une étuve a
80°C pendant au moins une nuit.

Les substrats utilisés pour la PM-IRRAS sont des lames d’ or recouvertes d’ une couche
de SiO, fournies par Optics Balzers AG (référence 200785). Leur facteur de réflexion est
supérieur a 98% dans la zone spectrale 1,2 - 12 um. L’épaisseur de la couche de SiO;,
mesurée par ellipsométrie est de 215 + 7 A. Ce sont des lames de 5 cm x 5 cm découpés
manuellement en quatre (2,5 cm x 2,5 cm) al’aide d’un coupe - verre.

Les wafers de silicium utilisés sont des wafers Silicon-CZ-undoped (épaisseur 500
pum, une seule face polie) fournis par BT Electronics. Ce sont des wafers prédécoupés de 1 cm
x 1cm.

b. Préparation des substrats

Les substrats sont tout d’abord intensivement rincés a I'eau MilliQ (18 MQ.cm).
Ensuite ils sont déposés sur un support en téflon puis placés dans un bécher remplis de
chloroforme mis dans un bain a ultrasons (Fisherbrand FB 11205 ; 37 kHz) pendant 15
minutes. Les substrats sont ensuite séchés avec un jet d’azote sous la hotte a flux laminaire
avant d’ étre exposés aux UV/O3z (PSDP-UVT Pro, Novascan, A = 185-254 nm) pendant 30
min. Pour finir les substrats sont directement introduits dans le réacteur double enveloppe et
mis sous vide pendant 1h30 a 18°C.
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Figurel: photo du réacteur double paroi utilisé pour les greffages des SAM's

c. Greffage des agents de couplage

«» Formation dela SAM-urée-NO, 100% et SAM-urée-CH3 100% :

Le composé (4) ou (10b) (5.10° mol) fraichement préparé est solubilisé dans le
schlenk d’hydrosilylation sous atmosphere d’argon, dans 5 mL de toluéne anhydre. On goute
ensuite ces 5 mL dans un schlenk (A) contenant 45 mL de toluéne anhydre. Dans un schienk
(B), une solution d'acide trichloroacétique (TCA) (0,8 mg ; 5.10° mol) est préparé dans 50
mL de toluene anhydre. Sous atmosphére d’argon, 100 mL de toluene anhydre sont introduits
dans le réacteur double enveloppe (wafers placés au préalable a I'intérieur), puis
successivement le contenu du schlenk (A) et celui du schlenk (B). On a donc un volume total
de 200 mL ce qui fait une concentration de 2,5.10* M dans |e réacteur.

Aprés 12h sous atmosphére d’argon a 18°C dans le réacteur double enveloppe, les
substrats sont sortis de la solution, rincés dans le toluéne et nettoyés aux ultrasons
successivement dans le toluéne (5 min), le chloroforme (5 min) et I’eau milliQ (10 min), puis
séchés sous jet d azote et placés sous vide dans un dessiccateur en attendant la caractérisation
par PM-IRRAS et AFM.

«» Formation dela SAM-urée-NO, 30% et SAM-urée- NO, 10% :

Le composé (10b) (1,5.10"° mol ou 0,5.10" mol) et le composé (4) (3,5.10° mol ou
4,5.10° mol) fraichement préparé est solubilist dans le schlenk d hydrosilylation sous
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atmosphere d argon, dans 5 mL de toluene anhydre. On gjoute ensuite ces 5 mL (contenant
30% ou 10% de (10b) et 70% ou 90% de (4)) dans un schlenk (A) contenant 45 mL de
toluene anhydre. Dans un schlenk (B), une solution d’ acide trichloroacétique (TCA) (0,8 mg ;
5.10° mol) est préparé dans 50 mL de toluéne anhydre. Sous atmosphére d’ argon, 100 mL de
toluéene anhydre sont introduits dans le réacteur double enveloppe (wafers placés au préalable
a lI'intérieur), puis successivement le contenu du schlenk (A) et celui du schlenk (B). On a
donc un volume total de 200 mL ce qui fait une concentration de 2,5.10* M dans le réacteur.

Aprés 12h sous atmosphére d'argon a 18°C dans le réacteur double enveloppe, les
substrats sont sortis de la solution, rincés dans le toluene et nettoyés aux ultrasons
successivement dans le toluene (5 min), le chloroforme (5 min) et I’ eau milliQ (10 min), puis
séchés sous jet d’ azote et placés sous vide dans un dessiccateur en attendant la caractérisation
par PM-IRRAS et AFM.

+» Formation dela SAM PEG-NO, 100% :

Le composé (15a) (5.10° mol) fraichement préparé est solubilisé dans le schlenk
d hydrosilylation sous atmosphére d’ argon, dans 5 mL de toluéne anhydre. On gjoute ensuite
ces 5 mL dans un schlenk (A) contenant 95 mL de toluene anhydre. Sous atmosphére d’ argon,
100 mL de toluéne anhydre sont introduits dans le réacteur double enveloppe, puis le schlienk
(A). On adonc un volume total de 200 mL ce qui fait une concentration de 2,5.10* M dansle
réacteur.

Aprés 20h sous atmosphére d'argon a 18°C dans le réacteur double enveloppe, les
substrats sont sortis de la solution, et nettoyés aux ultrasons successivement dans le toluéne (5
min), le chloroforme (5 min) et I’eau milliQ (10 min), puis séchés sous jet d azote et placés
sous vide dans un dessiccateur en attendant |a caractérisation par PM-IRRAS et AFM.

d. Modifications chimiques sur lafonction terminale des SAMs

% Photoclivage del’ ester 4 - nitrobenzylique:

Pour les 5 types de SAMs précédents, les substrats sont irradiés pendant 30 minutes, a
température ambiante, sous une lampe au mercure haute pression a 365 nm. L’irradiation se
fait a travers une plague de Pyrex pour retenir toutes les longueurs d’ ondes inférieures a 300
nm. Les substrats sont placés a une distance de 3 cm de la plaque Pyrex et la lampe juste au-
dessus de celle-ci. Les substrats irradiés sont ensuite nettoyés aux ultrasons dans le
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chloroforme pendant 5 min, puis séchés sous jet d'azote et placés sous vide dans un
dessiccateur en attendant la caractérisation par PM-IRRAS.

% Activation des acides carboxyliques:

Les substrats déprotégés sont plongés dans une solution d'EDC (Chlorhydrate de N-
(3-diméthylaminopropyl)-N'-éthylcarbodiimide, 1 g soit 25 mg/mL), de NHS (N-hydroxy-
succinimide, 500 mg soit 50 mg/mL) et de MES (hydrate d acide 2-(N-morpholino)-
éthanesulfonique, 1,2 g) dans I’eau (20 mL), pendant 3 heures a température ambiante. Les
substrats sont ensuite abondamment rincés a |’ eau milliQ puis nettoyés aux ultrasons dans le
chloroforme pendant 5 min, puis séchés sous jet d'azote et placés sous vide dans un
dessiccateur en attendant la caractérisation par PM-IRRAS.

“+ Immobilisation de nanoparticulesd’or recouvertesdeproténeA :

Des nanoparticules d'or recouvertes de protéine A (g = 20 nm, concentration en
protéine : 3.2 ug/mL) en solution dans un buffer TRIS (pH = 8.2) sont achetées chez British
BioCell International (BBI). On préleve 0,25 ml de cette solution que I’ on dilue dans 10 mL
d eau. L’ ensemble est passé a la centrifugeuse (5500 tours/min) pendant 3 fois 30 min. On
élimine le surnageant puis les nanoparticules sont remises en suspension dans du PBS (10
mL,), gusté a pH 8 avec une solution de KOH (0.5 M).

Les substrats activés sont ensuite immergés dans ce mélange pendant 2h dans une
étuve a 37°C. Afin d’ éiminer les particules physisorbées, ils sont abondamment rincés avec
de I’eau milliQ puis nettoyés aux ultrasons dans |I’eau milliQ pendant 5 min. Enfin les
substrats sont séchés sous jet d'azote et placés sous vide dans un dessiccateur en attendant la
caractérisation par PM-IRRAS, AFM et MEB.

+« Immobilisation de nanoparticulesd’ or PEG-NH, :

Une solution de PBS (9 mL), gjustée a pH 8 avec une solution aqueuse de KOH (0,5
M), est ajoutée & 1 mL d’ une solution agueuse de NP-PEG-NH; (3,4.10™" nanoparticules).

Les substrats activés sont ensuite immergés dans cette solution pendant 20 heures,
dans une éuve a 37°C. Puis ils sont abondamment rincés avec de I’ eau milliQ puis nettoyés
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aux ultrasons pendant 10 min. Enfin ils sont séchés sous jet d azote et placés sous vide dans
un dessiccateur, en attendant la caractérisation par PM-IRRAS, AFM et MEB.

% Immobilisation du Virus de la Mosaique du Tabac (TMV) : protocole développé
par leLIRM (CEA)

Les substrats déprotégés sont ensuite activés avec une solution aqueuse de NHS/EDC
(0,4 mg/mL de NHS et 0,6 mg/mL d EDC dans I’eau milliQ) pendant 30 min. Les surfaces
sont rincées ensuite 10 fois avec une solution de tampon acétate (10 mM, 100 mM NaCl, pH
4,5). Ensuite on dépose délicatement 80 pL de tampon acétate sur les substrats activés.
Ensuite 20 uL d’une solution de TMV (1,5 mg/mL dans’EDTA a1 mM) est insérée dans la
goutte de tampon. Les substrats sont ensuite rincés délicatement avec une solution de tampon
phosphate (10 mM, 50 mM KCI, pH 7,5) et séchés en utilisant une pompe a vide (Laboport,
KNF Neuberger, Trenton, NJ, USA).

Sur les substrats de mica, le virus TMV, dilué dans I’eau milliQ (C=1,5 mg/mL) est
déposé sur les substrats pendant 10 min. Les surfaces sont ensuite rincées délicatement avec
del’eau milliQ et séchées comme présenté ci-dessus.

5) Croissance et soudure des nanotubes multiparois sur des pointes AFM

a. Typesde pointes

Différents types de pointes AFM sont utilisés pour souder les nanotubes. D’ une part
des pointes pyramidales en silicium sont utilisées :

- des PPP-NCL de Nanosensors : k=21 - 98 N/m ; f=146 - 236 kHz

- desPPP-FMR de Nanosensors ; k=0,5- 9,5 N/m ; f=45 - 115 kHz

D’ autre part des pointes coniques en silicium sont utilisées:
- des pointes CSC17 de MikroMasch : k= 0,06 - 0,4 N/m ; f=10- 17 kHz
- despointes CSC38 de MikroMasch :
v levier A:k=0,01-0,36 N/m; f=8-32kHz

v levier B: k=0,003-0,13N/m;f=5-17 kHz
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v levier C: k=0,005-0,21 N/m;f=6-23kHz

Pour finir des pointes pyramidales en nitrure de silicium sont utilisées :
- des pointes DNP de Brucker :
v levier A: k=0,175- 0,7 N/m; f=50 - 80 kHz
v levier B : k=0,06 - 0,24 N/m ; f= 16 - 28 kHz
v levier C:k=0,12- 0,48 N/m; f=40 - 75 kHz
v levier D: k=0,03-0,12 N/m; f=12 - 24 kHz
- despointes SNL de Brucker :
v levier A: k=0,175- 0,7 N/m; f=50 - 80 kHz
v levier B : k=0,06 - 0,24 N/m ; f= 16 - 28 kHz
v levier C:k=0,12- 0,48 N/m; f=40 - 75 kHz
v levier D: k=0,03-0,12 N/m; f=12 - 24 kHz
- despointes MSNL de Brucker :
v levier A : k=0,025 - 0,14 N/m ; f=15- 30 kHz
v levier B : k= 0,005 - 0,04 N/m; f=10 - 20 kHz
v levier C: k=0,005-0,02N/m; f=4- 10 kHz
v levier D : k=0,01- 0,06 N/m; f=10 - 20 kHz
v levier E: k=0,05-0,2N/m; f=26- 50 kHz

v levir F: k=0,3-1,4N/m;f=90- 160 kHz

b. Croissance de nanotubes multiparois (MWCNT) sur un fil métallique

Les filaments métalliques sur lesquels vont croitre les nanotubes doivent étre préparés
la veille de la croissance. Il est important de nettoyer préalablement tout le matériel utilisé a
I’ éthanol et de porter des gants pour éviter toutes contaminations desfils.
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Trois fils de platine/iridium (composition: 80% de platine et 20% diridium,
diametre : 0,38 mm, Goodfellow) de méme longueur sont découpés (environ 3cm). Les fils
sont ensuite redressés al’ aide de pinces. Une pliure a un bout est effectuée au bout de maniere
apouvoir les différencier. Les fils sont ensuite déposés sur une lame de microscope. A I'aide
d’ une micropipette, 20 a 30 pl de la solution de catal yseur sont ensuite déposés sur les fils de
maniére a bien les recouvrir (composition du catalyseur (en volume) : 70% de solution de
Pluronic P123 (0,3 g/mL dans I'éthanol) ; 25% de solution de Fe(lll) acétylacétonate
(0,00024 mol/mL dans I’ éthanol) ; 5% de solution de tétraéthylorthosilicate (0,022 mol/mL
dans I’ é&hanal)). Pour finir les fils sont laissés a sécher une nuit sous le couvercle d’ une boite
de Pétri.

Le lendemain, les 3 fils sont insérés dans un tube en verre préalablement lavé al’ eau
et al’ éthanol puis séché pendant 30 min a 900°C dans le four (Thermolyne Types F79320-33
Tube Furnaces, Thermoscientific).

Figure 2 : photo du four utilisé pour la croissance desMWCNT

Le tube avec lesfils est ensuite placé dans le four sous flux d’argon pendant 5 minutes
a température ambiante. Puis les fils sont chauffés a 750°C pendant 10 minutes sous flux
d argon (temps de chauffe du four compris). Le tube est ensuite laissé pendant 15 minutes
sous flux d'argon et d hydrogene a 750°C, puis 10 minutes sous flux d’hydrogene et
d éthyléne toujours a 750°C. Pour finir e tube est laissé 5 minutes sous flux d'argon a 750°C,
puis le four est laisseé refroidir sous argon. Les fils métalliques sont ensuite sortis du tube et
stockés dans une boite de Pétri propre jusqu’ aleur utilisation pour la soudure de nanotubes.

234



Partie expérimentale

c. Dépbt d'un film de nickel par pulvérisation cathodique sur les pointes AFM
(réalisé par le Centre de Ressources en Couches Mincesal’ICMCB)

Préal ablement au dépét de nickel, les pointes AFM sont fixées sur une lame métallique
al’aide de scotch carbone double face.

Les pointes sont ensuite placées dans une chambre Ultra Haut Vide équipée d une
cathode magnétron portant une cible de nickel. Les pointes sont mises sous un vide de 4,6.10°"
mbar.

Le dépdt d’un film de nickel d'une épaisseur de 12 nm est ensuite réalisé. Pour celala
chambre est mise & une pression de 5.10° mbar en insérant un débit d argon de 52 cm*min
(pour avoir les especes nécessaire a la création du plasma et a la pulvérisation du nickel). La
cible de nickel est placée a une distance de 70 mm des pointes. Une puissance de 56 W est
appliquée sur la cathode afin de créer le plasma qui permettrala pul vérisation (cette puissance
est appliquée en radiofréquence, de facon a éviter |I'accumulation de charge a la surface de la
cible). Une tension d’ autopolarisation de - 429 V va se créer au niveau de la cathode. La durée
du dépbt est de 1 min 16 s (une calibration de I’ appareil est réalisée auparavant pour connaitre
le temps nécessaire pour déposer la hauteur de métal désirée).

Une fois ce dépét effectué, les pointes sont stockées dans une boite en attendant d’ étre
utilisées pour la soudure de nanotubes.

d. Soudure des nanotubes multiparois (MWCNT) sur des pointes AFM

La soudure des nanotubes est effectuée a I’aide d’un microscope optique (Axiovert
200 Mat, Zeiss). Sur la platine de celui-ci sont fixés 2 micropositionneurs tridirectionnels sur
lesquel s sont fixés des pinces crocodiles.

Figure 3 : photo du montage utilisé pour la soudure desMWCNT
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Le filament métalique recouvert de nanotubes est fixé sur la pince crocodile de
gauche. En utilisant les différents objectifs du microscope (x10, x20 et x50), la mise au point
est effectuée sur un nanotube. Une pointe AFM, préalablement recouverte d'un fin film de
nickel, est ensuite fixée sur un support en cuivre a l’aide de scotch carbone double face. Ce
support est ensuite fixé sur la pince crocodile de droite. A I’ aide des objectifs du microscope
la mise au point est effectuée et a |I’aide des micropositionneurs, la pointe AFM est ensuite
approchée du nanotube et placée dans le méme plan. L’ ensemble est ensuite placé sous un
flux d oxygéne al’aide d'un fin tube en verre, orientée vers la pointe, de maniére a oxyder
I’ extrémité du nanotube au moment de la soudure et créer des fonctions CO,H au bout de
celui - ci. Le nanotube est ensuite collé contre une des faces de la pointe. Une fois que tout est
bien positionné, la tension est augmentée progressivement jusqu’a observer la rupture du
nanotube au niveau du fil métalique ainsi que sa soudure sur la pointe. La pointe AFM est
ensuite rangée dans une boite de stockage en attendant d'étre imagée au microscope
éectronique a balayage.

CREMEM SEI 10.0kY  XV.500 Tpm WD 8.0mm

Figure4: image MEB d'une pointe AFM avec un MWCNT soudé

6) Mesuredel’interaction avidine-biotine par Spectroscopie Dynamique de Force

a Immobilisation de |’ avidine sur un substrat

L’avidine est fixée sur une lamelle couvre lame de microscope. La lamelle est
préalablement nettoyée dans un bain d acétone pendant 5 mn, séchée sous flux d’ azote puis
irradiée par une lampe UV-C (180-254 nm) pendant 30 nm pour exposer des groupes
hydroxyle en surface.

La lamelle est ensuite plongée dans une solution d APTES (1 mM dans un mélange
50/50 éthanol et chloroforme) pendant deux heures a température ambiante. L’exces
d’ APTES est diminé par trois rincages al’ é&hanol. Lalamelle est a nouveau séchée sous flux
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d azote, avant d’ étre immergée dans une solution de glutaraldéhyde (1% dans I’ eau) pendant
30 mn.

Apres d abondants rincages a |’ eau, la surface est plongée dans une solution de 1 uM
d avidine dans un tampon PBS (137 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 10 mM NaHPO,, 1,76 mM
KH,PO,, pH 7,4) pendant une nuit a 4°C. L’avidine, non fixée par le glutaraldehyde, est
rincée par trois bains de quelques secondes dans le PBS. Les molécules de glutaraldehyde,
non couplées par I'avidine, sont bloquées par une courte incubation de 5 mn en présence
d éhanolamine (1 M, pH 8). Aprés plusieurs rincages dans un tampon PBS, la lamelle est
stockée a 4°C dans ce tampon.

b. Mesure des courbes approche-retrait en AFM

Les pointes munies d un nanotube de carbone fonctionnalisé par de la biotine sont
montées sur lacellule liquide d’'un AFM (Dimension 3100 de Bruker AXS).

Des courbes d'approche retrait sont obtenues par le mode pico-force du programme
Nanoscope (v7.30, Bruker AXS). En général, la mesure inclus 3500 points dans chague
courbe. Les variations des vitesses de charges sont obtenues en gjustant la vitesse d’ approche
et deretrait (entre 25 nm/sec et 1030 nm/sec).

La calibration de la constante de raideur de la pointe fonctionnalisée a été effectuée
par laméthode du bruit thermique.

Les courbes d’ approche-retrait sont enregistrées dans le format natif de Nanoscope et
traitées par lelogiciel YieldFinder.!

1 Odorico M., Teulon JM., Bessou T., Vidaud C., Bellanger L., Chen Sw W., Quéméneur E., Parot P.,
Pellequer J-L. Biophys. J. 2007, 93, 645-654.
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Annexe : Microscopie a Force Atomique
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Annexe : Microscopie a force atomique

La microscopie a force atomique (AFM) fait partie du domaine des techniques a
sondes locales (comme la microscopie a effet tunnel (STM)). Celles-ci sont basées sur le
principe de |’ interaction entre une pointe de taille nanomeétrique et une surface. Un prix Nobel
de physique a récompensé leur découverte en 1986. Contrairement a la STM qui permet
d’ étudier uniguement des matériaux conducteurs, I’ AFM permet I’ étude de différents types de
surfaces.

Les images de hauteur et de phase des monocouches étudiées dans les chapitres 11 et
[l ont été réalisées par microscopie a force atomique (AFM) en mode intermittent (mode

tapping).

Les caractérisations des SAMs al’ aide de pointes AFM munies de MWCNT ainsi que
les expériences de fonctionnalisation des MWCNT du chapitre V ont été réalisées en mode
FM.

Les expériences de DFS du chapitre VI ont aussi été effectuées al’ aide d’'un AFM.

A. Principe général de fonctionnement

Le principe de base de I'AFM est de sonder la surface d’un échantillon avec une
pointe fine possédant un faible rayon de courbure (de I’ ordre de quel ques nanomeétres). Celle-
ci est fixée al’extrémité d'un levier de 100 a 300 nm de long. Les forces d’interactions entre
la pointe et I’ échantillon vont provoquer une déflection du levier due aux forces de van der
Waals. Cette derniére est détectée al’aide d un systeme optique constitué d’ un faisceau laser
et de quatre photodiodes. Les informations collectées par les photodiodes sont ensuite
transmises via un systéme d’ asservissement a une céramique piézoélectrique afin d’ gjuster la
hauteur entre la surface de |’ échantillon et la pointe.
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Figure 5. Schéma de fonctionnement d'un microscope a for ce atomique

Le mode contact intermittent est souvent utilisé pour I’ analyse de matériaux mous sans
les dégrader. En effet, dans ce mode la pointe n’entre en contact avec la surface que par
intermittence et donc le dégrade moins que ne le ferait le mode contact. Dans ce mode,
I’amplitude de vibration de la pointe est fixée par une consigne. La topographie est donc
construite grace au mouvement du scanner piézoéectrique suivant |I’axe z afin de garder la
consigne d’amplitude constante, a I’aide de la boucle d asservissement. Un déphasage est
possible entre le mouvement d oscillation de la pointe et celui du scanner piézoéectrique.
Celui-ci a lieu lors de la rencontre de la pointe avec des régions ayant des propriétés de
surfaces différentes. Il permet donc de mettre en évidence les différences de propriétés
chimiques ou mécaniques ala surface d’ un matériau.

En mode FM (mode qui a été introduit par Albrecht et al.?), la phase de I’ oscillateur
est fixé a-1v2 et I’amplitude est maintenue constante. Cependant, |es mesures étant effectuées
en mode dynamique, |es interactions entre le nanotube et la surface modifient les propriétés de
I’ oscillateur et tout particulierement sa fréguence de résonance et son facteur de qualité. Deux
signaux peuvent alors étre extraits : le décalage de la fréguence de résonance Av ainsi que
I’amplitude d excitation as qu'il faut appliquer pour maintenir I’amplitude d oscillation
constante. Ce mode permet donc de séparer les interactions conservatives et dissipatives. En
effet, I’amplitude d excitation dépend uniquement de I’ énergie dissipée par I’ oscillateur qui
est en interaction avec la surface. Le décalage de |la fréquence de résonance dépend quant a lui
uniguement des forces d’ interactions conservatives.

2 Albrecht T.R., Griitter P., Horne C., Rugar D. J; Appl. Phys. 1991, 69, 668-673.
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B. Matériel utilisé

1. Microscopes

Différents microscopes aforce atomique ont été utilisés dans le cadre de cette these :

un AFM 5500 d Agilent Technologies qui a été utilisé pour la caractérisation des
SAMs aprés greffage et I’immobilisation des NP-pA et des NP-PEG,

un MFP 3D™ Stand Alone AFM d Asylum Research qui a été employé pour la
caractérisation des SAMs aprés greffage et I'immobilisation des NP-pA. Il a aussi
servi pour toutes les expériences de fonctionnalisation des MWCNT,

un Dimension FastScan de Bruker a servi pour la caractérisation des SAMs al’aide de
pointes AFM munies d'un MWCNT,

un MultiMode V de Veeco a été utilisé par le laboratoire LIRM du CEA Marcoule
pour la caractérisation de I’'immobilisation du TMV sur les SAMs.
un Dimension 3100 de Bruker a é&té employé par le laboratoire LIRM du CEA

Marcoule pour les expériences de DFS sur le couple avidine-biotine avec des pointes
AFM ananotubes.

2. Pointes AFM

Pour les différentes expériences d AFM réalisees au cours de cette these, différents

types de pointes ont été utilisés :

des pointes PPP-NCL (PointProbe® Plus Non-Contact /Tapping Mode - Long
Cantilever) de Nanosensors. Ces pointes ont un levier de 225 um de long, 38 um de
large et 7 um d’ épaisseur en moyenne. Leur constante de raideur est comprise entre 21
et 98 N/m et |a fréquence de résonance entre 146 et 236 kHz. Ces pointes sont utilisées
pour la caractérisation des SAMs aprés greffage et aprés immobilisation des NP-pA et
des NP-PEG ainsi que pour la caractérisation des SAMs une fois munies dun
MWCNT et pour les expériences de fonctionnalisation des MWCNT,
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des pointes PPP-NCH (PointProbe® Plus Non-Contact / Tapping Mode - High
Resonance Frequency) de Nanosensors. Le levier de ces pointes a une longueur de
125 um, une largeur de 30 um et une épaisseur de 4 Um en moyenne. Leur constante
de raideur est comprise entre 10 et 130 N/m et la fréquence de résonance entre 204 et
497 kHz. Ces pointes sont employées pour la caractérisation des SAMs aprés
immobilisation des NP-pA et des NP-PEG,

des pointes OTESPA de Bruker dont le levier a une longueur de 160 pum, une largeur
de 50 um et une épaisseur de 4,6 um en moyenne. Leur constante de raideur est
comprise entre 12 et 103 N/m et |a fréquence de résonance entre 200 et 400 kHz. Elles
ont servi pour la caractérisation des SAMs apres I'immobilisation du TMV,

des pointes FMR (PointProbe® Plus Force Modulation Mode - Reflex Coating) de
Nanosensors. Ces pointes dont le levier mesure 225 um de long, 28 um de large et 3
pum d’ épaisseur en moyenne. Leur constante de raideur est comprise entre 0,5 et 9,5
N/m et la fréquence de résonance entre 45 et 115 kHz. Ces pointes, une fois munies
d’un MWCNT ont servies pour la caractérisation des SAMS et pour |les expériences de
fonctionnalisation des MWCNT,

des pointes CSC17 de MikroMasch. Ces pointes avec un levier de 450 um de long, 50
um de large et 2 um d’ épaisseur, ont une fréguence de résonance comprise entre 10 et
17 kHz et une constante de raideur comprise entre 0,06 et 0,4 N/m. Munies d’ un
MWCNT, €elles ont été utilisés pour les expérience de DFS sur le couple avidine-
biotine.

C. Conditions d’'imagerie pour la caractérisation des
SAMs en mode contact intermittent

Les conditions utilisées pour imager les SAMs peuvent étre amenées a varier un peu

suivant la pointe utilisee et la SAM observée. Mais ces changements sont souvent peu
importants et des conditions générales vont ici étre presentées.

Pour les pointes utilisées lors de I’imagerie des surfaces (NCL ou NCH), le facteur de

gualité mesuré al’air (loin de la surface pour ne pas avoir d’interactions entre la pointe et la
surface) est en général d’ environ 500. Celui-ci correspond au rapport Q entre la fréguence de
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résonance fp et la bande passante Af (largeur de la courbe de résonance). Plus celui-ci est
élevé, meilleure seralasensibilité du levier.

D’une maniere générale, on ne travaille pas alafréquence de résonance du levier pour
imager les surfaces. On se décale a une fréquence légérement inférieure (une centaine de Hz
en général) de maniere a ce que la phase libre (sans interactions avec la surface) soit de 45°.
De cette maniére, on se situe au niveau du point d’inflexion de lalorentzienne de la courbe de
résonance. Cela permet d avoir une plus grande sensibilité lors de la mesure.

L’amplitude de consigne utilisée est généralement |égerement plus faible que
I’amplitude libre (amplitude a laguelle, on perd les interactions avec la surface). A titre
d’ exemple pour une amplitude libre 1,42 V, on utilise une amplitude de consignede 1,30 V.

La vitesse de balayage est en général comprise entre 0,25 et 0,5 Hz pour les images de
5 um de large effectuées sur I' AFM 5500 d’ Agilent. Pour celles effectuées sur le MFP 3D™
Stand Alone AFM d’ Asylum, il est possible d’ utiliser des vitessesde 1 Hz.

D. Traitements utilisés pour la mise en forme des
images AFM

Comme différents appareils ont été utilises et afin d' avoir une homogénéité de
présentation, toutes les images AFM présentées dans cette thése ont été traitées avec le
logiciel Gwyddion v 2.36 (http://gwyddion.net/).

Les opérations réalisées pour le traitement ainsi que I’ ordre ou elles sont réalisées ont
une légere influence sur le Rms calculé sur la surface. Pour cette raison, il est donc important
gue les mémes opérations soient réalisées dans le méme ordre sur toutes les images de
maniére a pouvoir comparer les Rms obtenus entre eux.

Le Rms est I’ écart-type de la distribution de hauteur :

ol Z est la hauteur moyenne, Z les hauteurs et N |e nombre de points.

Pour les images de hauteur, cela consiste, premiérement, a supprimer |’ arriére-plan
polynomial, en utilisant un polynéme de degré 2 (horizontalement et verticalement). Ensuite,
les lignes sont corrigées en faisant correspondre |a hauteur médiane. Puis, la valeur minimale
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est fixée a zéro. Pour finir, le maximum de I’ échelle de hauteur est fixé a 10 nm pour les
SAMs seules et a 20 nm lorsgque les NP-pA, les NP-PEG-NH; ou le TMV sont immobilisés
dessus. Pour ce qui est des images de phase, le seul traitement effectué consiste a adapter la
plage de visualisation automatiquement avec suppression des extrémités.
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Par souci de clarté une liste des différentes abréviations utilisées, classées par ordre
alphabétique, a étéréalisée :

2-Np : 11-(2-naphtyl)undécyltrichlorosilane

ADN : Acide DésoxyriboNucléique

AFM : Microscopie a Force Atomique

AHTMS : (17-aminoheptadécyl)triméthoxysilane

AHTS : 21-aminohénicosyltrichlorosilane

ANR : Agence Nationale pour la Recherche

APhMS : Aminophényltriméthoxysilane

APS : (3-aminopropyl)triméthoxysilane

APTES : 3-aminopropyltriéthoxysilane

ARN : Acide RiboNucléique

Boc : Tert-butoxycarbonyle

Br-HTS : Bromoheptadecyl)trichlorosilane

BSA : Albumine de Sérum Bovin

BSEI : BackScattered Electron Imaging (Mode Electron Rétrodiffusés)
C8TES: Octyltriéthoxysilane

CAR : Courbes Approche-Retrait

CBMN : Institut de Chimie & Biologie des Membranes & des Nano-objets
CCVD : Dépdt Chimique en phase Vapeur Catalytique

CEA : Commissariat al'énergie atomique et aux énergies alternatives
CNRS : Centre National de la Recherche Scientifique

CNT : Carbon NanoTubes

CREMEM : Centre de Ressource En Microscopie Electronique et Microanalyse

DCC : Dicyclohexylcarbodiimide

249



Glossaire

DCU : Dicyclohexylurée

DFS : Spectroscopie Dynamique de Force

DMAP : Diméthylaminopyridine

DMSO : Diméthylsulfoxyde

DSU : Dithio-bis(succinimidylundécanoate)

DSV : Direction des Sciences du Vivant

DTS: Décyltrichlorosilane

EDC : Chlorhydrate de N-(3-Diméthylaminopropyl)-N'’-éthylcarbodiimide
EDTA : Acide EthyléneDiamineT étraacétique

EG : Ethylene glycol

ELISA : Enzyme linked immunoassay

FM : Modulation de Fréguence

FMR : Force Modulation Mode - Reflex Coating

FT-IR : Spectroscopie Infrarouge a Transformée de Fourier
FTIR-ATR : Spectroscopie Infrarouge a Transformée de Fourier - Réflexion Totale Atténuée
GF : groupement fonctionnel

GPTS: 3-glycidyloxypropyl)triméthoxysilane

HEK : Human Embryonic Kidney

HFCVD : CCVD assistée par filament chaud

HiPCO : Dismutation du monoxyde de carbone sous haute pression
HTS : Hexadécyltrichlorosilane

ICMCB : Institut de Chimie de la Matiére Condensee de Bordeaux
IRRAS : Spectroscopie Infrarouge d’ Absorption-Réflexion

ISM : Institut des Sciences Moléculaires

LETI : Laboratoire d’ Electronique et de Technologie de |’ Information

LFM : Microscopie de Force Latérale
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LIRM : Laboratoire Interactions et Reconnaissance Moléculaires
MEB : Microscopie Electronique a Balayage

MEMS : Microsystemes électromécaniques

MES : 2-(acide N-morpholino)éthanesul fonique

MET : Microscopie Electronique a Transmission

MWCNT : Multiwall Carbon NanoTubes

NASA : National Aeronautics and Space Administration

NCH : Non-Contact / Tapping Mode - High Resonance Frequency

NCL : Non-Contact/Tapping Mode - Long Cantilever

NEXAFS : Near Edge X-ray Absorption Fine Structure (Absorption des rayons X)

NHS : N-Hydroxysuccinimide

NP-pA : Nanoparticules d or recouvertes de protéine A

NP-PEG-NH, : Nanoparticules d'or recouvertes de polyméres a chainons PEG terminés

amine

ODS : Octadécyltriméthoxysilane

OTMS : Octadécyltriméthoxysilane

OTS: Octadécyltrichlorosilane

P2N : Programme Nanotechnologies et Nanosystémes
PBS : Tampon Phosphate Salin

PBTCI : Phénylbutyltrichlorosilane

PEG : Polyéthylene glycol

PFPTCI : Pentafluoro-phénylpropyltrichlorosilane

PIERS : Spectroscopie Infrarouge Polarisée par Réflexion Externe
PLL : Phase-Locked Loop (boucle a verrouillage de phase)

PM-IRRAS: Spectroscopie InfraRouge de Réflexion-Absorption
Polarisation

par Modulation de
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PPP : PointProbe® Plus

RIA : Radioimmunoassay

RMN : Résonance Magnétique Nucléaire

Rms : Roughness mean square

SAM : Self-Assembled Monolayer (monocouche auto - assembl ée)
Sccm : Standard cubic centimeter per minute

STM : Microscopie a Effet Tunnel

SWCNT : SinglewWall Carbon NanoTubes

TCA : Acide trichloracétique

TEG : Tétraethyléneglycol

TFA : Acide trifluoroacétique

TFEE : 1-(trichlorosilyl)-11-[(2,2,2-trifluoroéthoxy)carbonyl]-undécane
THF : Tétrahydrofurane

TMYV : Virus delaMosaique du Tabac

TOF-SIMS : Time Of Flight-Secondary lon Mass Spectrometry
UMR : Unité Mixte de Recherche

UV : Ultraviolet

XPS : Spectrométrie Photoélectronique X
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